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RESUMEN

INTRODUCCION: el uso prolongado de insecticidas ha conducido al desarrollo de resistencia en diferentes especies de mosquitos
incluido el Aedes aegypti, aunque hasta el momento no existen reportes de resistencia a Bacillus thuringiensis var. israelensis.
OsseTivo: evaluar la resistencia a Bacillus thuringiensis var. israelensis en poblaciones de Aedes aegypti provenientes de sitios
donde se ha aplicado la formulacion liquida Bactivec (Labiofam) y en cepas de laboratorio bajo presion de seleccion. Mgtopos: se
realizaron colectas de larvas en 3 municipios de Ciudad de La Habana y se establecieron las colonias de Aedes aegypti en el
laboratorio, las cuales se compararon en susceptibilidad a Bacillus thuringiensis con la cepa de referencia Rockefeller. El
experimento de seleccion se realizé exponiendo generaciones sucesivas de una cepa susceptible a la dosis letal 90 del biolarvicida.
ResuLTapos: el indice de resistencia 50 para las cepas de los municipios Plaza, Cerro y Boyeros fue de 1,07, 0,66 y 0,81,
respectivamente, por lo cual pueden considerarse susceptibles. La cepa expuesta a intensa presion de seleccién con el biolarvicida
mostr6 indices de resistencia 50 y 95 de 2,7 y 4,6, respectivamente. La menor pendiente de la linea de regresiéon correspondio
a la cepa bajo seleccion, lo que indica mayor variabilidad genética de esta poblacion. ConcLusionEs: estos resultados justifican la
utilizacién de Bacillus thuringiensis var. israelensis como una alternativa para el control de estadios inmaduros de Aedes aegypti
sin que exista evidencia hasta el presente de aparicion de resistencia en poblaciones de campo, pero deben trazarse estrategias de
manejo adecuadas ante la potencialidad del vector de adquirirla.
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INTRODUCCION de insecticidas quimicos contra Aedes aegypti ha
conducido al desarrollo de resistencia.? Por otra

La incidencia del dengue ha aumentado parte, los plaguicidas producen afectaciones a las

exponencialmente en los Gltimos 35 afios a escala
mundial. Se estima que no se podra contar con una
vacuna contra la enfermedad en los préximos 5 a
10 afios, por lo que en la actualidad, la reduccion
del vector continta siendo la Unica alternativa viable
para el control.! Sin embargo, el uso prolongado

poblaciones de otros insectos, los animales y al
hombre, y las nuevas formulaciones quimicas de-
sarrolladas suelen ser costosas. Alternativas, como
el control biolégico, son cada vez méas necesarias.®

Bacillus thuringiensis var. israelensis sin-
tetiza las proteinas Cry IVA, Cry IVB, Cry 11A
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y Cyt 1A que resultan téxicas individualmente para
varios géneros de mosquitos, pero se ha demos-
trado ademas marcado sinergismo.*® Sin embar-
go, aun con estos y otros factores de virulencia
que posee, se ha logrado establecer resistencia por
seleccion en el laboratorio, aunque hasta la fecha
no hay reportes de desarrollo natural en campo
para este serotipo en particular. Si bien los estu-
dios de laboratorio no necesariamente predicen el
desarrollo de resistencia en el campo, constituyen
una alerta de los potenciales mecanismos disponi-
bles en las poblaciones de insectos.®

En Cuba se ha utilizado ampliamente la for-
mulacién liquida Bactivec (Labiofam), sobre la base
de Bacillus thuringiensis var. israelensis para el
control de diferentes géneros de culicidos, pero no
hay reportes de estudios de resistencia. Se propuso
evaluar la susceptibilidad de poblaciones de Aedes
aegypti de sitios donde se ha aplicado el producto,
y por otro lado realizar un experimento de selec-
cion al nivel de laboratorio, exponiendo una cepa
sensible de referencia a concentraciones subletales
de Bactivec.

METODOS

Biolarvicida: Bactivec (Labiofam, Cuba). For-
mulacion liquida de 600 UTI, titulo 1,2 x 10° UFC/L.
Las diluciones del producto para los bioensayos y
demas experimentos fueron establecidas en por-
centaje en relacién volumen/volumen.

Mosquitos: Cepa susceptible de referencia:
Rockefeller, mantenida en laboratorio sin exposi-
cion a plaguicidas. Cepas de campo: se colectaron
larvas y pupas de Aedes aegypti en 3 municipios
de Ciudad de La Habana en 2006, durante la
campaha intensiva de control del vector, todos los
individuos de cada zona provinieron de un mismo
tipo de criadero que, en los 3 casos, se tratd de
tanques destinados a almacenar agua para consu-
mo humano. En el laboratorio se les propicio
la reproduccién y se establecieron las colonias
manteniendo temperatura de 27 + 1 °C, humedad
relativa de 80 + 10 %y ciclo luz/oscuridad de 12 h.

