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Estado de la resistencia a insecticidas y mecanismos
de resistencia en larvas del municipio Playa, colectadas
durante la etapa intensiva contra eAedes aegyptn Ciudad
de La Habana, 2001-2002
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RESUMEN

Se determinaron los niveles de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas en |lakegesi@egypticolectadas del municipio

Playa, durante la etapa intensiva de la campafia contra el mosqdiis aegypten Ciudad de La Habana, en el presente afio.

En larvas, se encontré alta resistencia a los insecticidas organofosforados fention y temefos y moderada a fenitrotion, también
se detectd alta resistencia al carbamato propoxur. Las larvas resultaron susceptibles a clorpirifos, malation y pirimifos metil
resultados a través del uso de sinergistas indicaron que las esterasas desempefian un papel importante en la residtencia detecta
a los insecticidas organofosforados, pero no en la resistencia a propoxur, sin embargo, las monoxigenasas intervienen solamente
en la resistencia a fenitrotion. Estos mecanismos se encontraron a elevada frecuencia en las larvas de este municipio. Se

confirmé el papel de las esterasas en la resistencia a temefos mediante ensayos de inhibicion en gel de poliacrilamida.
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Aedes aegyptlLinnaeus es el vector mas
importante en la transmision de fiebre amarilla,
dengue y dengue hemorragico en las Américas.
En Cuba han ocurrido 4 epidemias de dengue
importantes, la primera en 1977 con cerca de
4 000 000 de casos, producidos por dengue
serotipo I; lasegunda en 1981 con 344 203 casos
clinicos reportados, de los cuales 10 312 fueron
casos severos de dengue hemorragico que causoé
158 muertes, producidos por el serotipo Il. En 1997,
la tercera epidemia fue en el municipio Santiago
de Cuba, donde se reportaron 3 012 casos clinicos
y 205 casos con dengue hemorragico y 12
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fallecidos, producidos por el serotipo Il. La Gltima
en el afio 2002 en Ciudad de La Habana. Durante
esta Ultima epidemia, el municipio Playa result6 ser
el mas problematico para el control de las
infestaciones residuales dedes aegypti

El municipio Playa es altamente urbanizado,
de ahi que las principalestividades de control
estén encaminadas hacia la reducciéon y el
tratamiento de los criaderos del vector, basados en
esquemas de aplicaciones de temefos (1 ppm).
Durante la etapa intensiva contré\edes aegypti
gue comenzd en la epidemia de 2002, el control del
estado adulto se llevé a cabo por el rociado espacial
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de clorpirifos y se rotdé con cipermetrina o
lambdacialotrina de acuerdo con la disponibilidad
del productoDesafortunadamentkedes aegypti

ha demostrado la habilidad de desarrollar resistencia
a una gran variedad de toxicos. Los mecanismos

mortalidades entre 2 y 98 %. La mortalidad se

determiné 24 h después del tratamiento con los
insecticidas y los resultados se analizaron mediante
el programa probit-logaritmo deaymond/ otros®

Se calcul6 el FR50 y 90 (factor de resistencia),

responsables de esta resistencia son enzimas que comparando los valores de las cepas de campo

se alteran de forma cuantitativa o cualitativamente
y ya existen reportes ekedes aegypti®

El municipio Playa es uno de los de Ciudad de
La Habana donde se ha mantenido alta la
infestacidn residual déedes aegyptide ahi la
importancia de evaluar la resistencia de los
insecticidas quimicos tanto en larvas como en
adultos, asi como los mecanismos que contribuyen
a la resistencia. Con estos resultados se aporta
informacién que puede contribuir al mejor uso de
insecticidas para el control del vector en este
municipio.

METODOS
CEPAS EVALUADAS

ROCKEFELLER: una cepa de referencia de
Aedes aegyptisusceptible a insecticidas,
suministrada por el CDC de San Juan, Puerto Rico.

Playa: una cepa dkedes aegypticolectada
del municipio Playa durante la etapa intensiva contra
el mosquitoAedes aegyptn el 2002, en una de
las areas de mayor infestacion del vector.

