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RESUMEN

Objetivo: determinar la susceptibilidad en Aedes aegypti (L.) a tres formulaciones
de insecticidas a través del bioensayo de botellas impregnadas, estandarizado por
el Centro para el Diagndstico y Control de enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés).

Métodos: se evaluaron poblaciones de campo de Ae. aegypti, colectadas en La
Habana y Pinar del Rio, para tres de los insecticidas mas comiUnmente utilizados
para el control de Ae. aegypti en Cuba, Galgotrin 25 EC (cipermetrina), Aqua k-
othrine 2 EW (deltametrina) y Clorcide 44 EC (clorpirifos) a través del método de
botellas impregnadas del CDC. Se evaluaron ademas tres cepas de referencia
resistentes a insecticidas y la susceptible de referencia Rockefeller. Se determind
ademas el tiempo en que se pueden utilizar las botellas efectivamente después de
impregnadas con cada insecticida.

Resultados: la mayoria de las poblaciones de campo evaluadas resultaron
resistentes a Aqua k-othrine 2 EW y Clorcide 44 EC, sin embargo, todas mostraron
susceptibilidad a Galgotrin 25 EC. Las cepas de Ae. aegypti de referencia
resistentes a temefos, deltametrina y propoxur mostraron alta resistencia a los
formulados evaluados en este estudio, y la cepa Rockefeller mostrd susceptibilidad.
Las botellas pueden utilizarse eficazmente entre 4 y 15 dias después de
impregnadas y reutilizarse hasta 5 veces, en dependencia del tiempo de
almacenamiento.
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Conclusiones: el bioensayo de botellas del CDC puede ser una herramienta util
para evaluar la susceptibilidad de las formulaciones de insecticidas en poblaciones
de campo de Ae. aegypti de Cuba. Galgotrin 25 EC resulta aun efectivo para el
control de Ae. aegypti en Cuba.

Palabras clave: Aedes aegypti; bioensayo de botellas de CDC; Cuba; resistencia a
insecticidas; vigilancia; formulaciones insecticidas.

ABSTRACT

Objective: determine the susceptibility of Aedes aegypti (L.) mosquitoes to three
insecticide formulations using the impregnated bottle bioassay, standardized by the
Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

Methods: an evaluation was conducted of A. aegypti field populations collected in
Havana and Pinar del Rio in relation to three of the insecticides most commonly
used for A. aegypti control in Cuba: Galgotrin 25 EC (cypermethrin), Aqua k-othrine
2 EW (deltamethrin) and Clorcide 44 EC (chlorpyrifos) using the CDC impregnated
bottle method. Analysis was also performed of three insecticide resistant reference
strains and the Rockefeller susceptible reference strain. Determination was made of
the time when the bottles may be effectively used after impregnation with each
insecticide.

Results: most of the field populations evaluated were found to be resistant to Aqua
k-othrine 2 EW and Clorcide 44 EC, and all of them showed susceptibility to
Galgotrin 25 EC. The reference A. aegypti strains resistant to temephos,
deltamethrin and propoxur showed high resistance to the study formulations,
whereas the Rockefeller strain showed susceptibility. The bottles may be used
effectively 4-15 days after impregnation, and be reused up to 5 times, depending
on the storage time.

Conclusions: the CDC bottle bioassay may be a useful tool to evaluate the
susceptibility of insecticide formulations in Cuban A. aegypti field populations.
Galgotrin 25 EC is still effective for A. aegypti control in Cuba.

Keywords: Aedes aegypti; CDC bottle bioassay; Cuba; insecticide resistance;
surveillance; insecticide formulations.

