REV CUBANA MED TROP 2010;62(3):217-23

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOUR{”

Resistencia a insecticidas organofosforados en Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) de Santiago de Cuba, 1997-2009

Maria Magdalena Rodriguez,* Juan A. Bisset,? Yanelys Ricardo,* Omayda Pérez,* Domingo Montada,® Daisy Figueredo®

y llario Fuentes’

RESUMEN

INTRODUCCION: la resistencia a insecticidas organofosforados en Santiago de Cuba fue diagnosticada en Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) en 1997, y alguno de ellos se han continuado utilizando hasta la fecha, de ahi la necesidad de conocer como ha variado la
resistencia desde entonces, hasta fechas mas recientes, afo 2009. OBETIVO: evaluar la resistencia a insecticidas organofosforados
en larvas de Santiago de Cuba, colectadas en 2009 y su variacion con respecto a 1997. Determinar la frecuencia en que aparece
el mecanismo de resistencia, basado en la alta actividad de esterasas y su clasificacion. METoDOS: se evalud la resistencia a los
insecticidas organofosforados, malation, pirimifos metil, fenitrotion, fention, temefos y clorpirifos en larvas mediante la
metodologia recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud. El mecanismo de esterasas se determind a través de ensayos
bioquimicos y electroforesis en gel de poliacrilamida. REsurtapos: las larvas de la cepa de Santiago de Cuba resultaron susceptibles
a malation, pirimifos metil y fenitrotion y no hubo variacién con los resultados obtenidos en una cepa de Santiago de Cuba de
1997, se observd moderada resistencia a fention y alta a temefos y clorpirifos. Al comparar estos resultados con los obtenidos
en 1997, se observo un incremento de la resistencia a los tres insecticidas en el periodo 1997-2009. En la cepa de Santiago de
Cuba de 2009 se demostré que las esterasas se encontraron con una alta actividad a una frecuencia de 0,7. Se observo la presencia
de una esterasa tipo B amplificada, con un valor de movilidad relativa de 0,95 cm, la cual no se encontrd en la cepa susceptible
de referencia. CoNCLUSIONES: la resistencia a insecticidas y sus mecanismos es un fendémeno sumamente variable, aun en la misma
especie sometida a distintas intensidades de aplicacion de insecticidas, de ahi que su monitoreo constante de forma local y en el
tiempo sea una necesidad para un programa de control de vectores.
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INTRODUCCION

El dengue es considerada la enfermedad viral
mas importante, que causa entre 50 y 100 millones
de casos y miles de muertes anualmente.' Hoy dia
el tinico método para prevenir la transmision del
virus que causa esta enfermedad es a través del
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control de su principal vector, el mosquito Aedes
aegypti (L.).

En octubre de 1981, al finalizar la epidemia de
dengue, en Cuba se implement6 la campaiia de erra-
dicacion de Ae. aegypti. Desde el comienzo de la
campafia hasta la fecha, la politica de uso de in-
secticidas ha sido la aplicacion del organofosforado
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temefos como principal larvicida en formulacidon
granulada (abate 1 ppm), fention en tratamientos
perifocales y el organofosforado malation, que fue
el principal adulticida utilizado hasta 1986, cuando
cambio la estrategia de la campana hacia la utili-
zacion de piretroides. Los insecticidas organo-
fosforados mas utilizados después de 1986 como
adulticida en Cuba han sido pirimifos metil, utiliza-
do en algunas areas de provincia Habana en las
décadas de los ochenta y noventa, fention que se
utilizé en 1997, 2001 y 2006 en Santiago de Cubay
clorpirifos que se utilizé principalmente durante la
epidemia ocurrida en Ciudad Habana (2001-2002)
y en Santiago de Cuba en 2006. La mayoria de los
programas de control de mosquitos en el mundo
estan utilizando actualmente piretroides como
adulticida, debido a su rapido modo de accion y
baja toxicidad a los mamiferos, en rociado espa-
cial o a través de la impregnacién de cortinas,
mosquiteros y tapas de tanques.? Sin embargo, la
resistencia a organofosforados y piretroides en Ae.
aegypti se ha diseminado en varios paises,’ lo que
representa un obstaculo para los programas de
control de dengue.

