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RESUMEN

Introduccién: el programa de control de Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera:
Culicidae) en Cuba utiliza temefos como larvicida y piretroides como adulticidas,
aunque el organofosforado clorpirifos ha sido utilizado esporadicamente. Conocer el
nivel de resistencia a estos insecticidas es esencial para lograr un control efectivo
de esta especie.

Objetivo: determinar el nivel de resistencia a insecticidas en su grado técnico y en
sus formulaciones comerciales en Ae. aegypti de Pinar del Rio.

Métodos: una cepa de Ae. aegypti del Area de Salud "Raul Sanchez", Pinar del Rio,
fue evaluada a través de los bioensayos de la Organizacion Mundial de la Salud
para determinar la susceptibilidad en larvas al organofosforado temefos en su
formulacion técnica. Se evaluaron ademas tres formulaciones granuladas de
temefos (Abatex-G1, Biolarv G-1 y Temefar G-1). En el estado adulto se determind
el nivel de susceptibilidad a los insecticidas piretroides: cipermetrina, deltametrina,
lambdacialotrina y al organofosforado clorpirifos, en su formulacién técnica.
Ademas se evaluaron algunos en su formulacion comercial: Galgotrin 25 EC
(cipermetrina), Aqua K-Otrina 2 EW (deltametrina) y Clorcide 44 EC (clorpirifos).
Resultados: en larvas, se encontrd alta resistencia a temefos, en su formulacion
técnica, y con los productos en su formulacién comercial, se observd una
efectividad del 100 %, con recambio diario de agua, de hasta 20 dias para Temefar
G1, 18 dias para Biolarv G1 y 12 dias para Abatex G1. En los ensayos de adultos, la
cepa resultd susceptible a cipermetrina, deltametrina y clorpirifos, y resistente a
lambdacialotrina. Con respecto a las tres formulaciones comerciales evaluadas, solo
se observé resistencia a Aqua K-Otrina 2 EW.
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Conclusiones: el uso de estrategias de control integrado de Ae. aegypti se hace
necesario para disminuir la frecuencia de uso de temefos, y asi recuperar la
efectividad de este insecticida. Ademas, se evitaria la aparicidn de resistencia a
productos adulticidas que aun mantienen su efectividad para el control efectivo de
esta especie en la zona de estudio.

Palabras clave: Aedes aegypti; temefos; insecticidas piretroides; resistencia a
insecticidas; sinergistas; mecanismos de resistencia.

ABSTRACT

Introduction: the control program of Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera:
Culicidae) in Cuba uses temephos as larvicide and pyrethroids as adulticide
although the organophosphorate chlorpyrifos has been barely used. The level of
knowledge about resistance to insecticides is essential to effectively control this
species.

Objective: to determine the level of resistance to insecticides of Ae. aegypti from
Pinar del Rio in its technical aspect and in commercial formulations.

Methods: one Ae. aegypti strain from the health area "Raul Sanchez" in Pinar del
Rio province was evaluated through the World Health Organization bioassays to
determine susceptibility of larvae to temephos in its technical formulation.
Additionally, three granulated formulations of temephos were evaluated (Abatex-
G1, Biolarv G-1 and Temefar G-1). In the adult state, the level of susceptibility to
pyrethroids called cypermethrin, deltamethrin, lambda cyhalothrine and to
organophosphate chlorpyrifos in its technical formulation. Some of them were
evaluated in its commercial formulation (Galgotrin 25 EC (cypermethrin), Aqua K-
Otrina 2 EW (deltamethrin) and Clorcide 44 EC (chlorpyrifos).

Results: it was found in larvae that the resistance to temephos was high in the
technical formulation, but the commercial formulation showed an effectiveness rate
of 100 %., with daily change of water, up to 20 days for Temefar G1, 18 days for
Biolarv G1 and 12 for Abatex G1. In the assays with adult vectors, the strain turned
to be susceptible to cypermethrin, deltamethrin and chlorpyrifos and resistant to
lambda cyhalothrin. Regarding the three evaluated commercial formulations,
resistance to Aqua K-Otrina 2 EW was proved.

Conclusions: the use of integrated control strategies for Ae. aegypti makes it
necessary to reduce the frequency of use of temephos and to recover the
effectiveness of this insecticide. Moreover, it will avoid the occurrence of resistance
to adulticide products that are still effective for the control of this species in the
study area.

