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RESUMEN

Introduccion: el dengue y chikungunya son virosis antroponéticas transmitidas
por Aedes aegypti que afectan extensas areas del continente americano incluyendo
Costa Rica. La reciente introduccién del virus Zika representa un nuevo reto para
los sistemas de salud. Dada la ausencia de tratamiento antiviral y vacunas, el
control del vector Ae. aegypti, representa la Unica alternativa para minimizar el
impacto de estas virosis. En Costa Rica, el control quimico del vector se hace
mediante la aplicacidon de piretroides (cipermetrina y deltametrina) y del
organofosforado temefds; de ahi la importancia de detectar la aparicién de
resistencia a estos insecticidas.

Objetivo: determinar el nivel de resistencia a temefds, cipermetrina y deltametrina
en tres cepas de Ae. aegypti de la Region Caribe de Costa Rica, asi como los
mecanismos de detoxificacion enzimatica correspondientes.

Métodos: la resistencia a temefds, cipermetrina y deltametrina se evalué mediante
bioensayos larvarios. Grupos de 20 larvas se expusieron por 24 h a 5 concentraciones
de insecticidas que generaron una mortalidad entre el 2 y el 100 %. Cada
concentracion se evalué mediante cinco réplicas y se calculd la concentracion que
causa el 50 % de letalidad (CLso). Como control susceptible se empled la cepa
Rockefeller. Con cada cepa se calculd un factor de resistencia 50 % (FRso) para
cada insecticida. Cuando se observo resistencia, se repitieron los bioensayos
mediante exposicidn previa de las larvas a butdxido de piperonilo (PB) vy S,S,S,
tributilfosforotritioato (DEF) para evaluar el mecanismo detoxificante relacionado.
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Resultados: ninguna de las cepas evaluadas fue resistente al temefés. En las
cepas Guapiles y Limon se determind una resistencia incipiente a cipermetrina
(CLso= 0,01022, FRs0= 7,35y CL 50= 0,01016, FRso= 7,30, respectivamente),
mientras que en la cepa Siquirres se detectd resistencia a deltametrina

(CLso= 0,01973 mg/L, FRs= 12,64). En los casos referidos hubo una disminucién de
la resistencia cuando se dio el pretratamiento con PB, lo que indica una
detoxificacion mediada por el sistema Cit P450 monooxigenasa.

Conclusiones: los resultados en el presente estudio demuestran que el temefds
sigue siendo efectivo para el control larvario de Ae. aegypti en las principales
localidades de la regién Caribe de Costa Rica. Con respecto a los piretroides se
alerta ante la aparicién de resistencia, lo que conlleva la necesidad de optimizar los
procesos de monitoreo y la implementacion de otras alternativas de control
quimico.

Palabras clave: dengue, Aedes aegypti, arbovirus, enfermedades de transmision
vectorial, Costa Rica.

ABSTRACT

Introduction: Dengue and chikungunya are anthroponotic virus infections
transmitted by Aedes aegypti mosquitoes. These conditions affect large areas of the
American continent, including Costa Rica. The recent introduction of Zika virus
infection is a new challenge for health systems. Given the absence of antiviral
treatment and vaccines, Aedes aegypti control is the only alternative to minimize
the impact of these viral diseases. In Costa Rica chemical control of the vector is
based on the use of pyrethroids (cypermethrin and deltamethrin) and the
organophosphate larvicide temephos, hence the importance of detecting the
emergence of resistance to these insecticides.

Objective: Determine the level of resistance to temephos, cypermethrin and
deltamethrin in three Aedes aegypti strains from the Caribbean region of Costa
Rica, as well as the corresponding enzymatic detoxification mechanisms.

