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RESUMEN

En el contexto del manejo integrado de vectores, el control quimico continua
siendo una estrategia importante, si su uso es vigilado peridédicamente. Debido a la
importancia del uso de insecticidas en los programas de control de Aedes aegypti,
este estudio se propuso evaluar el estado de susceptibilidad a los insecticidas
Malatién, Fenitrotion, Deltamatrina, Lambdacyhalotrina, DDT y Temefés en dos
poblaciones de Aedes aegypti de la ciudad de Sincelejo, utilizando la metodologia
establecida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Ademas se determiné
la actividad de las enzimas esterasas no especificas (B esterasas), oxidasas de
funcién multiple (Citocromo P*°) y acetilcolinesterasa insensible para confirmar los
resultados obtenidos en los bioensayos.

Se detectaron altos niveles de resistencia al larvicida Temefés, al DDT y se
confirmé la susceptibilidad a Malatién, Fenitrotion y a los piretroides en las
poblaciones del mosquito Aedes Aegypti estudiadas.

En la poblacion de mosquitos del sector Botero se encontraron niveles elevados
P450 y

acetilcolinesterasa insencible. La poblaién del sector El Corijo mostrd baja

de enzimas [ esterasas y baja activida de enzimas citocromo

actividad para todas las enzimas estudiadas.

Los resultados sugieren una asociacion entre las enzimas [ esterasas como
posible mecanismo de la resistencia a Temefds en la poblacion del barrio Botero y
la utilizacién de otro mecanismo de resistencia a Temefés en la poblacion de
mosquitos del sector El Cortijo, posiblemente asociado a las enzimas glutation S
trasferasas.

Es importante continuar con el monitoreo de la resistencia a insecticidas para
asegurar la efectividad de los programas de contro vectorial y la proteccién de la

salud de la poblacion.
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ABSTRACT

In the context of the integrated vector management, chemical control contunues to
be an important strategy if it used in a rational and controlled way. The objective of
the present work was to determine the susceptibility to Malathion, Fenitrothion,
Deltamethrin, Lambda cyhalothrin, DDT and Temephos insecticides on two
populations of Aedes aegypti in Sincelejo city, using the established methodology
by OMS. Biochemical tests were also carried out to determine resistance-related
enzymes activities including: B esterases, mixed function oxidases and sensitive
acetyl cholinesterases to confirm the bioassays results.

High level of DDT and Temephos resistance were detected and the susceptibility
to Malathion, Fenitrothion, Deltamethrin and Lambda cyhalothrin insecticides was
to confirm in the populations of Aedes aegypti tested.

The population of Botero showed an elevation of B esterases enzyme activity, low

level of citocromo P*°

and sensitive acetyl cholinesterase activity. The population
El Cortijo showed low activity in all enzymes.

The results suggest that the B esterases are the mechanism of Temephos
resistance in the Botero population and the presence of other mechanism of
Temephos resistance, likely the glutathione S transferase enzyme.

Is essential to continue monitoring the resistance of this vector to insecticides in
order to ensure the efficiency of programs aimed at vector control and at the

protection of human health.
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INTRODUCCION

La enfermedad dengue es causada por un virus de la familia Flaviviridae y es
transmitida al hombre por la picadura de mosquitos del género Aedes
principalmente Aedes aegypti (Linnaeus 1762). En los ultimos 20 afos la
prevalencia del dengue ha aumentado en enormes dimensiones como resultado
de la expansion del vector dentro de nuevos nichos ecoldgicos, la urbanizacién no
planificada y la falta de una politica apropiada en el manejo de la salud publica .
Se estima que cerca de 2.5 billones de personas procedentes de zonas tropicales
y subtropicales estan en riesgo de contraer la infeccién, cada afo se presentan de
50 a 100 millones de casos de fiebre por dengue y de 20 a 100 mil casos de
fiebre hemorragica por dengue, lo cual representa un gran impacto en la salud
publica ®.

En Colombia el dengue es endémico, se presentan brotes epidémicos ciclicos, en
casi todos los asentamientos humanos ubicados por debajo de los 1.800 metros
sobre el nivel del mar, lo que equivale a 900.000 Km? de los 1.138.000 Km? de
extension del pais donde viven aproximadamente 20.000.000 de personas .
Durante las ultimas décadas, a través de diferentes camparfas se ha tratado de
controlar y prevenir el dengue, asi como concientizar a la poblacion acerca de la
enfermedad. No obstante, la prevalencia de dengue continua creciendo en todos
los estratos sociales, y los esfuerzos parecen tener poco o ningun impacto en las
sociedad '. Se reportaron 42,536 casos de dengue en el afio 2007, lo que cual

representa un serio problema de salud publica 8.