INSECTICIDAS EVALUADOS

Organoclorados: DDT.

Organofosforados: malation, fenitrotion,
pirimifos metil, temefos, fention y clorpirifos.

Piretroides: deltametrina, lambdacialotrina,
ciflutrina y beta cipermetrina.

BIOENSAYOS EN LARVAS

Las larvas déedes aegyptn tercer estadio
tardio o cuarto estadio temprano, fueron evaluadas
a través de los bioensayos de susceptibilidad de la
OMS (1981Y), para determinar las concentraciones
letales de 50 y 90 % de la poblacion (GCL, )
frente a insecticidas. Se aplicaron 5 concentraciones
0 mas de cada insecticida, disueltos en acetona, y 5
réplicas por cadaoncentracion, que causaron

con la cepa ROCKEFELLER.

DETERMINACION IN VIVODE LOS MECANISMOS
DE RESISTENCIA

Se realizaron bioensayos de susceptibilidad
utilizando sinergistas. La accién del SSS tributil
fosforotritioato (DEF), inhibidor de esterasas y del
piperonil butéxido (PB), inhibidor de las
monoxigenasas, se determiné exponiendo las larvas
de Aedes aegypta dosis subletales de estos
toxicos, durante 4 h. Inmediatamente después se
le aplicaron las diferentes dosis de insecticidas, y
después de 24 h de exposicién se determind la
mortalidad, hallandose los valores de concentracion
letal 50 y 90 (CL,y CL,) mediante el programa
probit-logaritmo. Se calcul6 el factor de sinergismo
(FS).

Cl,,insecticida solo

FS= CL,, insecticida +sinergista

Ensayos bioquimicosse determind la
actividad de esterasas en larvas de tercer estadio
tardio o cuarto temprano, de acuerdo con el método
estandarizado paraAedes aegypfi. Se
homogeneizd cada larva en 200 de buffer
fosfato 0,01 M, pH 7,5. En una placa de microti-
tulacién de ELISA, a 261 del homogenato se le
afiadieron 2061 del sustrato (0,7-mM de& naftil
acetato). Se dejo transcurrir la reaccién por 10 min
y se afiadieron 4@L de fast blue Se leyé la
densidad o6ptica (DO) a 570 nm en lector de placas
de ELISA Labsystem$MS, manufacturado en
Finlandia.

La actividad de glutation-S-transferasa (GST) fue
determinada de acuerdo con el métod@oethy
otros? y modificado paraedes aegyptiA 20 ni
de cada homogenato de larva se le afiadiGr250
de una mezcla de reaccion de 1-cloro-2, 4 dinitro-
benzeno 50 mM; y de glutation reducido 20 mM.
Se dej6 transcurrir la reaccion por 3 min y se leyé
la DO a 340 nm. Se calculo la actividad enziméatica
de la GST y se expresé commol/min.



Se determing la actividad de la acetilco-
linesterasa (AchE) normal e inhibida con propoxur
segun el método dRodriguezy otros®La
preparacién de las muestras es similar a la descrita
anteriormente con la diferencia de que las muestras
se homogeneizaron en 50 mL loeffer fosfato,
gue contenia triton X-100 1 %. Se utilizaron 2
placas, una para la determinacion de la actividad
AchE normaly otra para la actividad AchE inhibida
con propoxur. En ambas placas se adicionaron
20 mL de DTNB (acido 5-5’ ditiobis 2 nitro-
benzoico) 0,07 M, pH 7,5y 20 mL de acetiltiocolina
yodada (Achi) 0,06 M. En la placa donde se midi6
la actividad AchE inhibida se adicionaron, ademas,
10 mL de propoxur 0,025 M. Después de prepa-
radas estas 2 placas se adicion6 en cada pocillo de
ambas, 20 mL del homogeneizado de las larvas.
La reaccion se dejo transcurrir durante 30 min y
se leyé la DO a 405 nm.

