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RESUMEN

INTRODUCCION: el control de Aedes aegypti continGa siendo la Gnica medida
disponible para poder disminuir la transmision de dengue. Desafortunadamente Ae.
aegypti ha demostrado la habilidad de desarrollar resistencia a una gran variedad
de toxicos.

OBJETIVO: evaluar la resistencia a insecticidas quimicos en larvas y adultos del
municipio Boyeros, Ciudad de La Habana, asi como los mecanismos que
contribuyeron a esta.

METODOS: se evaluo la resistencia a insecticidas quimicos en larvas y adultos a
través de metodologias de la OMS. Los mecanismos de resistencia se determinaron
a través de sinergistas y pruebas bioquimicas. Se realiz6 electroforesis en gel de
poliacrilamida para la visualizacién de enzimas esterasas.

RESULTADOS: en larvas se observo susceptibilidad a los insecticidas
organofosforados evaluados. Resistencia se observé a los piretroides cipermetrina y
deltametrina. Los bioensayos en larvas con el producto comercial de temefos
mostraron 100 % de mortalidad con recambio diario de agua hasta 10 d. Se
demostré que ni las esterasas, ni la enzima glutation transferasa, desempefiaron un
papel importante en la resistencia a insecticidas en larvas. Se observo la presencia



de la esterasa A4 amplificada a baja frecuencia en las muestras estudiadas. En el
estado adulto, la cepa Boyeros resulté resistente a los piretroides ciflutrina y
lambdacialotrina, en verificacién a deltametrina, y resulté susceptible a
cipermetrina; también resultd ser resistente al organofosforado clorpirifos y al
organoclorado DDT.

CONCLUSIONES: estos resultados corroboran que aun el piretroide cipermetrina,
a pesar de su uso en el municipio Boyeros, continda siendo efectivo para el control
de Ae. aegypti.

Palabras clave: Aedes aegypti, resistencia a insecticidas, esterasas, glutation
transferasa.

ABSTRACT

INTRODUCTION: the control of Aedes aegypti remains the only available measure
to reduce dengue transmission. Unfortunately, this vector has proved that it is
capable of developing resistance to a great variety of toxic substances.
OBJECTIVE: to evaluate the resistance to chemical insecticides in larvae and adult
vectors in Boyeros municipality, City of Havana as well as those mechanisms
supporting it.

METHODS: insecticide resistance of mosquito larvae and adults was evaluated with
the WHO methodologies. The resistance mechanisms were determined through
synergy and biochemical tests. Polyacrylamid gel electropheresis was applied to
visualize esterases.

RESULTS: larvae were susceptible to the evaluated organophosphate insecticides
whereas resistance to pyrethroids, cypermethrin and deltamethrin was observed.
Bioassays performed in larvae with temephos-made commercial product showed
100 % mortality up to 10 days, with daily change of water. It was proved that
neither esterases nor glutathione transferase played an important role in larval
insecticide resistance. Low frequency amplified esterase A4 was present in the
studied samples. In adult stage, Boyeros strain was resistant to pyrethroids
ciflutrhine and Lambdacyalothrine, in verification to deltamethrine and susceptible
to cypermethrine; it was also resistant to organophosphate chlorpiriphos and
organochlorate DDT.

CONCLUSIONS: these results confirm that although the pyrethroid cipermethrine
has been widely used in Boyeros municipality, it continues being effective for Ae.
aegypti control.

Key words: Aedes aegypti, resistance to chemical insecticides, esterases,
glutathione transferase.

INTRODUCCION

El control de Aedes aegypti contintia siendo la Unica medida disponible hasta el
momento para poder disminuir la transmision de dengue en las Américas. La
camparfia nacional para el control de Aedes aegypti, iniciada en Cuba, con la
epidemia ocurrida en 1981, esta basada en la vigilancia y destruccion de los sitios



de cria de este vector a través de un intenso uso de larvicidas y adulticidas, asi
como campafas educacionales para la prevencion de la formacién de nuevos sitios.
A pesar de que se ha logrado la eliminacidon del vector en muchas areas, las
poblaciones de Ae. aegypti continGan incrementandose en algunas, principalmente
en las provincias Ciudad de La Habana y Santiago de Cuba, lo cual constituye un
peligro potencial para la ocurrencia de brotes o epidemias de dengue, como se ha
evidenciado en 1997, 2001-2002, asi como una alta infestacion del vector ocurrida
en 2006.