Methods: Resistance to temephos, cypermethrin and deltamethrin was evaluated
with larval bioassays. Groups of 20 larvae were exposed to 5 insecticide
concentrations for 24 hours. Mortality ranged between 2 and 100 %. Each
concentration was evaluated by means of five replications, and estimation was
performed of the concentration causing 50 % lethality (CL50). The Rockefeller
strain was used as susceptible control. Each strain underwent estimation of a 50 %
resistance factor (RF50) for each insecticide. Whenever resistance was observed,
the bioaasays were repeated with prior exposure of the larvae to piperonyl butoxide
(PBO) and S.S.S. phosphotrithiate tributyl (DEF) to evaluate the corresponding
detoxification mechanism.

Results: None of the strains evaluated was resistant to temephos. Incipient resistance
to cypermethrin was detected in strains Guapiles and Limén (CL50= 0.01022,
RF50= 7.35 and CL 50= 0.01016, RF50= 7.30, respectively), whereas resistance to
deltamethrin was detected in the Siquirres strain (CL50= 0.01973 mg/L, RF50= 12.64). In
the above-mentioned cases resistance decreased when pre-treatment with PBO was
provided, indicating the presence of detoxification mediated by the Cyt P450
monooxygenase system.

Conclusions: Results show that temephos continues to be effective for larval
control of Aedes aegypti in the main areas of the Caribbean region of Costa Rica. A
warning is hereby given about the emergence of pyrethroid resistance, leading to
the need to optimize monitoring processes and the implementation of other
chemical control alternatives.

Key words: dengue; Aedes aegypti; arbovirus; vector borne diseases; Costa Rica.
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INTRODUCCION

Aedes aegypti (L.) constituye una de las especies de mosquitos de mas importancia
en la salud publica mundial. Su papel como vector de los virus dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) justifican los esfuerzos que se hacen
continuamente para lograr su control, dado que para estas virosis no existe vacuna
de efecto comprobado ni tratamiento antiviral.l2

En Costa Rica, gracias a una campafia basada en la aplicacién de DDT, se logrod la
erradicacion del Ae. aegypti para al inicio de la década de los afios sesenta;
erradicacion certificada por la Organizacidon Panamericana de la Salud.? No
obstante, en anos posteriores se pudo determinar la ocurrencia de re-infestaciones,
principalmente en areas costeras.? Para el afo 1992, el Ministerio de Salud constaté
que el vector se habia diseminado por la mayor parte del territorio nacional, lo que
precedio la aparicién de los primeros casos de dengue en el pais, detectados en
septiembre de 1993.% Desde ese momento hasta febrero del 2016 se han reportado
347 105 casos con 23 defunciones,® lo que hace del dengue la principal enfermedad
de transmisién vectorial en Costa Rica. En el caso de chikungunya, al finalizar el
mes de diciembre del 2015 se habian reportado 4 912 casos,® los cuales
procedieron en su mayoria de regiones donde el dengue ha sido tradicionalmente
endémico. En este contexto se ubica la regién Caribe de Costa Rica, que ha sido
una de las tres regiones del pais con mayor incidencia de dengue en la historia
nacional de la virosis.®

La introduccidn del virus Zika al continente americano en el 2014 ha representado
un nuevo reto para los paises de la regidén. Su relacién con problemas neurolégicos
como microcefalia y el sindrome de Guillain Barré han constituido un motivo de
preocupacion para la poblacién y el personal médico.” Con respecto al Zika, para
marzo de 2016, el Ministerio de Salud de Costa Rica informd, por medio de la
prensa, la deteccion de 8 casos de circulacion autdctona en la provincia de
Guanacaste al noroeste del pais.8

Aunque el control ecoldgico, basado en la eliminacion de criaderos, es la principal
opcion para impactar las poblaciones del vector, el tratamiento con insecticidas es
una herramienta usual en los programas de control vectorial del pais.® En Costa
Rica el insecticida que tradicionalmente ha sido utilizado para el control larvario de
Ae. aegypti es temefds, mientras que cipermetrina y deltametrina son los
adulticidas que se han aplicado en el territorio nacional a lo largo de la ultima
década.’®