Bioensayos para evaluar la susceptibilidad:
se siguieron los lineamientos de la OMS para
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larvicidas bacterianos de uso en salud publica.” Se
realizaron de manera simultanea con las 4 cepas
de mosquitos y se repitieron 3 veces en semanas
diferentes.

El indice de resistencia (IR) se calcul6
dividiendo la concentracion letal (CL) 50 0 95 de
una cepa determinada, entre la correspondiente
de la cepa de referencia.

Experimento de seleccion de laboratorio: se
realizd por exposicion en cada generacion del mos-
quito a la CL, del Bactivec. Partiendo de la cepa
de referencia, se expusieron cada vez 1 000 larvas
de tercer estadio tardio, a las 4 h se cambi6 el
agua y se fueron retirando las larvas muertas cada
6 h. De los sobrevivientes se escogieron 20 pupas
hembras y 10 machos que se colocaron en jaulas
para comenzar una nueva generacion.

Después de 12 exposiciones se calculo la
CL, de la cepa parental (de referencia) para com-
pararla con la cepa expuesta al Bactivec, denomi-
nada: Bajo presion.

Los resultados de los bioensayos, con trans-
formacién logaritmica base 10 de las dosis, fueron
sometidos a un analisis de regresion Probit uti-
lizando el programa de computacion NCSS. La
calidad de los datos fue analizada segun los valo-
res de heterogeneidad, y se obtuvo la grafica de
regresion dosis/respuesta, con los intervalos de con-
fianza (IC) y el valor de la pendiente. La compa-
racion entre los grupos se realizd mediante un
analisis de la varianza de un factor, estableciendo
un valor de significacién de 0,05. Para analizar los
resultados del experimento de seleccion en el
laboratorio se aplico unat de Student.

RESULTADOS

Los valores de CL., y CL,, de las cepas
colectadas en Ciudad de La Habana no mostraron
diferencias significativas respecto a la cepa de
referencia, con solapamiento de los IC, incluso la
CL,, para las 3 cepas provenientes del campo
fue algo menor que para la cepa Rockefeller.
Obviamente los IR 50 y 95 fueron muy bajos para
todas las cepas (tabla 1), lo cual sugiere que no se
ha desarrollado ninglin mecanismo de resistencia.
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TABLA 1. Concentraciones letales 50 y 95 de Bacillus thuringiensis, con sus respectivos indices

de resistencia y relacion CLQSICLSO,

para las cepas de Aedes aegypti salvajes y de referencia

Cepa cL,, CL,, IR 50 IR 95 CL,JCL,,
Rockefeller 0,00049 %  0,00134 % - - 2,7
Plaza 0,00052 %  0,00128 % 1,06 0,96 2,4
Cerro 0,00032 %  0,00060 % 0,65 0,45 1,8
Boyeros 0,00040 %  0,00072 % 0,82 0,54 18

TABLA 2. Concentraciones letales 50 y 95 de Bacillus thuringiensis, indice
de resistencia y pendiente de la linea de regresion, para las cepas de Aedes
aegypti “Referencia” y “Bajo presion”, en el experimento de seleccion al

nivel de laboratorio

Cepa CL,, IR 50 ClLy IR 95 Pendiente
Referencia 0,0007 % - 0,0013 % - 5,6
Bajo presion 0,0019 % 2,7 0,0061 % 4,6 4,3

Sin embargo, al nivel de laboratorio, la propia
cepa Rockefeller bajo intensa presion con el
biolarvicida, mostré indices de resistencia 50y 95
de 2,7y 4,6, respectivamente; lo que si bien la cla-
sifica como sensible segun los criterios aceptados,
evidencia una disminucion que es significativa
estadisticamente (p< 0,05), respecto a la cepa
parental (tabla 2). Notese que el valor de la pen-
diente fue inferior en la cepa bajo presion de se-
leccion.

DISCUSION

Hasta la fecha, la aplicacion de Bacillus
thuringiensis en Cuba para el control de Aedes
aegypti no ha sido realizada de forma continua ni
durante periodos prolongados, de manera que las
cepas de mosquito evaluadas, si bien proceden de
zonas donde se ha aplicado, no han sufrido gran
presion. Ello explica que los valores de CL sean,
en varios casos, incluso ligeramente inferiores a la
cepa de referencia. Goldman y otros, tampoco
encontraron disminucion de la susceptibilidad en
estudios de campo, aun con aparente mayor expo-
sicién que la supuesta para nuestras cepas.®

El desarrollo de resistencia en el laboratorio
por seleccién ha sido conseguido relativamente en
corto tiempo para Bacillus sphaericus, que tam-
bién ademéas ha mostrado disminucién de su efec-
tividad sobre poblaciones de campo.® Sin embargo,
Bacillus thuringiensis, al parecer por el complejo

de toxinas con accién sinérgica que elabora, no ha
sido implicado en fenémenos de resistencia en
campo y no evoluciono6 en Aedes aegypti a mas
de 3 0 4 veces respecto a la cepa parental, cuando
se expuso en el laboratorio de forma continuada.®

En el presente experimento la presion de se-
leccién ejercida en laboratorio fue intensa en el
tiempo, dosis y nimero de individuos con que se
inicio cada nueva generacion. La dosis fue aplicada
en cada generacion de mosquito, capaz de produ-
cir mas de 90 % de mortalidad y como resultado la
siguiente generacion partid de solo 0,03 % de los
individuos expuestos, aproximadamente.