Un estimado de la frecuencia de los
mecanismos de esterasas, GST y AchE fue
calculado a partir del niumero de individuos
susceptibles para cada ensayo, asumiendo que la
poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-
-Weinberg.

ENSAYO DE INHIBICION EN GEL
DE POLIACRILAMIDA

Para el ensayo de inhibicién se realizé una
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
10 % enbuffer Tris-Borato/EDTA, pH 8,6. El gel
se corrié a 150 V hasta que el frente de corrida
alcanzo las % partes del gel. Se aplicaron muestras
individuales de larvas del municipio Playa en cada
pocillo. Una vez terminada la corrida, el gel se corté
en tiras y antes del proceso de tincién se incubaron
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por separado epufferfosfato 0,01 M, pH 6,5, el
cual contenia 1@L de los inhibidores, temefos,
lambdacialotrina y ciflutrina, a una concentracion
final de 0,1 mM. Para cada ensayo de inhibicion
se utilizo un control con acetona, donde se incubo
la muestra con 18L de este solvente y un control
sin nada, solo la muestra. Después del periodo de
incubacién, las esterasas fueron visualizadas por
la adicion de 4 mL de los sustratosaftil acetato

y b-naftil acetato, 10 mL de solucion tiest-blue
(0,03 g defast blue+ 3 mL de agua + 7 mL de
SDS 5 %) en 50 mL deufferfosfato 0,01 M pH
6,5. Se fijé la tincidén de las bandas reemplazando
el colorante por 4cido acético 7 %.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa que existi6 alta
resistencia (factor de resistencia [FR50] mayor que
10 x), en larvas del municipio Playa, a los
insecticidas organofosforados fention y temefos,
con valores de, 14,88x y 89,91x, respectivamente
y moderada resistencia (FR50 entre 5 y 10) se
observo al OP fenitrotion con un FR50 de 5,45x.
También se detectd resistencia al carbamato
propoxur con un valor de FR50 de 16,41x. Sin
embargo, se observé susceptibilidad (FR50< 5x) a
los insecticidas organofosforados clorpirifos (3,62x),
pirimifos metil (2x) y malation (1,77).

El sinergista DEF se utiliz6 para determiimar
vivoel papel de las enzimas esterasas inespecificas
y el PB para determinar el papel de las enzimas
monoxigenasas. Los valores elevados de factor de
sinergismo (FS), obtenidos para los 3 organo-
fosforados con el DEF (FS> 5) (tabla 2), indican
que las esterasas son un mecanismo importante
en la alta resistencia detectada a fention y temefos

TABLA 1. Nivel de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas organofosforados y a un carbamato (propoxur), enAades aegypti
de la cepa de campo del municipio Playa y de la cepa de referencia susceptible Rockefeller

CEPAS

Insecticida MUNICIPIO PLAYA ROCKEFELLER

CL,, (Limites CL; (Limites

de confianza) FR b (#DE) de confianza) FR b (+DE)
Clorpirifos 0,00417 (0,0038-0,0045) 3,62 4,62 (+ 0,46) 0,00115 (0,0010-0,0013) 4,52 (+ 0,50)
Piroximetil 0,371 (0,30-0,45) 2,00 1,56 (+ 0,19) 0,185 (0,13-0,37) - 1,71(x 0,31)
Fenitrotion 0,0922 (0,083-0,11) 5,45 3,88 (+ 0,51) 0,0169 (0,012-0,030) 1,86 (+ 0,31)
Fention 0,131 (0,11-0,15) 14,88 4,24 (+ 0,41) 0,00880 (0,0062-0,016) 1,16 (+ 0,18)
Temefos 0,107 (0,088-0,12) 89,91 3,24 (+ 0,36) 0,00119 (0,00092-0,0015) 1,27 (+ 0,33)
Malation 0,474 (0,43-0,52) 1,77 4,0 (+0,515)0,268 (0,20-0,42) - 1,54 (+0,22)
Propoxur 2,00275 (1,57-2,49) 16,41 1,35 (+ 0,17) 0,122 (0,11-0,14) (0,45) 3,04 (+ 0,31)
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TABLA 2. Variacion de la toxicidad de 3 insecticidas organofosforados y un carbamato (propoxur) al aplicar los sinergistas DEF y PB en

la cepa deAedes aegyptilel municipio Playa

CL,,(ppm)+ DEF

Cl, (ppm) + PB

(Limitesde confianza) FS b (£ DE) (Limitele confianza) FS b (£ DE)
Fenitrotion 0,00434