En 1997 ocurrié un brote de dengue en el mu-
nicipio de Santiago de Cuba, el cual se logrd con-
trolar exitosamente, pero a pesar del esfuerzo que
se realiza en esta provincia para el control de
Ae. aegypti, persisten infestaciones residuales
del vector que ocasionan algunos brotes locales
de dengue, como fue en 2006. Se evaluaron los ni-
veles de resistencia a insecticidas organofosforados
y se analizo la variacion con respecto a 1997. Ade-
mas, se investigo la asociacion del mecanismo de
esterasas con la resistencia a insecticidas
organofosforados en la cepa colectada en 2009.

METODOS
Cepas

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

Santiago de Cuba 2009: una cepa de Ae.
aegypti, colectada en el municipio Santiago de
Cuba en una de las areas de mayor infestacion del
vector en 2009.

Santem F14: una cepa de referencia de Ae.
aegypti resistente a temefos, colectada en San-
tiago de Cuba en 1997 y mantenida bajo presion
de seleccion con este insecticida por 14 genera-
ciones.

Santiago de Cuba 1997: una cepa de Ae.
aegypti, colectada del municipio de Santiago de
Cuba, en una de las areas de mayor infestacion
del vector en 1997.

Insecticidas

Organofosforados: malation (97 %; BASF,
Alemania), pirimifos metil (97,8 %; Syngenta SA,
Switzerland, fenitrotion (97 %; Sumitomo Chemical
Company, Japan), fention (99,1 %; Mobay, Kansas
City, KS), temefos (93,3 %; American Cyanamid
Co, Princeton, NJ) y clorpirifos (Chemotécnica SA,
Argentina).

Bioensayos en larvas

Las larvas de Ae. aegypti en tercer estadio
tardio o cuarto estadio temprano, se evaluaron a
través de los bioensayos de susceptibilidad de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS),* para
determinar la concentracion que causé 50 y 90 %
de mortalidad de la poblacion (CL, -CL,, ) con cada
insecticida. Se prepard una solucidon madre al
1 % para cada insecticida en un volumen final de
100 mL con acetona, se aplicaron 5 concentra-
ciones o mas de cada uno (preparadas a partir de
la solucion madre) y se realizaron cinco réplicas
por cada concentracion, las cuales causaron mor-
talidades entre 2 y 98 %. Se utiliz6 un control por
cada replica que consistio en 1 mL del solvente
(acetona). La mortalidad se determind 24 h des-
pués del tratamiento con los insecticidas y los
resultados se analizaron mediante el programa
Probit-logaritmo.’ Se calcul6 el FR_ y FR, (fac-
tor de resistencia), comparando los valores de las
cepas de campo de Santiago de Cuba con la cepa
Rockefeller.

FR_=CL, insecticidaa evaluar/CL, de lacepa Rockefeller

Ensayos bioquimicos: se determiné la actividad
de esterasas en larvas de tercer estadio tardio o



cuarto temprano, de acuerdo con el método estan-
darizado para Ae. aegypti.® Se homogeneiz6 cada
larva en 200 UL de tampdn fosfato 0,01 M, pH 7,5.
En una placa de microtitulacion de ELISA, a 20 uL
del homogenato se le afiadio 200 uL del sustrato
(0,7-mM de B-naftil acetato). Se dejo transcurrir
la reaccidon por 10 min y se afadieron 40 UL de
fast blue (previamente disuelto en 3 mL de agua
destiladay 7 mL de duodecil sulfato de sodio 5 %).
Se leyo la densidad optica (DO) a 570 nm en lec-
tor de placas de ELISA, Versamax. La actividad
enzimatica se expresd como densidad optica y se
consider6é como valor alto, en cada larva indivi-
dual, cuando la media de la DO fue mayor que 1,2.
Se calculo asi el porcentaje (%) de larvas que
mostro incrementada la actividad de esterasas en
cada poblacion.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (10 %): en
tubos Eppendorf (1,5 mL), se adicionaron 10 pL
de muestra mas 10 pL del indicador xilene cianol
(0,02 % en sacarosa a 15 %). Se aplicaron 20 pL
de esta mezcla en el gel y se realizo la corrida a
150V, durante 45 min. Para la tincién de las ban-
das de esterasas, se sumergieron los geles en 50 mL
de tampo6n fosfato (0,1 M) que contenian 4 mL de
cada uno de los sustratos inespecificos de las
esterasas (o y P-naftilacetato). Después se afa-
dieron 0,5 g del colorante fast garnet, disuelto
previamente en buffer fosfato 0,01 M, pH 7,5. Para
fijar la coloracion de las bandas se sumergio el gel
en una solucion de acido acético 10 %.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los valores de con-
centracion que causaron 50 % (CL,) y 90 %
(CL,,) de mortalidad, con todos los insecticidas
evaluados, en la cepa susceptible a insecticidas,
utilizada como cepa de referencia.