A pesar de que se observé escasa disminu-
cion de la susceptibilidad, los resultados sugieren
que Aedes aegypti es capaz de desarrollar meca-
nismos de resistencia, aun contra los complejos
factores de virulencia de Bacillus thuringiensis.

La disminucion en la pendiente de la linea de
regresion podria deberse a un incremento en la
variabilidad de la poblacién de insectos, como con-
secuencia del desarrollo en una parte de ellos de
mecanismos para resistir o tolerar mejor el
biolarvicida. Esto, sin embargo, podria cambiar con
sucesivas exposiciones, al ir depurandose la
poblacion hacia los mas competentes. Similar
comportamiento se observd para exposicion a una
0 varias toxinas de Bacillus thuringiensis en Culex
quinquefasciatus.'® Se requieren estudios de
cruzamiento para determinar el tipo de herencia
del caracter resistencia que pudiera explicar estos
resultados.



Contrariamente, Mulla y otros observaron
hacia la décima generacion incremento en la pen-
diente, atribuyendo tal comportamiento a la dismi-
nucion en la variabilidad genética por seleccion,
pero en este caso se tratd de Bacillus sphaericus,
cuyo mecanismo de accion difiere de Bacillus
thuringiensis y la resistencia se ha establecido
con mayor facilidad.*

Se hace evidente la necesidad de un manejo
adecuado, como la optimizacion de la dosis de apli-
cacion en campo, en orden de evitar subexposicion.
Aun asi, la disminucion de laaccion de este tipo de
biolarvicida suele ser gradual,*? esto implica que
inevitablemente en algiin momento habra criade-
ros con dosis subletales. Otras estrategias como la
rotacion y la mezcla con otros agentes han sido
propuestas.’* Aunque Bacillus sphaericus no ha
mostrado efectividad por si solo contra Aedes
aegypti, su potenciacion con la toxina Cyt1A de
Bacillus thuringiensis incrementa significativa-
mente su eficacia.® Por otra parte, la mezcla de
ambas bacterias o algunas de sus toxinas en parti-
cular retarda la emergencia de resistencia.**

Estos resultados indican que hasta el momento
no existen evidencias de disminucién de la suscep-
tibilidad a Bacillus thuringiensis israelensis en
poblaciones naturales de Aedes aegypti en los
municipios muestreados, por lo que puede cons-
tituir una alternativa para el control del vector, pero
debe seguirse una estrategia adecuada ante la
potencialidad de desarrollo de resistencia.

Study of Aedes aegypti resistance to Bacillus
thuringiensis var. israelensis

ABSTRACT

InTRODUCTION: Prolonged use of insecticides has led to resistance
development in different mosquito species including Aedes
aegypti, although there is no report of resistance to Bacillus
thuringiensis var. israelensis so far. OsiecTive: To evaluate
resistance to Bacillus thuringiensis var. israelensis in Aedes
aegypti populations from places where fluid preparation Bactivec
(made in Labiofam company) has been applied, and in lab strains
under selection. MeTHops: Larvae were collected in three
municipalities of the City of Havana province to settle Aedes
aegypti colonies in the laboratory, which were compared with
reference strain called Rockefeller in terms of susceptibility to
Bacillus thuringiensis. The selection experiment was performed
by exposing successive generations of a strain susceptible to
lethal dose 90 of this biolarvicide. ResuLts: Resistance index 50
for strains from Plaza, Cerro and Boyeros was1,07, 0,66 and
0,81 respectively, so they may be considered as susceptible strains.
The strain exposed to intensive selection pressure with the
biolarvicide showed resistance indexes 50 and 95 equal to 2,7 and
4,6 respectively. The smallest regression line slope was found in
the selection strain, which indicated a greater genetic variability
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in this population. ConcLusions: these results support the use of
Bacillus thuringiensis var. Israelensis as an alternative for
management of immature Aedes aegyptis without any evidence
whatsoever of emerging resistance in the field population, but
some adequate management strategies should be drawn, taking
into account the vector’s potentialities to acquire it.

Key words: Bacillus thuringiensis, Aedes aegypti, resistance,
biological control.
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