El municipio Boyeros ha sido uno de los implicados con la presencia de altos indices
de Ae. aegypti en estos afos, es altamente urbanizado, con una densidad
poblacional de 1406,2 habitantes por km2, de ahi que las principales actividades de
control estén encaminadas hacia la reduccion y el tratamiento de los criaderos del
vector. Las acciones de control se han basado en el uso de temefos granulado 1 %
como larvicida y tratamiento espacial adulticida con el organofosforado clorpirifos y
los piretroides cipermetrina o lambdacialotrina. Desafortunadamente Ae. aegypti ha
demostrado la habilidad de desarrollar resistencia a una gran variedad de téxicos.*
Los mecanismos responsables de esta resistencia son enzimas que se alteran de
manera cuantitativa o cualitativamente;?® de ahi la importancia de evaluar la
resistencia de los insecticidas quimicos tanto en larvas como en adultos en este
municipio, asi como los mecanismos de resistencia que contribuyen a esta. Con
esos resultados se aporta informacién que puede contribuir al mejor uso de
insecticidas para el control de este vector en el municipio.

METODOS
Cepas

ROCKEFELLER: cepa de referencia de Ae. aegypti susceptible a insecticidas,
suministrada por el CDC, San Juan, Puerto Rico.

Boyeros: cepa de Ae. aegypti, colectada del municipio Boyeros, en una de las areas
de mayor infestaciéon del vector en 2006.

F13 deltametrina: cepa colectada en 1997 en Santiago de Cuba y sometida a
presion de seleccién con deltametrina durante 13 generaciones, es una cepa de
referencia resistente a este piretroide.

F12 temefos: cepa colectada en 1997 en Santiago de Cuba y sometida a presion de
selecciéon con deltametrina durante 12 generaciones, es una cepa de referencia
resistente a este organofosforado.

Insecticidas evaluados
Organoclorado: DDT.

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

Piretroides: deltametrina, lambdacialotrina, ciflutrina y cipermetrina.



Bolsitas de temefos 1 % de 20 g suministradas por la firma canadiense
PROACTIVE: 1. Bolsitas con nomenclatura DEXTER: posee papel normal de sachet y
2. Bolsitas nomenclatura HS-800 micro: posee papel hidrosoluble.

Bioensayos en larvas

Las larvas de Ae. aegypti en tercer estadio tardio o cuarto estadio temprano, fueron
evaluadas a través de los bioensayos de susceptibilidad de la OMS (1981),° para
determinar las concentraciones letales de 50 y 90 % de la poblacién (CLso-CLgo)
frente a insecticidas. Se aplicaron 5 concentraciones o mas de cada insecticida,
disueltos en acetona, y 5 réplicas por cada concentraciéon, que causaron
mortalidades entre 2 y 98 %. La mortalidad se determin6 24 h después del
tratamiento con los insecticidas y los resultados se analizaron mediante el
programa Probit-logaritmo de Raymond y otros, 1985.” Se calcul6 el FRso y FRqo
(factor de resistencia), se compararon los valores de las cepas de campo con la
cepa ROCKEFELLER.

Bioensayos para evaluar la efectividad de 2 tipos de bolsitas de temefos
nombradas: DEXTER y HS-800 micro

Se evalud la efectividad de 2 tipos de bolsas de la firma PROACTIVE en la cepa
Boyeros. La duracién de los bioensayos estuvo en dependencia de la mortalidad
alcanzada (< 75 % mortalidad). La frecuencia de realizacion fue diaria con las 2
bolsitas de temefos, excepto algunos dias que no pudo evaluarse por falta de
material biolégico. En todos los casos, con recambio total diario del volumen de
agua utilizada en tanques de 200 L. Se utilizaron 50 larvas de tercer
estadio/recipiente (1 control y 4 réplicas). La lectura de la mortalidad se efectud a
las 24 h.

Determinacioén in vivo de los mecanismos de resistencia

Se realizaron bioensayos de susceptibilidad utilizando sinergistas. La accion del
trifenil fosfato (TFF), inhibidor de esterasas y del acido etacrinico (AE), inhibidor de
la enzima glutation transferasa (GST), se determiné exponiendo las larvas de Ae.
aegypti a dosis subletales de estos téxicos, durante 4 h. Inmediatamente después
se aplicaron las diferentes dosis de insecticidas, y después de 24 h de exposicién se
determiné la mortalidad. Se hallaron los valores de concentracion letal 50 y 90
(CLsp y CLgo) mediante el programa Probit-logaritmo. Se calcul6 el factor de
sinergismo (FS).