INTRODUCCION

El Programa Nacional para el Control de Ae. aegypti en Cuba se inicid después de la
epidemia de dengue ocurrida en 1981. El programa emplea vigilancia regular,
reduccion de criaderos del vector, uso intensivo de larvicidas y adulticidas y
campafas educativas para prevenir la formaciéon de nuevos sitios de cria.! Aunque
con las actividades del programa se ha logrado controlar este vector en muchas
areas del pais, las poblaciones de Ae. aegypti siguen incrementandose en
ambientes urbanos.? Por lo que permanece el riesgo potencial de ocurrencia de
brotes y epidemias de dengue, los que han ocurrido intermitentemente en Cuba
desde 2001 hasta la actualidad. También se han diagnosticado casos de
chikungunya importados y casos autoctonos de Zika.3
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Se ha demostrado que las poblaciones de vectores que sobreviven a la accion del
control quimico portan genes de resistencia a los insecticidas, que pasan a las
nuevas generaciones de mosquitos, lo que afecta el éxito posterior de las
estrategias de control.* Cuba tiene un programa de control de Ae. aegypti bien
estructurado. El monitoreo sistematico de la resistencia a los insecticidas se realiza
normalmente a través de ensayos larvarios de laboratorio utilizando la metodologia
de la OMS® y en adultos a través de papeles impregnados,® pero actualmente es a
través de bioensayos de botellas impregnadas del Centro para el Diagndstico y
Control de enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés),” utilizando las dosis
diagnosticas (DD) determinadas para Ae. aegypti de Cuba.®

La evaluacién de las formulaciones de insecticidas en Cuba se realiza mediante
ensayos de campo a pequefia escala.®!? Sin embargo, el bioensayo de botellas
impregnadas es una técnica simple, rapida y confiable que puede utilizarse para
este propdsito y puede complementar los ensayos de campo. El presente estudio se
realizd para evaluar la susceptibilidad de Ae aegypti para los insecticidas mas
utilizados en Cuba a través del bioensayo de botellas impregnadas del CDC y
también para demostrar la utilidad de este método como una alternativa para
evaluar la eficacia de las formulaciones de insecticidas por el programa de control
de Ae. aegypti en Cuba.

METODOS

CEPAS DE REFERENCIA DE AE. AEGYPTI

Rockefeller: cepa susceptible a insecticidas, se colonizé durante la década de 1930
y fue suministrada por el laboratorio del CDC en San Juan, Puerto Rico.

SAN-F6: cepa resistente a temefos, colonizada en 1997, procedente de Santiago de
Cuba y seleccionada por seis generaciones con temefos.!!

SAN-F12: cepa resistente a la deltametrina colonizada en 1997, procedente de
Santiago de Cuba y seleccionada por 12 generaciones con deltametrina.!?

SAN-F15: cepa resistente al propoxur colonizada en 1997, procedente de Santiago
de Cuba y sometida a presion de seleccidon con propoxur por 13 generaciones de
seleccion.!3

Estas cepas de referencia de Ae. aegypti resistentes a insecticidas se han
mantenido en el laboratorio bajo presidn de seleccion, utilizando la concentracion
que causa 90 % de mortalidad (CLeo) del insecticida correspondiente.

POBLACIONES DE CAMPO DE AE. AEGYPTI

Se realizaron colectas de larvas y se trasladaron al insectario del Instituto de
Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), y se desarrollaron las colonias de cada area
de colecta para realizar los ensayos.
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CUBA LIBRE y HERMANOS BARCON: larvas colectadas en el 2015 de dos zonas de
la parte mas occidental de la isla, municipio y provincia de Pinar del Rio.

BOYEROS, SAN MIGUEL DEL PADRON y ARROYO NARANJO: colectadas en el 2012
en la parte occidental de la isla, la capital, La Habana, de los municipios Boyeros,
San Miguel del Padrén y Arroyo Naranjo.

CAPDEVILA, WAJAY y ARMADA: colectadas en 2016 en la parte occidental de la isla,
la capital, La Habana, del municipio de Boyeros. Las colonias fueron establecidas en
el laboratorio para los ensayos.

INSECTICIDAS

En los ensayos se utilizaron los siguientes formulados: Aqua k-othrine 2 EW (el
ingrediente activo es deltametrina, producido por Bayer SA de Alemania), Clorcide
44 EC [el ingrediente activo es clorpirifos, producido por el Centro de Higiene y
Proteccion de Radiaciones (CPHR de Cuba)], y Galgotrin 25 EC (el ingrediente
activo es cipermetrina producida por Chemotécnica SA de Argentina).