El uso frecuente e inadecuado de los insecticidas es uno de los factores que mas
influye en la generacidn de resistencia, ya que promueve la seleccion artificial de
insectos resistentes. Estudios previos en la Regién Caribe han determinado la
ocurrencia de resistencia a temefds y deltametrina en Ae. aegypti procedentes de la
localidad de Cariariy resistencia incipiente a cipermetrina en insectos procedentes
de Guacimo.%10

En Costa Rica el conocimiento acerca de resistencia a insecticidas por parte de Ae.
aegypti es escaso. Por esta razon, el presente trabajo tuvo como propésito
determinar la resistencia a temefés, cipermetrina y deltametrina en cepas del
vector procedentes de los tres centros poblacionales mas grandes de la Regidn
Caribe de Costa Rica. También se determinaron los principales mecanismos de
detoxificacion enzimatica que median la resistencia en cada cepa.
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METODOS
Cepas de Ae. Aegypti

Las evaluaciones se efectuaron con base en colonias establecidas a partir de
material larval procedente de las ciudades Guapiles (10°13’00” N, 83°47'00” O),
Siquirres (10°05’01” N, 83°30’28” O) y Limoén (9°59’00” N, 83°02’00” O), en la
Regidn Caribe de Costa Rica. Para cada una de las localidades se obtuvo larvas de
por lo menos cincuenta criaderos, para asi garantizar su representatividad en
términos de lugar, con las cuales se establecieron las colonias.

Como control de susceptibilidad se empled la cepa Rockefeller, suministrada por el
Instituto Pedro Kouri (La Habana, Cuba). Esta cepa fue establecida durante la
década de los afios 30 y es sensible a los insecticidas evaluados.® Las larvas se
mantuvieron en bandejas con agua libre de cloro, a una temperatura de 27,8 + 0,1 °C,
una humedad relativa del 95 % y un foto periodo de 12 h. Los mosquitos adultos
fueron mantenidos en cajas entomoldgicas de 30 x 30 x 30 cm con un suministro
de sacarosa al 10 % y un recipiente con agua libre de cloro como sitio de
ovipostura. Adicionalmente se les suministrd, tres veces por semana, una fuente de
sangre. A partir de los huevos obtenidos en las colonias de adultos se obtuvieron
las larvas correspondientes a la proxima generacién.

Insecticidas y sinergistas

- Temefés: Fosforotritionato de o, o, o, o'-tetrametil-o, o'-tio-di-p-fenileno
(IUPAC). Chem Service. West Chester Pennsylvania. Grado Analitico. 97,6 % de
pureza.

- Cipermetrina: (1RS)-cis,trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano
carboxilato de (RS)-ciano-3-Fenoxibencilo (IUPAC). Grado técnico. Suministrado
por Fmc Corporation. 95 % de pureza.

- Deltametrina: (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato
de (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzilo (IUPAC). Chem Service West Chester
Pennsylvania. Grado Analitico. 99,5 % de pureza.

- S,S,S, tributilfosforotritioato (DEF): Chem Service. West Chester Pennsylvania.
Grado Analitico. 97,5 % de pureza.

- Butoxido de Piperonilo (PB): Chem Service. West Chester Pennsylvania. Grado
Analitico. 98,2 % de pureza.