Se compararon los valores obtenidos de CL,;
en la cepa de Santiago de Cuba con la cepa
Rockefeller para los insecticidas organofosforados,
lo cual se expres6 como factor de resistencia (FR, ).
Se pudo observar (tabla 2), que la cepa de estudio

TABLA 1. Nivel de susceptibilidad y(o) resistencia a insecticidas
organofosforados y piretroides en larvas de Ae. aegypti, de la
cepa de referencia susceptible Rockefeller

CL,, (limites CL,, (limites

Insecticida de confianza) de confianza) b (+ DE)

Temefos 0,0036 0,0083 3,55
(0,00032-0,0040) (0,007-0,098) (£ 0,33)

Fention 0,0088 0,112 1,16
(0,0062-0,016) (0,046-0,58) (£ 0,18)

Clorpirifos 0,0011 0,0022 4,52
(0,0010-0,0013) (0,0019-0,0028) (& 0,50)

Malation 0,27 1,83 1,54
(0,20-0,42) (0,94-5,82) (£ 0,22)

Pirimifos metil 0,18 1,043 1,71
(0,13-0,37) (0,48-5,26) (£ 0,31)

Fenitrotion 0,017 0,082 1,86

(0,012-0,030)  (0,041-0,33)  ( 0,31)

* concentraciones letales (CL,,y CL,)) en mg/L; 95 %, limites de
confianza (LC) estan entre paréntesis; b: pendiente de la recta
Probit-log; DE: desviacion estandar.

TABLA 2. Nivel de susceptibilidad y(o) resistencia a insecticidas organofosforados en larvas de Ae. aegypti, de una cepa de Santiago de Cuba,

2009

*CL,, FR,, *CL,, FR,, b (+DE)

Malation 0,49 1,81 1,26 0,69 3,15
(0,43-0,55) (1,067-1,59) (£ 0,34)

Pirimifos metil 0,18 1,00 0,65 0,62 2,24
(0,15-0,21) (0,51-0,93) (= 0,21)

Fenitrotion 0,016 0,94 0,042 0,51 3,26
(0,014-0,019) (0,036-0,051) (= 0,31)

Fention 0,056 6,36 0,13 1,18 3,43
(0,051-0,062) (0,11-0,17) (= 0,39)

Temefos 0,097 26,94 0,38 45,78 2,15
(0,083-0,11) (0,30-0,54) (= 0,21)

Clorpirifos 0,026 23,63 0,055 25,00 3,94
(0,023-0,029) (0,048-0,065) (£ 0,36)

% concentraciones letales (CL, y CL,)) en mg/L; 95 %, limites de confianza (LC) estdn entre paréntesis; °: factor de resistencia (FR,, 0 FR,):
CL,, 0 CL,, cepa a evaluar/CL, cepa ROCKEFELLER. b: pendiente de la recta Probit-log; DE: desviacion estandar.
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Fig. 1. Variacion del factor de resistencia (FRy)), en larvas de Ae. aegypti, para los insecticidas organofosforados
temefos, malation, fention, pirimifos metil y clorpirifos entre 1997 y 2009.
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Fig. 2. Actividad de esterasas en larvas individuales de la cepa Santiago de Cuba 1997, 2009 y Rockefeller, expresada

como la media de la densidad o6ptica (570 nm).

mostro susceptibilidad a malation, pirimifos metil y
fenitrotion (FR, < 5x), con valores de 1,81x, 1x
y 0,94x, respectivamente. Moderada resistencia
se observo a fention (6,36x) (FR, entre Sy 10x),y
alta resistencia (FR,, >10x) a temefos (26,94x)
y clorpirifos (23,63x). Los altos valores de pendien-
tes de la recta de regresion probit-log indicaron
que esta cepa resultd ser homogénea con respec-
to a los valores obtenidos para la resistencia.