BIOENSAYOS CON BOTELLAS IMPREGNADAS

Se utilizé para evaluar la eficacia de las formulaciones de insecticidas siguiendo las
recomendaciones del CDC.” Las soluciones de los formulados para impregnar las
botellas se prepararon en acetona como se describe en la guia del CDC, teniendo en
cuenta la DD del ingrediente activo de cada formulado y determinadas previamente
para Ae. aegypti (cipermetrina: 13,5 ug/mL, deltametrina: 6,5 ug/mL y clorpirifos:
90,0 pug/mL). El tiempo de diagnostico se fijo en 30 min.8 Veinte hembras no
alimentadas con sangre, de 3-5 dias de nacidas se introdujeron en botellas de 250
mL tratadas con cada formulacion de insecticida (4 réplicas) y 1 control, tratado
solo con acetona.

Se realizaron tres réplicas para cada ensayo. El nUmero de mosquitos muertos se
registrd a intervalos de 5 min durante 1 h. Los ensayos anteriores se repitieron tres
veces y se calcularon los valores de mortalidad y desviaciéon estandar de mortalidad
para cada intervalo de lectura utilizando SPSS Statistics para Windows, version
11.5 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE. UU.).

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA

Las poblaciones se clasificaron como resistentes o susceptibles utilizando las
directrices actualizadas de la OMS.!* Mortalidad entre 98 y 100 % indica
susceptibilidad; en el rango entre 90 y 97 % sugiere que la resistencia puede estar
en desarrollo, y menos del 90 % indica resistencia.

PERIODO DE VALIDEZ Y REUTILIZACION DE LAS BOTELLAS IMPREGNADAS

La efectividad y el tiempo de uso efectivamente (100 % de mortalidad en 30 min
en la cepa Rockefeller) en diferentes periodos de tiempo de almacenamiento de las
botellas se determind para cada formulacion de insecticida, siguiendo la
metodologia propuesta por el CDC y descrita anteriormente.” Todas las botellas
fueron tratadas el mismo dia y almacenadas en ambiente oscuro, seco y fresco,
para preservar la estabilidad del insecticida. Se realizaron tres réplicas de un
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conjunto de cinco botellas (cuatro tratadas y un control) para cada formulaciéon
insecticida.

RESULTADOS

BIOENSAYOS CON BOTELLAS IMPREGNADAS

Los resultados sobre la evaluacion de las cepas resistentes de referencia, utilizando
el método de botellas impregnadas, indicaron que la cepa Rockefeller fue
susceptible a Aqua k-othrine, Clorcide y Galgotrin, lo que mostré una mortalidad del
100 % en 30 min de exposicidén a estas formulaciones. Las cepas resistentes, a
temefos (SAN-F6), a deltametrina (SAN-F12) y a propoxur (SAN-F15), mostraron
una alta resistencia (mortalidad inferior al 90 %) a los tres insecticidas evaluados
(tabla 1).

En la tabla 1 se muestran los resultados de los bioensayos del CDC para la
evaluacion de poblaciones de campo de Ae. aegypti de los municipios de La Habana
y de la provincia de Pinar del Rio. Los tres municipios de La Habana muestreados
en 2010 y 2012 (CAPDEVILA, SAN MIGUEL DEL PADRON y ARROYO NARANJO)
mostraron resistencia a Aqua k-othrine 2 EW (< 90 %) y susceptibilidad
(mortalidad entre 98 y 100 %) a Galgotrin 25 EC. Solo la poblaciéon SAN MIGUEL
DEL PADRON resulté susceptible a Clorcide en ambos anos evaluados. Las dos
poblaciones de la provincia de Pinar del Rio, CUBA LIBRE y HERMANOS BARCON en
2015 fueron resistentes a Aqua k-othrine y Clorcide 44 EC y susceptibles a
Galgotrin 25 EC. Las tres poblaciones del municipio de Boyeros de La Habana,
colectadas en 2016 (CAPDEVILA, WAJAY y ARMADA) fueron resistentes a Aqua k-
othrine 2 EW y susceptibles a Galgotrin 25 EC, pero solo la poblacion de WAJAY
resultd susceptible a Clorcide 44 EC.