Keywords: Aedes aegypti; temephos; pyrethroid insectide; insecticidal resistance;
synergists; resistance mechanisms.

126
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2016;68(2)

INTRODUCCION

Desde el inicio de la campafia de erradicacion de Aedes. aegypti en Cuba en el afo
1981, se ha utilizado como larvicida el organofosforado (OF) temefos y se ha
mantenido en el programa hasta la fecha. Este insecticida se aplica en su
formulacion granulada al 1 % para el control larval en recipientes de
almacenamiento de agua. Sin embargo, el uso intensivo de este OF y las fallas en
su aplicacion han propiciado el desarrollo de resistencia a este quimico. El primer
diagnostico de resistencia a temefos, resulté en larvas de mosquitos colectadas en
Santiago de Cuba, durante la ocurrencia de la epidemia de dengue en 1997.1
Trabajos posteriores demostraron un incremento de la resistencia a temefos en
larvas de tres municipios de La Habana en el periodo 2006 y 2008, relacionados
con una disminucion de la efectividad del producto en su formulacién comercial.?

La mayoria de los programas de control de Ae. aegypti en el mundo, incluyendo
Cuba, utilizan actualmente piretroides como adulticidas en tratamiento espacial o
rociamiento intradomiciliario. En estudios previos en nuestro pais, se evalud la
efectividad de insecticidas piretroides en cepas de Ae. aegypti de Ciudad de la
Habana y Santiago de Cuba y se demostré que aun eran efectivos como
adulticidas.? Ae. aegypti ha desarrollado resistencia a los productos mas utilizados
en los programas de control en diferentes paises, tanto en larvas como en adultos,
lo cual se ha evidenciado en Cuba y otros paises de la region.*>

En Cuba, estas investigaciones se han realizado en poblaciones de Ae. aegypti
colectadas de La Habana y Santiago de Cuba, donde mayormente han ocurrido los
brotes o epidemias de dengue y existen los mayores indices de este vector. Debido
a que la politica de uso de insecticidas ha sido a nivel nacional, consideramos que
es necesario realizar este tipo de investigaciones en otras regiones del pais, para
fortalecer los programas de control de Ae. aegypti. De aqui la importancia de
determinar el nivel de resistencia a insecticidas en Ae. aegypti de Pinar del Rio,
donde se hace este tipo de investigaciones por primera vez, con el fin de lograr un
control mas efectivo de este vector con los insecticidas disponibles en la actualidad.

METODOS

CEPAS DE AE. AEGYPTI

Rockefeller: Cepa de laboratorio susceptible a insecticidas, suministrada por el
Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), San Juan, Puerto
Rico.

Pinar del Rio: Cepa de Ae. aegypti colectada en al afio 2014, del Area de Salud Raul
Sanchez (Policlinico), del municipio y provincia Pinar del Rio.

DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

El area de Salud "Raul Sanchez" estd situada al noreste de la provincia de Pinar del
Rio. Su poblacion actual es de 45 685 habitantes y 10 485 familias. Posee una
extension territorial de 105,45 km?2 (396,55 habitantes/km?2), con una extensién de
5,65 km2 de zona llana para el 5,35 % y 99,8 km?2 de zona montafiosa para un
94,64 %.
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INSECTICIDAS UTILIZADOS PARA EL TRABAIO
Insecticidas formulacion técnica
e Larvicida:

Temefos: 93,3 % de pureza, suministrado por American Cyanamid
Co, Princeton, NJ.

e Adulticidas:

Cipermetrina: 98 % de pureza, suministrado por Chemotécnica SA,
Argentina),

Deltametrina: 96,8 % de pureza, suministrado por Roussel Uclaf
(Romainville, Francia).

Lambdacialotrina: 97,8 % de pureza, suministrado por Syngenta, SA.

Clorpirifos: 98 % de pureza, suministrado por Chemotécnica SA,
Argentina.

INSECTICIDAS FORMULACION COMERCIAL
e Larvicidas:

Abatex G1: Temefos granulado, fabricado por Centro de Proteccién
de Higiene de las Radiaciones (CPHR), Cuba.