Al comparar lo valores de la resistencia a in-
secticidas organofosforados obtenidos en la cepa

de estudio, colectada en el pasado afio 2009, con
los resultados obtenidos en una cepa del mismo
lugar, pero colectada 13 afios antes, en 1997, se
pudo observar (Fig. 1) un incremento de la resis-
tencia, expresada como FR,, para temefos,
clorpirifos y fention. Para temefos se observd un
incremento de 4,52 veces, desde un valor modera-
do de resistencia (FR_ = 5,96x) en 1997 a alta re-
sistencia (FR, = 26,94x) en 2009, para clorpirifos
y fention no existio resistencia en 1997 con valo-
resde FR, de 0,11xy 0,25x, respectivamente. Para



Fig. 3. Actividad de esterasas
en larvas individuales de la
cepa Santiago de Cuba 2009
y cepas de referencia. De
izquierda a derecha, pocillo
1-6: cepa Santiago de Cuba
2009, 7-9: cepa SANtemF14,
10-12: cepa Rockefeller.

2009 se incrementd 147,09 veces para clorpirifos
hasta un valor alto de resistencia (FR,,=16,18x) y
amoderada para fention (FR, =6,36x) en el 2009,
con un incremento de 25,94 veces.

A través de ensayos bioquimicos se pudo
determinar que la actividad de esterasas (DO:
570 nm> 1,2) se encontr6 incrementada en 70 %
de las larvas de la cepa de Santiago de Cuba 2009
y solo 30 % de las larvas colectadas en 1997, con
respecto a la cepa Rockefeller (Fig. 2).

Los resultados, utilizando gel de poliacrilamida
revelaron la presencia de una esterasa que se cla-
sificd como tipo B, por su coloracion rojiza que
indica mayor afinidad por el sustrato B naftil
acetato, esta ultima con una Rf (movilidad re-
lativa) de 0,95 cm (Fig. 3.).

DISCUSION

Elincremento de la resistencia a los insecticidas
organofosforados entre 1997 y 2009 esta asociado
con el uso de estos en Santiago de Cuba. Se obtu-
vo incremento a fention, temefos y clorpirifos, in-
secticidas que se han continuado utilizando de
forma puntual, cuando ha sido necesario en esta
provincia, sin embargo no hubo incremento a los
insecticidas pirimifos metil, malation ni fenitrotion,
los 2 ultimos insecticidas no han sido utilizados por
salud publica en Cuba en los ultimos 24 afios,
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Esterasa A4

Esterasa B

pirimifos metil si se utilizdé en la década de los
ochenta y noventa, alternado con cipermetrina en
algunas localidades de provincia Habana. Los in-
secticidas organofosforados han sido utilizados por
la campana nacional para el control de Ae. aegypti
desde 1981, entre ellos el temefos en tratamiento
focal, fention en tratamiento adulticida perifocal y
malation en tratamiento adulticida intradomiciliario
y extradomiciliario. Con el uso de malation se lo-
gré erradicar el mosquito Ae. aegypti entre 1981
y 1986, pero se incrementaron las densidades de
otras especis de mosquitos, que ocuparon los sitios
de cria de Ae. aegypti y ocurrié un reemplazo
interespecifico.” Por el efecto adverso que causa-
ba a la comunidad el uso de malation, asi como la
resistencia detectada en Cx. quinquefasciatus a
este insecticida,’” este se sustituyé en 1986 por
piretroides.

En Santiago de Cuba, con la ocurrencia del
brote de dengue en 1997, se utilizaron los orga-
nofosforados temefos y fention y el piretroide
cipermetrina; en el periodo 2001-2002 Santiago de
Cuba no tuvo epidemia, no obstante se aplicd un
intensivo con temefos y fention y el piretroide
lambdacialotrina, en 2006 se aplico de nuevo
temefos, fention, clorpirifos y cipermetrina. Como
se puede observar, los resultados obtenidos con
respecto a la resistencia a insecticidas organo-
foforados en la cepa de Santiago de Cuba 2009,
asi como su incremento con respecto a 1997, se
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relaciona bien con los insecticidas que se han utili-
zado en los ultimos 13 afios en Santiago de Cuba,
temefos, clorpirifos y fention.

Hay paises como la India, que a pesar del uso
intensivo de insecticidas, tanto Ae. aegypti como
Aedes albopictus mostraron completa susceptibi-
lidad a los organofosforados mas utilizados por el
Programa de Control de enfermedades trasmiti-
das por vectores, como fueron el temefos, fention,
malation y fenitrotion.®® Se ha demostrado una ten-
dencia al incremento de la resistencia a temefos
en paises como Brasil'’y en Tailandia," que indi-
ca lanecesidad de aplicarse otros métodos de con-
trol alternativos, para poder preservar la efectividad
de este larvicida. Sin embargo, otros trabajos han
demostrado que Ae. aegypti es atn susceptible a
fenitrotion en Brasil.'”? Existen trabajos que de-
muestran que Aedes aegypti muestra aun sus-
ceptibilidad a malation, como ha sido en la India’
y en Tailandia."