PERIODO DE VALIDEZ Y REUTILIZACION DE LAS BOTELLAS IMPREGNADAS

Para asegurar los resultados del bioensayo del CDC se determiné la efectividad de
la botella tratada en cada tiempo de almacenamiento para cada insecticida
evaluado. Las botellas tratadas con Aqua k-othrine 2 EW y Galgotrin 25 EC se
pueden utilizar eficazmente hasta 15 dias después de la impregnacion. Las botellas
tratadas con Aqua k-othrine 2 EW y almacenadas de 1 a 3 dias se pueden utilizar
eficazmente tres veces y una vez de 4 a 15 dias de almacenamiento. Las botellas
tratadas con Galgotrin 25 EC, almacenadas por 1 dia, se pueden utilizar cinco
veces, de 2 a 8 dias cuatro veces y tres veces de 8 a 15 dias. Las botellas
impregnadas con Clorcide 44 EC fueron efectivas solo hasta 4 dias de
almacenamiento y pueden ser usadas efectivamente 2 veces cuando se almacena
por 1 dia y una vez entre 2 y 4 dias de almacenamiento (tabla 2).
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Tabla 1. Nivel de resistencia a insecticidas, expresado como valor medio de
mortalidad, en una cepa susceptible de referencia Rockefeller, tres cepas de
referencia resistentes a insecticidas y poblaciones de campo de Ae. aegypti,
colectadas en La Habana, en el periodo 2010, 2012 y 2016 y de la provincia
de Pinar del Rio, colectadas en el 2016

Localidad / insecticida

Rockefeller (cepa
susceptible)

SAN-F&

SAN-F12 (resistente a

deltametrina)

SAN-F15 (resistente a

propoxur)

CAPDEVILA
(La Habana) 2010

SAN MIGUEL
(La Habana) 2010

ARROYO MARAMIO
(La Habana) 2010

CAPDEVILA
(La Habana) 2012

SAN MIGUEL
(La Habana) 2012

ARROYO MARAMIO
(La Habana) 2012

CUBA LIBRE
(P. del Rio) 2015

HEMANOS BARCON
(P. del Rio) 2015

CAPDEVILA
(La Habana) 2016

WAIAY
(La Habana) 2016

ARMADA
(La Habana) 2016

Aqua k-othrine
2 EW

Media £ DE

100 £ 0,28**
11,25 £ 3,53**
10 £ 0,98%=
51,25 + 0,88%*
78,3 £ 1,4%*
80 £ 0,0%*
85,2 £ 2,8%*
77,9 £ 1,3%*
82 £ 0,0%*
68 £ 0,0%*
23,75 £ 1,8%*
88,80 £ 3,2%%*
77,03 £ 1,9%*
79,8 £ 0,0%*

79 £ 0,0%*

Galgotrin 25 EC
Media £ DE

100 +0,33**
1,25 + 0,83%*
36,64 +1,76%*
68,75 +1,24%*
99,7 + 0,1%*
92,2 + 0,5%*
99,8 + 2,3**
100 # 0,2**
08,4 + 3,4%*
98,0 + 2,2%*
100 % 2,2%*
100 % 0,0%*
100 # 0,0%*
08,4 + 3,4%*

99,0 £ 1,2%*

Clorcide 44 EC
Media £ DE

100 £0,25%*

8,75 £ 1,75%*

17,5 £1,32%=

52,5 £ 0,78**

58,2 £ 1,01%*

100 £ 0,0

66,2 £ 0,4%*

60,2 £ 1,04%*

98,7 £1,3

77,2 £ 2,6%F

76.31% 1,7%*

25 £ 1,5%*

64,3 £ 0,2%F

99,7 £ 1,5

79,5 £ 2,6%F

*=*Valor medio de mortalidad * desviacion estandar. N= 300 mosquitos adultos fueron
evaluados para cada formulacidn por cepa.
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Tabla 2. Efectividad de las botellas impregnadas con Aqua k-othrine 2 EW, Galgotrin
25 EC vy Clorcide 44 EC vy su tiempo de uso efectivamente en diferentes periodos de

almacenamiento, utilizando |a cepa de Ae. aegypii de referencia susceptible a
insecticidas, Rockefeller