El Departamento de Sucre, constituye una de las zonas endémicas de dengue en
Colombia. En el afio 2005 se reportaron 667 casos de la infeccién, de los cuales
318 casos se registraron en su capital Sincelejo especialmente en las comunas 3,
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4 y 5 (DASSSALUD, Sucre) °. El municipio de Sincelejo retine las condiciones
propicias para el mantenimiento y expansion de la enfermedad, debido al
acelerado crecimiento poblacional no planificado que genera asentamientos
urbanos con problemas de hacinamiento, deficientes servicios sanitarios como los
de recoleccidn de desechos sélidos, deficiencia en el suministro de agua potable y
atencién médica. Ademas, las creencias y practicas de la comunidad influyen en el
nivel de saneamiento doméstico y determinan la disponibilidad de lugares de
produccién larval en el entorno domiciliario. A todo esto, se le suma la circulacién

de los tres serotipos del virus dengue (DEN 1,2 y3) en la zona *°.

Tradicionalmente, el control y prevencibn de la enfermedad se basa
principalmente en interrumpir el ciclo de transmisidn. Esto se realiza a través de la
aplicacibn masiva de insecticidas para disminuir la poblaciéon vectorial. Sin
embargo, la prolongada exposicién a los insecticidas y la falta de planeacion en su
uso han originado la seleccion de poblaciones de insectos resistentes a una
amplia gama de productos que incluyen organoclorados (OCs), organofosforados
(OPs), carbamatos y piretroides sintéticos, lo que representa un grave problema

para los programas de control .

El desarrollo de resistencia en Aedes aegypti al larvicida Temephos y a Malation
se ha difundido por todo el Caribe y en algunos paises de América central y
América del Sur 2. Estudios sobre el uso indiscriminado de insecticidas en paises
como Venezuela, Brasil, Peru, Puerto Rico, Cuba y Panama reportan la aparicion
de resistencia a algunos insecticidas como Temefos, Pirimifos Metil, Clorpirifos,
Cipermetrina, Malatién, Deltametrina y DDT ', En Colombia, también se ha
detectado resistencia a Temefos y a piretroides en las ciudades de Cali,

Cartagena y Buga '°%.

La resistencia de la mayoria de los insectos vectores a insecticidas, es conferida
principalmente por dos tipos de mecanismos. Uno de ellos involucra a enzimas

que hidrolizan al insecticida antes de que alcance su sitio de accion, el otro se
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basa en mutaciones o cambios en los genes que alteran la sensibilidad del sitio
de accién del insecticida. Estudios bioquimicos en Aedes aegypti demuestran que
existe un incremento en las frecuencias de enzimas como esterasas no
especificas, oxidasas de funciébn mdultiple y glutation-s-transferasas en cepas

resistentes a insecticidas 2'.

El control de Aedes aegypti en el municipio de Sincelejo, radica principalmente
en la extensa aplicacion de Temefds contra la fase larvaria del insecto y
adulticidas como el Malation para disminuir la densidad los mosquito y los casos
de enfermedad; sin embargo, esta medida no ha sido lo suficientemente efectiva
ya que los indices larvarios permanecen por encima de los niveles de riesgo
(indice aédico de 41%, indice de depésito del 43% y de Bretau del 70%) %, y
cada ano se incrementan los casos de fiebre por dengue y dengue hemorragico.
Se desconocia el estado de susceptibilidad de Aedes aegypti a los diferentes
insecticidas utilizados para su control, por lo cual el presente estudio se encamin6
a determinar los niveles de susceptibilidad en el insecto y detectar la presencia de
enzimas relacionadas con resistencia a insecticidas, mediante ensayos biolégicos
establecidos por la OMS y pruebas bioquimicas. Los resultados obtenidos en esta
investigacién suministran informacion clave para la vigilancia de la resistencia en

el departamento de Sucre.
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2. ESTADO DEL ARTE

El dengue es una enfermedad infecciosa tropical causada por un virus (Familia
Flaviviridae) y transmitida por un mosquito del género Aedes, Aedes aegypti y

Aedes albopictus.

Clinicamente, la enfermedad puede manifestarse como una forma benigna
autolimitada de fiebre indiferenciada llamada fiebre por dengue (FD), o como
formas méas severas denominadas fiebre hemorragica por dengue (FHD) y
sindrome de choque por dengue (SCD), las cuales pueden ser fatales para el
individuo .

La infeccién con el virus del dengue generalmente es sintomatica, con fiebre alta,
fuerte dolor de cabeza, dolor en las articulaciones, musculos y en los ojos, y
erupciéon en la piel. El dengue clasico afecta a nifios y adultos pero rara vez
ocasiona la muerte.