(0,0031-0,0054) 21,24 2,18 (+ 0,31) 0,0176 (0,014-0,022)5,23 1,62 (+ 0,18)
Fention 0,00835

(0,00765-0,0092) 15,68 4,16 (+ 0,40) 0,0397 (0,035-0,044)3,30 4,22 (+ 0,45)
Temefos 0,00336

(0,00285-0,0041) 31,84 2,34 (+ 0,26) 0,115 (0,083-0,303) 0,93 1,24 (+ 0,37)
Propoxur 0,564

(0,48-0,65) 3,55 2,22 (= 0,25) 1,667 (1,42-1,91) 1,20 3,28 (+0,31)

TABLA 3. Frecuencia en que aparecen los mecanismos de
resistencia basados en la elevada actividad de esterasas, glutation-
S-transferasa (GST) y acetilcolinesterasa (Achel&tes aegypti

del municipio Playa

Municipio Playa
Mecanismo de resistencia Frecuencia (%)

Esterasas 44,0 (176)
GST 28,62 (176)
Ache 20,3 (92)

a: total de larvas evaluadas.

y, ademas, a la resistencia moderada detectada a
fenitrotion; sin embargo, estas enzimas no
desempefian ningun papel en la resistencia detectada
a propoxur, dado por el valor del FS de 3,55.

Los resultados con el sinergista PB indican que
las enzimas monoxigenasas no intervienen en la
resistencia a temefos, ni fention, pero si en la
resistencia moderada a fenitrotion dado por el valor
de FS de 5,23.

A partir de las técnicas bioguimicas en placas
de microtitulacion, se calcul6 la frecuencia en que
aparecen elevadas las enzimas de accién
metabdlica (esterasas y monoxigenasasemas,
determinar con qué frecuencia se detecto el
mecanismo de insensibilidad del sitio de accion,
acetilcolinesterasa modificada (AchE) en las larvas
de Playa. Estos resultados se muestran en la tabla 3,
la alta frecuencia en que aparece el mecanismo
de esterasa (44 %), y el de la AchE modificada
(20,3 %), explica la alta resistencia detectada en
las larvas del municipio Playa a los insecticidas
organofosforados y al carbamato propoxur.

El examen visual de los geles (fig.) revel6 la
presencia de una elevada actividad de la esterasa
A4 en larvas de la cepa Playa. Como se muestra
en la figura esta banda no se encuentra
incrementada en la cepa susceptible a insecticidas,

Rock (pocillo 1). En la misma figura (pocillo 2), se
puede observar que la actividad de la esterasa A4
fue inhibida con temefos, si se compara con los
pocillos 4 y 5 correspondientes a la actividad de
esta enzima, sin el inhibidor; ademas, como se
observa la acetona, solvente del inhibidor, no afectd
la actividad de la enzima (pocillo 3). Sin embargo,
la actividad de la esterasa A4 no fue inhibida ni
por lambdacialotrina (pocillo 6), ni por ciflutrina
(pocillo 9), cuando se compara con su control de
actividad enzimatico normal (pocillo 8 y 11
respectivamente); tampoco la acetona afecto la
actividad de esta enzima en estas muestras (pocillo
7 y 10 respectivamente). Esto confirma que es la
esterasa A4 la responsable de la resistencia a
temefos, detectada en esta cepa.