Veces que puede
Tiempo de utilizarse la botella
almacenamiento (dias) efectivamente después
de impregnadas

1-3 ]
Aqua k-othrine 2 EW 4-7 1
B-15 1
1 ]
Galgotrin 25 EC 2-8 4
9-15 3
1 2

Clorcide 44 EC
2-4 1

DISCUSION

Los resultados proporcionan informacién al programa de control de Ae. aegypti en
Cuba, necesaria para establecer estrategias para el uso correcto de los adulticidas
durante las campafias intensivas de control de mosquitos en caso de brotes o
epidemias de dengue, zika o chikungunya. En este estudio se utilizdé por primera
vez en Cuba el bioensayo de botellas impregnadas para evaluar la resistencia a
formulados, lo que se realiza generalmente a través de ensayos de campo, que son
costosos y requieren mucho tiempo y una inversion significativa de recursos
humanos.

Utilizando el método del CDC, tres cepas de referencia de Ae. aegypti resistentes a
temefos, deltametrina y propoxur mostraron alta resistencia a todos los formulados
evaluados y la cepa susceptible mostré una mortalidad del 100 % en 30 min para
todos los insecticidas evaluados, lo que demuestra la sensibilidad del método.
Todas las poblaciones de campo de Ae. aegypti mostraron susceptibilidad a
Galgotrin 25 EC, pero la mayoria de ellas mostraron resistencia a Aqua k-othrine 2
EW y Clorcide 44 EC, incluyendo las dos cepas del municipio de Pinar del Rio (CUBA
LIBRE y HERMANOS BARCON). En un estudio previo se demostré que estas dos
poblaciones de mosquitos mostraron susceptibilidad a los ingredientes activos de
los formulados evaluados en este estudio, cipermetrina, deltametrina y clorpirifos.!®

Los insecticidas piretroides se han utilizado en Cuba desde 1986, cuando el
organofosforado malation fue reemplazado por cipermetrina y este ha sido el
insecticida piretroide mas empleado hasta la fecha.! Ya se ha demostrado que Ae.
aegypti de Cuba mantiene susceptibilidad a cipermetrina y clorpirifos.®:10:16
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La resistencia a Aqua k-othrine 2 EW puede atribuirse a la resistencia cruzada a
insecticidas. Ae. aegypti de Santiago de Cuba sometido a presion de seleccién con
temefos durante seis generaciones también exhibid resistencia cruzada a
deltametrina. Ya existe evidencia de resistencia a Aqua K-Othrine 2 EW en Pinar del
Rio, la parte mas occidental de Cuba y susceptibilidad a Galgotrin y Clorcide.®

La vigilancia de la resistencia a los insecticidas es un componente importante de los
programas de control de vectores y es esencial para el desarrollo de estrategias de
uso de insecticidas para preservar la eficacia del limitado nimero de estos
disponibles para salud publica. Ya se ha demostrado en otros paises que Ae.
aegypti tiene potencialidades para el desarrollo de resistencia a insecticidas como
en Costa Rica donde se demostré que esta especie era resistente a deltametrina y
susceptible a clorpirifos y cipermetrina.l” En México Ae. aegypti resultd resistente a
cipermetrina y clorpirifos.'® También se notificé el desarrollo de resistencia a
cipermetrina en Ae. aegypti de China.'® Susceptibilidad a deltametrina también se
ha notificado en Ae. aegypti de California.2°

En este estudio se demostrd que Galgotrin resulta aun efectivo para el control de
Ae. aegypti en Cuba, sin embargo, se evidencid el desarrollo de resistencia a
Clorcide 44 EC y Aqua k-othrine 2 EW. El bioensayo de botellas de CDC es una
herramienta practica para la evaluacién de la suscetibilidad de formulados en
poblaciones de campo de Ae. aegypti de Cuba.
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