Por medio de ensayos bioquimicos se demos-
tr6 que la actividad de esterasas estuvo incre-men-
tada en 70 % de la poblacion de Santiago de Cuba
2009 con respecto a la cepa susceptible de refe-
rencia y mediante electroforesis en gel de polia-
crilamida se observo una banda de esterasa tipo B
engrosada, clasificada de esta manera por su afi-
nidad por el B naftil acetato y con un valor de mo-
vilidad relativa de 0,95 cm, que no se observo
asi en la cepa Rockefeller. Durante el brote de
dengue ocurrido en el municipio Santiago de Cuba
en 1997, se identifico una banda de esterasa, clasi-
ficada como esterasa A4, incrementada con res-
pecto a la cepa susceptible Rockefeller, la cual se
ha encontrado no solo en Santiago de Cuba, sino
también en Ciudad de La Habana durante la epi-
demia 2001-2002,'>¢ y en otros paises de Améri-
ca Latina.’ La esterasa tipo B, detectada en este
trabajo en Santiago de Cuba, al parecer se ha se-
leccionado en la cepa de campo estudiada, con el
tiempo, en la medida en que se ha ido ejerciendo
presion de seleccion con organofosforados, espe-
cialmente temefos; porque este mismo fendémeno
no se ha observado en la cepa de referencia resis-
tente a temefos, la cual hoy dia, después de mas
de 14 generaciones de seleccion con este orga-
nofosforado no tiene la presencia de esta esterasa
tipo B incrementada, solo presenta la esterasa A4
que aparecié incrementada a las 6 primeras

generaciones de seleccion en la cepa de Santiago
de Cuba, colectada en Santiago de Cuba en 1997.17
Este mecanismo de resistencia ha sido asociado
con la resistencia a temefos en Ae. aegypti de
Venezuela,'® Tailandia,'” Brasil,?® Malasia,?!
Cuba'*"7y otros paises de América Latina.?

Los resultados de este trabajo demostraron
como la resistencia a insecticidas y sus mecanis-
mos es un fendmeno sumamente variable, en el
tiempo y en el espacio y aun en la misma especie
de mosquito, sometida a distintas intensidades de
aplicacion de insecticidas; de ahi que su monitoreo
constante de forma local y en el tiempo sea una
necesidad para un programa de control de vec-
tores.

Resistance to organophosphorus insecticides found in
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) from Santiago de
Cuba, 1997-2009

ABSTRACT

IINTRODUCTION: resistance to organophosphorus insecticides was
diagnosed in Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) from Santiago de
Cuba in 1997 and some of them are still used up to date; hence
the need of ascertaining how the insecticidal resistance has
changed in recent times, particularly in 2009. OBJECTIVE: to evaluate
the resistance to organophosporus insecticides in larvae from
Santiago de Cuba collected in 2009, and its variation in
comparison with that observed in 1997; and to determine the
frequency of occurrence of resistance mechanisms on the basis
of high esterase activity and its classification. METHODs: resistance
to organophosphorus insecticides such as malathion, pirimiphos,
methyl, phenitrotion, phention, temephos and clorpiriphos in
larvae by using the WHO recommended methodology. The
esterase mechanism was identified through biochemical assays
and polyacrylamide gel electrophoresis. ResuLts: larvae from the
Santiago de Cuba strain were susceptible to malathion,
pirimiphos, methyl and phenitrothion; there was no variation
with the results achieved in a Santiago de Cuba strain in 1997,
moderate resistance to phenthion and high resistance to
temephos and chlorpiriphos were observed. When comparing
these results with those of 1997, it was noted that resistance to
the three insecticides increased in the 1997-2009 period. In the
Santiago de Cuba strain 2009, it was shown that esterase activity
was very high at a rate of 0.7. The presence of an amplified type
B esterase with relative mobility of 0.95 cm was detected, which
did not exist in the reference strain. CONCLUSIONS: resistance to
insecticides and its mechanisms are highly variable, even in the
same species subjected to various intensities in the insecticidal
use, therefore, it is necessary to constantly monitor both aspects
at local level in the course of time, with a view to an effective
vector control program.

Key words: Aedes aegypti, organophosphorus compounds,
esterases.
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