Bioensayos larvales para determinacién de resistencia

Los bioensayos larvales se llevaron a cabo de acuerdo a metodologias
recomendadas por la OMS en 1981.1112 Brevemente, se trabajaron larvas de
tercero y cuarto estadio de las generaciones F1 a F5 provenientes de las colonias
representativas de cada localidad. Se evaluaron cinco concentraciones de los
insecticidas, las cuales generaron entre un 2 y un 100 % de mortalidad en larvas
expuestas a los insecticidas. Cada concentracidn fue evaluada mediante cinco
réplicas; para cada réplica se utilizaron 20 larvas. Los insecticidas fueron diluidos
en alcohol absoluto y 1,0 mL de cada solucién madre fue disuelto en 249,0 mL de
agua libre de cloro para alcanzar la concentracidon de trabajo donde fueron
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colocadas las larvas. Los controles de viabilidad se montaron utilizando 1,0 mL de
alcohol absoluto en lugar del insecticida. Los experimentos fueron efectuados en
condiciones controladas a 27,8 £ 0,1 °C, 95 % de humedad relativa y un
fotoperiodo de 12 h. La mortalidad se registrdé a las 24 h, contemplando para este
fin la cuantificacidon de larvas muertas o moribundas. Posteriormente se efectud un
analisis probit-log, con el que se calculd la concentracién letal 50 % (Clso). El valor
de significancia utilizado como factor de heterogeneidad fue de 0,05. Para la
ejecucién de dicho analisis se empled el programa SPSS v.11.5. La cepa control de
susceptibilidad (Cepa Rockefeller) se procesd de la misma forma que las cepas
generadas con el material colectado en el campo. Para cada insecticida se calculd
un factor de resistencia 50 % (FRso) en el que se relaciond el valor de la ClLso de las
cepas de campo con la CLso de la Cepa Rockefeller. Acorde a los criterios de Mazarri
y Georghiou,3 las cepas con FR inferiores a 5 se consideraron no resistentes, cepas
con FR entre 5 y 10 con resistencia incipiente y cepas con FR superiores a 10 como
resistentes.!3

Bioensayos para determinar mecanismos de detoxificacion enzimatica

Ante condiciones de resistencia incipiente o resistencia manifiesta y con el fin de
perfilar el mecanismo de detoxificacion enzimatico correspondiente, se realizé una
réplica de los bioensayos exponiendo las larvas a concentraciones subletales de los
sinergistas por un periodo de 4 h previo a su exposicion a los insecticidas. Las
concentraciones empleadas fueron 5 mg/L para el PB, el cual es un inhibidor de la
actividad Citrocromo P450 monoxigenasa, y 0,008 mg/L para el DEF, cuyo efecto es
inhibitorio sobre actividades esterasa.!* Posteriormente se calculd, para cada
insecticida, un factor de sinergismo (FSso) cuya formula corresponde a Clso (mg/L)
sin el sinergista/CL50 (mg/L) con el sinergista®.

RESULTADOS

Con relacion a temefds, todos los FRso observados en las cepas evaluadas tuvieron
valores inferiores a 2,00 (tabla 1), lo que indica la ausencia de resistencia a este
insecticida por parte de dichas cepas.

En relacién con cipermetrina, se pudo determinar una condicidén de resistencia
incipiente en las cepas Guapiles y Limoén (FRso= 7,35 y 7,30, respectivamente)
(tabla 1). El pretratamiento de las larvas con PB produjo una disminucion del
estado de resistencia que se manifestd en un FSso de 17,39 para la cepa Guapiles y
de 8,69 para la cepa Limon (tabla 2), mientras que el pretratamiento con DEF no
generd ningun efecto sobre el estado de resistencia (tabla 2).

En la cepa de Siquirres se observo resistencia a deltametrina (FRso= 12,64) (tabla 1).
Esta resistencia disminuy6 cuando las larvas fueron pre tratadas con PB, condicion
que permitié calcular un FSso de 17,77 (tabla 2). El tratamiento previo con DEF no
disminuyé el estado de resistencia de dicha cepa (tabla 2).
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Tabla 1. Concentraciones letales 50 % (Clso) en ma/L, y factores de resistencia
50 % (FRso) para los insecticidas evaluados de acuerdo a |a cepa utilizada

Cepa Insecticida
Temefds
Rockefeller | Cipermetrina
Deltametrina
Temefos
Guapiles Cipermetrina
Deltametrina
Temefds
Siquirres Cipermetrina
Deltametrina
Temefds
Liman

Cipermetrina

Deltametrina

(0,00304-0,00714)*

Parametros evaluados

Clsg
0,00520

0,00139
(0,00084-0,00189)

0,00156
(0,00123-0,00192)

0,01037
(0,00855-0,01247)

0,01022
(0,00812-0,01234)

0,00270
(0,00214-0,00334)

0,00870
(0,00705-0,01025)

0,00503
(0,00251-0,00812)

0,01973
(0,01612-0,02296)

0,00689
(0,00564-0,00795)

0,01016
(0,00876-0,01177)

0,00382
(0,00284-0,00506)

* Rangos.