Biolarv G1: Temefos granulado, fabricado por Bioquim, Costa Rica.
Temefar G1: Temefos granulado, fabricado por Farmex, Peru.

e Adulticidas

Aqua k-otrina 2 EW: Su ingrediente activo es deltametrina, fabricado
por Bayer S.A.

Clorcide 44 EC: Su ingrediente activo es clorpirifos, fabricado por
Centro de Proteccidon de Higiene de las Radiaciones (CPHR), Cuba.

Galgotrin 25 EC. Su ingrediente activo es cipermetrina, fabricado por
Chemotécnica S.A. de Argentina.

CRIA Y MANTENIMIENTO DE LAS COLONIAS DE AE. AEGYPTI

El mantenimiento de las cepas de Ae. aegypti se realizé siguiendo la metodologia
del Manual de Indicaciones Técnicas del Insectario.® Para la cria de las larvas se
utilizaron cubetas plasticas con 2,5 L de agua y 0,7 g de harina de pescado como
alimento. Al pasar al estadio de pupa se colocaron en vasos de precipitados dentro
de una doble jaula (30 x 30 x 30 cm) hasta que emergieron los adultos, que fueron
alimentados con solucion azucarada en el caso de los machos y las hembras se
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utilizaron curieles enjaulados. En el vaso de precipitado que se colocd dentro de la
jaula se dispuso, en su borde interior, una tira de papel de 4-5 cm de ancho
debidamente rotulada, para la recogida de los huevos. Una vez puestos los huevos,
las tiras de papel se retiraron, se acondicionaron entre 24-48 h en algodon
humedecido y se guardaron para su posterior uso.

BIOENSAYOS EN LARVAS PARA EVALUAR TEMEFOS EN SU FORMULACION TECNICA

Se evalud, a través de los bioensayos de susceptibilidad (OMS, 1981),’ la
susceptibilidad y/o resistencia al insecticida organofosforado temefos en larvas
tercer estadio tardio o cuarto temprano de Ae. aegypti, de todas las cepas
colectadas, asi como de la cepa de referencia susceptible, para determinar las
concentraciones que causaron el 50 % y el 90 % de mortalidad (CLso y CLeo) frente
a este insecticida. Se aplicaron cinco o mas concentraciones del insecticida con
acetona como diluente y se evaluaron cinco réplicas y un control por cada
concentracion, las que causaron una letalidad entre 2 y 98 %. Todas las soluciones
de insecticidas se ajustaron a un volumen final de 1 mL con acetona, concentracion
gue no causé mortalidad en los controles. La letalidad se determiné 24 h después
de aplicado el insecticida. Los resultados se analizaron mediante la prueba probit
implementada en el programa estadistico SPSS version 11.5, el cual permite
contrastar graficamente la mortalidad observada contra el logaritmo de las dosis de
insecticida empleadas. Se determind la dosis que causé el 50 % y 90 % de letalidad
(CLso y ClLso) y se calcul6 el factor de resistencia (FRsoy FRso) segun la ecuacion
FR= CLso cepa en estudio/ CLso cepa de Rockefeller. Para el diagndstico de la
resistencia se utilizé el siguiente criterio de Mazarri y Georghiou, 1995:8

FRso< 5 Susceptible, FR so entre 5 y 10 Resistencia moderada y FRso> 10
Resistente.

FRso= CLso cepa en estudio/CLso cepa Rockefeller.

BIOENSAYOS EN LARVAS PARA EVALUAR TEMEFOS EN FORMULACIONES
COMERCIALES

Los bioensayos en larvas se realizaron utilizando Abatex G1, Biolarv G1 y Temefar
G1. Se afadié 1 g de esta formulacidén en recipientes de 10 L de agua y se dejé por
24 h antes de afiadir las larvas. Se adicionaron 50 larvas de tercer estadio o cuarto
temprano por recipiente (un control y cuatro réplicas) y se ley6 la letalidad a las
24 h. El agua fue eliminada totalmente cada 24 h, previo a la adicién de las

50 nuevas larvas. El temefos que quedo en los recipientes fue el que quedd pegado
en estos, y se afiadio el primer dia del experimento. El procedimiento se repitio
diariamente y fue replicado dos veces por cada cepa en diferentes dias para un
total de ocho recipientes y dos controles por cepa.