Ensayos bioquimicos: se determind la actividad de esterasas en larvas de tercer
estadio tardio o cuarto temprano, de acuerdo con el método estandarizado para Ae.
aegypti.? Se homogeneiz6 cada larva en 200 plL de buffer fosfato 0,01 M, pH 7,5.
En una placa de microtitulacién de ELISA, a 20 uL del homogenato se le afiadié 200
uL del sustrato (0,7 mM de bb-naftil acetato). Se dej6 transcurrir la reaccion por 10
min y se afiadieron 40 puL de fast blue. Se ley6 la densidad 6ptica (DO) a 570 nm en
lector de placas de ELISA. La actividad enzimatica se expres6é como densidad
Optica.

La actividad de glutatién-S-transferasa (GST): se determiné de acuerdo con el
método de Booth y otros (1961),° y modificado para Ae. aegypti.® A 20 uL de cada
homogenato de larva se le afiadié 250 uL de una mezcla de reaccién de 1-cloro-2, 4
dinitrobenzeno 50 mM; y de glutatién reducido 20 mM. Se dejo transcurrir la
reaccion por 3 min y se leyd la DO a 340 nm. La actividad enzimatica se expreso6
como densidad 6ptica.



Un estimado de la frecuencia de los mecanismos de esterasas y GST fue calculado a
partir del nimero de individuos susceptibles para cada ensayo, el cual se determind
por el valor de corte establecido en esta especie,® asumiendo que la poblacion se
encontraba en equilibrio de Hardy- Weinberg.

Bioensayos para adultos

Se realizaron siguiendo las normas de la OMS (1981) para mosquitos adultos. Las
hembras fueron expuestas a papeles impregnados con insecticidas, a dosis
diagndstica y tiempo de exposicion, sugeridos por la OMS. Cada uno de los
insecticidas fue evaluado mediante 4 réplicas y 1 control, cada una con 25
mosquitos. La mortalidad se ley6 a las 24 h y los resultados fueron analizados
sobre la base de criterios de resistencia a insecticidas segun la OMS (1992).%°

RESULTADOS

Las larvas de la cepa Boyeros resultaron susceptibles a todos los insecticidas
organofosforados evaluados, con valores de factor de resistencia (FRso< 5x)
calculado a partir de la concentracion letal media (CLsg). Se observé alta resistencia
(FR50> 10x) a deltametrina (53,75x) y moderada resistencia (FRso entre 5 y 10x) a
cipermetrina (8,46x), sin embargo, las larvas resultaron susceptibles a los
piretroides ciflutrina y lambdacialotrina (tabla 1).

Tabla 1. Nivel de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas organofosforados y a
piretroides en larvas de Aedes aegypti, de la cepa de campo del municipio Boyeros
y de la cepa de referencia susceptible Rockefeller

Cepas
Boyeros Rockefeller

Insecticidas 3ClLsgg PFRg B Clso FRso B

(limites de (= DE) (limites de (= DE)

confianza) confianza)

Clorpirifos 0,0039 3,54 1,05 0,0011 - 4,52
(0,030,051) (= (0,0010- +

0,17) 0,0013) 0,50)

Temefos 0,0048 4,0 0,85 0,0012 - 1,27
(0,0012- (= (0,00092- +

0,0091) 0,17) 0,0015) 0,33)

Fention 0,0014 0,15 1,47 0,0088 - 1,16
(0,0003- (= (0,0062- +

0,00256) 0,33) 0,016) 0,18)

Fenitrotion 0,0035 0,21 1,55 0,017 - 1,86
(0,0021- (= (0,012-0,030) +

0,0048) 0,24) 0,31)

Pirimifos metil 0,019 1,0 1,15 0,019 - 1,15
(0,015-0,027) (= (0,015-0,027) +

0,18) 0,18)

Malation 0,0039 0,014 | 0,95 0,27 - 1,54
(0,0017- (= 0,20-0,42 +



0,0061) 0,19) 0,22)

Ciflutrina 0,00095 0,73 1,17 0,0013 - 4,11
(0,00011- (= 0,0011- (=

0,0021) 0,28) 0,0015 0,52)