FRsa

1,99

7,35

1,73

1,67

3,61

12,64

1,32

7,30

2,44

Pendiente

2,92

2,70

2,48

2,06

3,02

2,19

2,96

1,81

3,32

4,16

3,65

2,09

Tabla 2. Concentraciones letales 50 % (CLsa) en mg/L y factores de sinergismo
50 % (FSs0) luego de la exposicidén previa de las cepas a los sinergistas butdxido
de piperonilo (PB) v 5, 5, S, tributylphosphorotrithioate (DEF)

Parametros evaluados

Cepa Insecticida |Sinergista .
Clso FSso Pendiente
0,00172
. , _ PB (0,00118-0,00227)* | 17-3% 2,01
Gudpiles | Cipermetrina 0.00073
DEF (0,00754-0,02586) | 100 3,01
0,00111
o _ PB (0,00082-0,00137) | 1777 2,08
Siguirres | Deltametrina 0.00956
DEF (0,00810-0,01104) | 2/0° 3,00
0,00117
. , _ PB (0,00085-0,00130) | ©:68 4,01
Liman Cipermetnina 0 00555
DEF (0,00404-0,00718) | 183 2:27
* Rangos.
100
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DISCUSION

A pesar de la proximidad geografica de donde procedieron las cepas de Ae. aegypti
que se evaluaron, los perfiles de resistencia observados no mostraron una
homogeneidad completa. En relacién con temefds, las tres cepas presentaron FRso
inferiores a 5,0, lo que indica ausencia de resistencia a dicho insecticida. Esta
condicion fue esperable considerando que el uso extensivo del temefds en Costa
Rica como principal alternativa para el control larvario de Ae. aegypti se
implemento apenas en el afio 2007, mientras que en los lugares donde se ha
evidenciado resistencia a este insecticida, se ha dado su uso generalizado por
espacio de décadas.'® Ademas desde ese mismo afio no se han empleado
insecticidas organofosforados como adulticidas, lo que minimiza el riesgo de
generacion de resistencia cruzada con temefés.!> Estos resultados son similares a
los observados en un estudio previo en el cual se evalud una cepa procedente de la
localidad de Guacimo, también en la Region Caribe de Costa Rica.® Esa cepa
presentd una ClLso para el temefés de 0,01196 mg/L (rango: 0,01056-0,01333 mg/L)
con un FRsp de 4,59 que la sitla como susceptible ante este organofosforado. A pesar
de la susceptibilidad observada en el presente trabajo, Bisset y colaboradores en un
estudio efectuado en el 2010 y publicado en el 2013, determinaron la ocurrencia de
un FRso de 10,83 para el temefds en una cepa de Ae. aegypti procedente de la
localidad de Cariari, perteneciente a la region Caribe y cercana a las localidades
incluidas en el presente estudio.® Caceres-Carrera evidencié resistencia manifiesta a
temefds en una cepa de Barrio Escalante en el Centro Urbano de San José. Dicha
cepa mostré un FRso de 68,33.1¢ Estos hallazgos puntuales podrian estar
relacionados con errores sistematicos de caracter operativo en la aplicacién del
larvicida por parte del personal encargado del control, posiblemente utilizando
concentraciones subdptimas del quimico que propiciaron la aparicion de individuos
resistentes.> A pesar de que el fendmeno de resistencia a temefés ha sido
documentado en diversos paises de lationamérica,'’-2° existen varios estudios en
los cuales se ha evidenciado una condicidon de susceptibilidad a este insecticida.?!
Un trabajo efectuado en Venezuela permitié demostrar que en la mayoria de
localidades rurales, donde se tiene limitaciones en la aplicacion de temefds para el
control larvario del Ae. aegypti, el fendmeno de resistencia no se presentd; no
obstante en localidades mas urbanas, donde las presiones de seleccién por este
insecticida son frecuentes, existe mayor posibilidad de encontrar cepas del vector
resistentes a dicho insecticida.?! Ante las posibles evidencias de resistencia al
temefds se hace necesario contemplar otras alternativas de control larvario como
Bacillus thuringiensis israelensis (BTI), spinosad o reguladores del crecimiento
como difluobenzurdn, piriproxifén o metopreno.??