DISCUSION

Los insecticidas organofosforados han sido
utilizados para el control deedes aegyptiurante
los ultimos 15-20 afios en las Amériéasin
embargo, los piretroides han sido utilizados
solamente en caso de emergencia de dengue, y
como adulticidas. En Cuba comenzé una campafa
activa contra el mosquitdedes aegypten el
municipio Playa desde el mes de junio del afio 2001,
debido a que este municipio ha sido el que se ha
mantenido con alta infestacion residual de este
vector. Por la dificultad del control en este
municipio, Aedes aegyptie expandié a otros,
produciéndose un brote epidémico en el 2002 en
Ciudad de La Habana. En estos resultados se
detecté que las larvas deedes aegyptdel
municipio Playa fueron méas susceptibles a los
insecticidas organofosforados que a los piretroides.
Similares resultados se obtuvieron en larvas de



Fig. Inhibicién de la actividad de
esterasas con temefos, lambda-
cialotrina y ciflutrina en larvas
individuales de la cepa Playa.
Nombrando de izquierda a derecha,
pocillo 1: cepa Rock; pocillos 4, 5, 8,
11: actividad de esterasa normal;
pocillos 3, 7 y 10: control con
acetona; pocillo 2: inhibiciéon con
temefos (1& M); pocillo 6: inhibicion
con lambdacialotrina (¥® M); y
pocillo 9: inhibicién con ciflutrina
(102 M).

Aedes aegypprocedentes de Rio Piedras, Puerto
Rico, las cuales eran resistentes a piretroides, sin
embargo no hubo evidencia de resistencia ni a
organofosforados ni a carbamatédambién
Rawlinsy Wart® detectaron muy bajos niveles de
resistencia a insecticidas organofosforados tanto
en larvas, como en adultos Aedes aegyptie
Trinidad, igual qué&Samey otros (Sames WJ4th,
Bueno RJr, Hayes J, Olson JK. Insecticide
susceptibility ofAedes aegyptand Aedes
albopictusin the Lower Rio Grande Valley of
Texas and Mexico en Texas y Méxicojmitares
resultados en una cepa de Santiago de Cuba,
colectada durante la epidemia ocurrida en 1997 en
este municipid.Ping y otros!* evaluaron la
resistencia a pirimifos metil y permetrina/Aedes
aegyptiy Aedes albopictug detectaron completa
susceptibilidad a piroximetil en ambas especies, pero
detecto resistencia a permetrina soldenaegypti.

Los mecanismos responsables de la resistencia
a insecticidas organofosforados estan bien
documentados eRulex quinquefasciatude
América Latina, como en Cuba, Colombia,
Venezueld?!® Brasil®* México?y ya han sido
caracterizados al nivel molecular, como es el gen
de esterasa’?® Existen reportes de mecanismos
de resistencia eAedes aegypti>1221.26-28

Sobre la base de los resultados obtenidos, se
recomienda que a la hora de la toma de decisiones
acerca del insecticida a utilizar para el control de
Aedes aegyptise realicen bioensayos con estos
productos formulados para verificar su efecto en
condiciones de campo, siguiendo pautas sugeridas
en la propuesta derograma de monitorede la
resistencia a insecticidas.
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SUMMARY

The levels of susceptibility and/or resistance to inseciticides in
Aedes aegypti larvae collected at the municipality of Playa
during the intensive campaign against the moscdges aegypti

in Havana City, in the present year, were determined. In larvae,
it was found a high resistance to the organophosphate insecticides
phention and temephos and moderate to fenitrothion. A high
resistance to propoxur carbamate was also detected. The larvae
proved to be susceptible to clorpirifos, malathion and methyl-
pyrimifos. The results obtained through the use of sinergists
indicated that esterases play an important role in the detected
resistance to organophosphate insecticides, but not in the
resistance to propoxur. However, the monooxigenases take part
only in the resistance to fenitothrion. These mechanisms were
found at an elevated frequency in the larvae from this
municipality. It was confirmed the role played by esterases in
the resistance to temephos by polyacrilamide gel inhibition tests.

Subject headings INSECTICIDES; MOSQUITO CONTROL;
INSECTICIDE RESISTANCE; INSECTICIDES,
ORGANOPHOSPHATE; PUBLIC HEALTH; CUBA.
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