BIOENSAYOS EN ADULTOS UTILIZANDO EL METODO DE LAS BOTELLAS
IMPREGNADAS

Los bioensayos para evaluar el nivel de resistencia a insecticidas en el estado
adulto fueron realizados utilizando la metodologia estandarizada por el Centro para
el Control de Enfermedades.® En los ensayo se utilizaron hembras no alimentadas
entre 1 y 3 dias de nacidas. En cada experimento se utilizaron cuatro réplicas y un
control. El control consistié en utilizar una botella impregnada con acetona. En cada
botella se colocaron entre 16 y 20 mosquitos de 3 a 5 dias de nacidos. La letalidad
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se leyd durante 1 h cada 5 min. Los resultados se analizaron siguiendo el criterio de
susceptibilidad descrito por la OMS, 199210

En los bioensayos de adultos, utilizando las botellas impregnadas, se utilizaron los
parametros de referencia, tiempo y dosis diagndstico (tabla 1), establecidos por
Rodriguez y otros (datos sin publicar). Las soluciones utilizadas para el diagndstico
de la resistencia a los productos en su formulacion comercial fueron preparadas a
partir de la solucidn 1 (dosis de aplicacion del insecticida en el terreno), y con esta
se prepard la solucion 2 a una concentracion de 1 ug/mL. Las botellas se
impregnaron con 1 mL de la solucion 2 (tabla 2).

Tabla 1. Relacion de los insecticidas en su formulacion técnica
y las dosis diagnédsticas utilizados en las pruebas de adultos

Insecticida Dosis diagnostica (pg/mL)
grado técnico Insecticida grado técnico
Clorpirifos a0
Cipermetrina 13,5
Lambdacialotrina 6,5
Deltametrina 6,5

Tabla 2. Relacidn de los insecticidas en su formulacién comercial v preparacidn de las soluciones
utilizadas para el diagnéstico de la resistencia a insecticidas en las pruebas de adultes

Insecticida Dosis de aplicacién en el Solucion 2 (1 pg/mL)=

formulacién terreno =Wolumen (pL) de la solucion 1/

comercial (Solucién 1) /100 mL de acetona

Aqua K-otrina 2 EW 5 mL/L 1 000

Clorcide 44 EC 40 mL/L 56,8

Galgotrin 25 EC 10 mL/L 240
RESULTADOS

Los resultados de los bioensayos demostraron que las larvas del Area de Salud Radl
Sanchez del municipio y provincia Pinar del Rio fueron resistentes a temefos

(tabla 3). Se calculé el factor de resistencia (FRso), a partir de la concentracién letal
media (CL so) para temefos, en las cepas de Pinar del Rio y la susceptible
Rockefeller, lo que demostro la alta resistencia en la cepa evaluada (FRso> 10x),
con un valor de FRsp de 66.66x. La resistencia a temefos en la cepa evaluada
resulté ser homogénea, lo cual se evidencid por el alto valor de la pendiente

(3,34) de la recta Probit-log (% de mortalidad vs. log de la dosis del insecticida).

Mediante los ensayos realizados para evaluar tres formulaciones comerciales de
temefos en larvas, se obtuvo como resultado que la formulacion de Temefar G-1
mostrd una mayor eficacia con una mortalidad de 100 %, con recambio diario de
agua, hasta 20 dias; seguido de la formulaciéon de Biolarv-G1 con 100 % de
mortalidad hasta el recambio nimero 18; mientras que la formulacion de Abatex
G1 mostro la menor eficacia con una mortalidad del 100 % hasta el recambio
numero 12 (Fig. 1).
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Tabla 3. Nivel de resistencia al insecticida organofosforado temefos en larvas de Ae.
aegypti, de la cepa Pinar del Rio y de |a cepa de referencia susceptible Rockefeller

Parametros Cepas
Rockefeller Pinar del Rio
CLso (ppm) 0,0012 0,08 (0,071-0,09)
(0,0009-0,001)
CLso (ppm) 0,012 0,21 (0,17-0,27)
(0,007-0,03)
FRso (ppm) - 66,66
FRso (ppm) - 17,50
Pendiente (£ DE) 1,27 (£ 0,33) 3,34 (£ 0,23)
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Fig. 1. Eficacia de las formulaciones comerciales de temefos (&batex G1, Biolary G1 v Teme-
far G1) en larvas de la cepa de Ae. aegypd de Pinar del Rio,