En relacion con los piretroides evaluados, para cipermetrina se pudo observar FRso
de 7,35y 7,30 en las cepas Guapiles y Limén respectivamente, lo que denota la
ocurrencia de resistencia incipiente a este insecticida. Bisset y colaboradores
observaron en el 2010, que una cepa establecida con insectos de Cariari (Provincia
de Limdn) resultd susceptible a este piretroide, mostrando un FRso de 4,76 respecto
a la cepa Rockefeller.® Por lo tanto, el hallazgo de resistencia incipiente representa
un primer indicio de resistencia para este insecticida en la regién. El fenédmeno de
resistencia incipiente a cipermetrina en Costa Rica fue evidenciado previamente por
Caceres-Carrera en una cepa del centro urbano de San José en la que determind un
FRso de 7,0 con respecto a la cepa Rockefeller.'® En algunos paises como Brasil, el
uso continuo de cipermetrina ha conllevado el desarrollo de resistencia de Ae.
aegypti a este insecticida de forma muy acelerada.?* Con respecto a deltametrina,
el presente estudio permitié determinar la ocurrencia de resistencia en la cepa
procedente de Siquirres con un FRso de 12,64. Esta condicidon fue coexistente con
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un estado de susceptibilidad a cipermetrina en esta misma cepa. En el estudio
efectuado por Bisset y colaboradores en el 2010, el FRso para deltametrina, en la
cepa de Cariari, fue de 81,48,° lo que constituyd un criterio para cambiar la
deltametrina por cipermetrina en las politicas ministeriales de control. Esta
sustitucion de deltametrina podria potenciar una reversion en el estado de
resistencia a este insecticida. Aunque poco se sabe sobre los mecanismos que
tienen lugar en los procesos de reversién de la resistencia, algunos estudios han
podido determinar, en modelos controlados, que con piretroides como permetrina,
el fendmeno de reversidn ocurre luego de siete generaciones en las cuales se ha
dejado de dar la presién de seleccidon por este quimico.?*

En relacion con los mecanismos de detoxificacion enzimatica, tanto para
cipermetrina como para deltametrina, la disminucion de la resistencia tuvo lugar
cuando las larvas se sometieron al tratamiento previo con PB, lo que indica, al
menos, que parte de la resistencia esta relacionada con las enzimas Cit P 450
monooxigenasas. Aungque en Ae. aegypti se han identificado alrededor de 160
proteinas de este tipo, parece ser que las codificadas por los genes CYP9M6 y
CYP6BB2 son las que mayormente se sobreexpresan ante el desafio con estos
insecticidas y pueden ser las responsables de la detoxificacidn.?> Estas enzimas
junto con las mutaciones en los canales de sodio que incluyen las sustituciones
S989P, 11011M, 11011V, V1016G, V10161, F1534C, y D1763Y son las principales
responsables en la resistencia a piretroides por parte de Ae. aegypti.?®

Los resultados del presente estudio demuestran que el insecticida temefds sigue
siendo efectivo para el control larvario de Ae. aegypti en las principales localidades
de la regidn Caribe de Costa Rica. Con respecto a los piretroides se alerta ante la
aparicion de resistencia, por lo que se deben de implementar procesos periddicos
de monitoreo de la resistencia asi como contemplar otras alternativas de control
quimico. Dentro de estas alternativas se incluyen la moderacién de las aplicaciones,
la saturacion de las concentraciones que inhiben los mecanismos de defensa y los
ataques multiples con varios insecticidas.!®
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