Cipermetrina 0,011 8,46 0,64 0,0013 - 1,53
(0,00003- (= (0,00076- (=

0,0030) 0,19) 0,0018) 0,24)

Deltametrina 0,0043 53,75 | 1,09 0,00008 - 2,86
(0,0024- (= (0,00007- =

0,0060) 0,17) 0,00008) 0,28)

Lambdacialotrina 0,00033 0,30 0,91 0,0011 - 2,26
(0,00009- (= (0,00084- (=

0,00061) 0,17) 0,0012) 0,23)

&: concentracion letal media (CLsg) en mg/L. 95 %, limites de confianza (LC) estan entre
paréntesis, b: factor de resistencia (FRsp): CLsp cepa a evaluar/ ClLso cepa ROCKEFELLER b: es
la pendiente de la recta probit-log, desviacion estandar (+ DE).

Al ser el temefos el insecticida utilizado en Cuba como larvicida para el control de
Ae. aegypti y mostrar susceptibilidad en los ensayos de laboratorio en la cepa
Boyeros, se utilizé6 también en condiciones de semi-campo con el producto
comercial de este insecticida en esta cepa. En la tabla 2 se muestran las
mortalidades obtenidas en los tanques de 200 L con 2 tipos de bolsitas que
contienen un producto comercial de temefos 1 %, con recambio diario de agua. Con
las bolsitas llamadas DEXTER se obtuvo 100 % de mortalidad hasta el recambio
numero 10 y con las HS 800 -Micro hasta el 9, a partir de aqui disminuyo la
mortalidad.

Tabla 2. Efectividad de 2 bolsitas de temefos (DEXTER y HS-800 Micro) en una
cepa de Aedes aegypti, colectada del campo (Boyeros), utilizando tanques de 200 L
y con recambio de agua 100 % diario

Dias Fecha Cepa Boyeros
DEXTER | HS-800 MICRO
% de mortalidad

1 4/6/08 100 100
2 5/6/08 100 100
3 6/6/08 100 100
4 7/6/08 - -
5 8/6708 100 100
6 9/6/08 100 100
7 10/6708 100 100
8 11/6/08 100 100
9 12/6/08 100 100
10 13/6/08 - -
11 14/6/08 - -
12 15/6/08 - -



13 16/6/08 - -
14 17/6/08 100 100
15 18/6/08 - -
16 19/6/08 100 81
17 20/6/08 79,79 76,28
18 21/6/08 - -
19 23/6/08 81 78,94
20 24/6/08 85 76
21 25/6/08 - -
22 26/6/08 - -
23 27/6/08 75 75
24 28/6/08 74 74

Como se mencion6 antes, en larvas se detectoé resistencia solo a deltametrina 'y
moderada a cipermetrina, por lo que se determind in vivo los posibles mecanismos
que generaron resistencia a estos piretroides. Para ello se utilizaron los sinergistas
TFF (trifenil fosfato), inhibidor de esterasas y AE (acido etacrinico), inhibidor de la
enzima glutation transferasa (GST); se calcularon los valores de concentracion letal
media (CLsg) para cada uno de estos insecticidas y se compararon con estos valores
después de afadirle el sinergista, se determiné el valor del factor de sinergismo
(FS) (tabla 3). Como se observa en la tabla 2 los valores de FS resultaron bajos
(FS<5), tanto para cipermetrina como deltametrina y para ambos sinergistas, lo
cual indicé que estas enzimas no estuvieron asociadas con la resistencia detectada
a estos piretroides.

Los resultados de determinacion in vitro de los mecanismos de resistencia basados
en la actividad incrementada de las esterasas y GST corroboraron los estudios in
vivo, porque la frecuencia de estos mecanismos en la cepa Boyeros fue baja (< 40
%), resultd de 20 % para esterasas y 18 % para GST (tabla 4).

El examen visual de los geles (Fig.) revel6 la presencia de un patréon de esterasas
diferente para la cepa resistente a deltametrina (F13 deltametrina) y a temefos
(F12 temefos), al compararlos con la cepa susceptible de referencia Rockefeller. La
banda de esterasa A4 presente en la cepa resistente a temefos se observé en 3
larvas de las 5 presentes en el gel. No se observé el patrén de esterasas visto en la
cepa F13 deltametrina en ninguna de las larvas del gel.