Los resultados de los bioensayos en adultos en el que se utilizé el insecticida grado
técnico, indicaron que de acuerdo con el criterio recomendado por la OMS, la cepa
de Ae. aegypti evaluada resultd susceptible a clorpirifos (mortalidad> 98 %),
cipermetrina (100 % de mortalidad) y deltametrina (98,78 %). Solamente se
detect6 resistencia a lambdacialotrina, con un valor de 55,75 % de mortalidad

(Fig. 2).
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Fig. 2. Mivel de resistencia a los insecticidas clorpirifos, cipermetri-
rna, deltametrina v lambdacialotrina, en su formulacidn técnica, en
Ae, aegypti de la cepa de Pinar del Rio.

Los resultados de los bioensayos en adultosen el que se utilizé el insecticida grado
comercial, indicaron que de acuerdo con el criterio recomendado por la OMS, la
cepa de Ae. aegypti evaluada resulto resistente a Aqua k-otrina 2EW, con un

23,75 % de mortalidad a los 30 min de exposicién; sin embargo, resulté susceptible
(100 % de mortalidad a los 30 min de exposicion) a los insecticidas Clorcide 44 EC
(clorpirifos) y Galgotrin 25 EC (cipermetrina) (Fig. 3).
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Fig. 3. Mivel de resistencia a los insecticidas, en su formulacidn
comercial, Agqua k-0Otrina 2 BW (deltametrina), Clorcide 44 EC (clor-

pirifos) v Galgotrin 25 EC (cipermetrinag) en de, aegyvod de la cepa de
Pinar del Rio.
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DISCUSION

El insecticida organofosforado temefos ha sido utilizado como larvicida por el
Programa de Control de Ae. aegypti en Cuba desde 1981. El uso frecuente de este
quimico y otros factores operacionales han conllevado a la aparicién de resistencia
en algunas regiones del pais, no solamente en Santiago de Cuba! y La Habana, %12
sino que se detecté ademas en la cepa de Pinar del Rio, evaluada en este trabajo.
En Ae. aegypti de tres municipios de La Habana se demostré una tendencia hacia el
incremento de la resistencia a temefos en larvas en el periodo 2006 y 2008, lo cual
se corresponde con una disminucion de la efectividad del producto en su
formulacion comercial.?

La resistencia detectada a insecticidas, en sus formulaciones técnicas, es un
indicador de pérdida de susceptibilidad de la especie evaluada enestos productos;
pero se necesita ademas evaluar la eficacia de los mismo en sus formulaciones
comerciales. Trabajos anteriores han demostrado que cuando la resistencia al
producto grado técnico es alta (FRso> 10x), la eficacia del producto comercial
disminuye.!3 En estudios realizados en La Habana, se demostré que cuando la
resistencia con el producto técnico fue alta, la eficacia del producto comercial
oscilaba entre 9 y 12 dias con recambio diario de agua en los recipientes de ensayo
(Bisset y otros, 2011). En este trabajo, se observd una alta resistencia a temefos
en su formulacion grado técnico, y los productos comerciales mantuvieron una
eficacia entre 12 y 20 dias con recambio diario de agua. En Colombia, se demostrd
que la resistencia a temefos disminuyd en el periodo 2007-2011 cuando se dejo de
aplicar el producto.'#

La mayoria de los programas de control de Ae. aegypti en el mundo, incluyendo
Cuba, utilizan actualmente piretroides como adulticidas en tratamiento espacial o
rociamiento intradomiciliario. En estudios previos en nuestro pais, se evalud la
efectividad de insecticidas piretroides en cepas de Ae. aegypti de La Habana y
Santiago de Cuba, y se demostré que aun eran efectivos como adulticidas.? Cuando
se desarrolla el mecanismo de resistencia al derribo por los piretroides [Knock down
resistance (Kdr), en sus siglas en inglés], la resistencia persiste en las poblaciones
de Ae. aegypti por afios.!®

El uso de estrategias de control integrado integradas para el control de Ae. aegypti
se hace necesario para disminuir la frecuencia de uso de temefos, y asi recuperar la
efectividad de este insecticida. Ademas, se evitaria la aparicion de mecanismos de
resistencia a productos adulticidas que aun mantienen su efectividad para el control
efectivo de esta especie en la zona de estudio.
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