Los adultos fueron evaluados para los insecticidas piretroides deltametrina,
ciflutrina, cipermetrina, lambdacialotrina, al organofosforado clorpirifos y al
organoclorado DDT (tabla 5). De acuerdo con la categoria de la OMS, los adultos
provenientes de la cepa Boyeros resultaron resistentes (mortalidad < 80 %) a los
piretroides deltametrina y lambdacialotrina y al organoclorado DDT, en verificacion
a cipermetrina (mortalidad entre 80 y 98 %) y susceptible a ciflutrina y al
organofosforado clorpirifos (mortalidad > 98 %0).

DISCUSION



En Cuba, desde el inicio de la campafa nacional para el control de Ae. aegypti en
1981 se utilizaron insecticidas organofosforados, entre ellos el temefos en
tratamiento focal, fention y fenitrotion en tratamiento adulticida perifocal y
malation en tratamiento adulticida intradomiciliario y extradomiciliario. Con
malation se logré erradicar el mosquito Ae. aegypti, pero se incrementaron las
densidades de otra especie de mosquito, causante de molestias publicas, Culex
quinquefasciatus, elemental vector de la filariasis de Bancrofti, y que desempefia un
papel importante en la transmisién de algunas encefalitis.'* Esta especie ocupé los
sitios de cria de Ae. aegypti mediante un reemplazo interespecifico.*® Por el efecto
adverso que causaba a la comunidad el uso de malation, asi como la resistencia
detectada en Cx. quinquefasciatus,’® este insecticida se sustituyé en 1986 por
piretroides, los cuales han sido utilizados hasta la fecha para el control de Ae.
aegypti en caso de epidemias o brotes de dengue.

La resistencia a insecticidas puede variar en el tiempo y en las diferentes areas, de
ahi la necesidad de hacer estudios especificos en las areas de interés. En el caso de
la cepa Boyeros evaluada en este trabajo se encontré que las larvas resultaron
susceptibles a todos los insecticidas organofosforados, incluido el temefos que ha
sido el larvicida utilizado en Cuba desde 1981 hasta la fecha. La susceptibilidad a
temefos en la cepa Boyeros se confirmd ademas por las pruebas con un formulado
comercial y por la baja frecuencia en que se encontré en la cepa el mecanismo de
esterasas. En Cuba ya se ha identificado el mecanismo de esterasas como
mecanismo de resistencia especifico a este organofosforado en Santiago de Cuba,**
en Guanabacoa,’® y en el municipio Playa.*®

La resistencia a temefos asociada con el mecanismo de esterasas ha sido
identificada en otros paises como Venezuela,'’ Trinidad,® Tailandia,***° y Brasil.**
La resistencia detectada en larvas a los piretroides no se asocié con las enzimas
esterasas ni GST.

Existen trabajos que si han encontrado una estrecha asociacidon entre el incremento
de la frecuencia de estos mecanismos en las poblaciones de Ae. aegypti con la
resistencia detectada a piretroides,>???3 sin embargo, en esta cepa la resistencia a
piretroides pudiera estar asociada al gen Kdr, mutacion que ya ha sido detectada
en Ae. aegypti resistente a permetrina de México? y a deltametrina de Cuba.?*

En el caso del estado adulto el gen Kdr pudo ademas ser responsable de la
resistencia tanto a DDT como a piretroides, estas mutaciones ya han sido
detectadas en Ae. aegypti de Cuba, asociada con la resistencia cruzada entre DDT y
piretroides.?* Es importante conocer de forma precisa la mutacién del gen Kdr
asociada con la resistencia a DDT y piretroides para poder desarrollar métodos mas
especificos de deteccion, como ya ha sido desarrollado en Anopheles gambiae la
técnica HOLA (hot ligation oligonucleotide assays), una técnica de ELISA sencilla y
no costosa, que permite identificar mutaciones puntuales especificas del gen Kdr en
esta especie.®®

Los resultados de este trabajo indicaron que las larvas de la cepa Boyeros
contindan susceptibles al larvicida temefos, aunque ya hay presencia en la
poblacién de genotipos resistentes, pero a baja frecuencia; sin embargo, hay que
continuar monitoreando la resistencia a los piretroides en el estado adulto, pues se
esta observando pérdida de susceptibilidad, lo cual puede afectar las operaciones
de control de este vector.
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