Una forma mas grave es la fiebre hemorragica por dengue, cuyos sintomas
iniciales son fiebre, tos, cefalea, nauseas, vémitos y dolor abdominal. Después se
producen hemorragias, a menudo con inflamacién del higado y, en los casos
severos, puede dar lugar a un estado de choque y provocar la muerte si los
enfermos no reciben a tiempo la atencion médica requerida. No existe un
tratamiento especifico para esta enfermedad; sin embargo, un cuidado clinico

adecuado puede reducir la mortalidad a menos del uno por ciento "%,

2.1. AGENTE ETIOLOGICO.

El virus del dengue esta clasificado taxonémicamente de la siguiente forma:
Grupo: Arbovirus.

Familia: Flaviviridae.
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Género: Flavivirus.

Especie: Dengue.

Imagen 1. Virus Del Dengue.

Fuente: WWW.http:/news.uns.purdue.edu.UNS.imagenes/Kuhn.dengue1.ipg

El virus dengue presenta una forma esférica, es relativamente pequefio de
aproximadamente 50 nm de didmetro y tiene una membrana lipidica que envuelve
la particula. Existen cuatro serotipos del virus denominado como DEN-1, DEN-2,
DEN-3 y DEN-4, los cuales son antigénicamente diferentes. Su genoma se
compone de una cadena lineal de ARN de polaridad positiva de 11 kb de longitud.
El ARN tiene la caracteristica de poseer una caperuza en el extremo 5" y una cola
poliadenilada en el extremo 3, codifica para tres proteinas estructurales (C, M y E)
y cinco no estructurales (NS1, NS2A y B, NS3, NS4A y B, y NS5) 1%:2°,

2.2 EL VECTOR

Existen aproximadamente 29 especies del género Aedes. Sin embargo, Aedes
aegypti y Aedes albopictus son las principales especies involucradas en la

transmisién del dengue.
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Aedes aegypti responde a la siguiente clasificacién taxondémica:

Reino: Animalia.
Phylum: Arthropoda.
Clase: Insecta.
Orden: Diptera.
Familia: Culicidae.
Subfamilia: Culicinae.
Género: Aedes.

Subgénero: Stegomyia.

YV V.V V V V V V V

Especie: aegypti (Linnaeus 1792).

Es un insecto que presenta una amplia distribucion en areas tropicales y
subtropicales del mundo y esta limitado a latitudes entre 35° norte y 35° sur,
aunque a veces se ha observado en 45° latitud norte. Los mosquitos adultos son
pequenos en comparaciéon con otros, miden usualmente entre 3 a 4mm de
longitud, es relativamente facil de reconocerlos una vez emergidos debido a los
colores y formas que los caracterizan: son mosquitos negros con escamas de
color plateado en el térax y apéndices locomotores. Las escamas de la regién
dorsal del térax dan la apariencia de una lira, las hembras presentan antenas con
pelos cortos y escasos, los palpos son de un tercio o menos de longitud que la
proboscis; en cambio, en los machos las antenas son plumosas con pelos largos y

abundantes y los palpos son del tamarfio de la proboscis (Imagen 2).
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Imagen 2: (a) Aedes aegypti, mosquito trasmisor del dengue; (b) Cabeza y

Térax de Aedes aegypti.
Fuente: www.cdc.gov

Aedes aegypti presenta una metamorfosis completa y comprende los estados de
huevo, larva, pupa y adulto, con excepcién del ultimo estado (adulto) que es
terrestre, todos los estados se desarrollan en un ambiente acuatico (Figura 1). Las
hembras de este vector son antropofilicas y desarrollan su ciclo biolégico donde
habita el hombre, los machos se alimentan de néctares de plantas que se
encuentran a su alrededor y frecuentemente estan cercanos a las fuentes de
alimentacion de las hembras para realizar el apareamiento. La actividad de
picadura es durante periodos de baja intensidad de la luz solar; en general, se
inicia al amanecer o antes del anochecer. Las curvas de actividad alimenticia
muestran que hay dos periodos de mayor actividad, mas durante el alba que por
las noches. Sin embargo, la alimentacidn puede estar condicionada a la
posibilidad de obtener sangre de los habitantes de las casas, pudiendo modificar
su actividad y picar a cualquier hora 26%7,

La etapa adulta es una fase en la vida del insecto especializada en la
alimentacion, reproduccion y dispersion. Generalmente el apareamiento se realiza
cuando la hembra busca alimentarse. Los huevos, que en cada oviposiciéon de la
hembra son de 100 a 150 y menores al milimetro de largo, son inicialmente de
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color blanco, para tornarse negros con el desarrollo del embrién que evoluciona en
Optimas condiciones de temperatura y humedad en un lapso de 2 a 3 dias. Las
larvas que emergen inician un ciclo de cuatro estados larvarios, mudan su
exoesqueleto desde un largo de 1 mm. a 6 o 7 mm finales y su desarrollo se
completa en condiciones favorables de nutricion y con temperatura de 25 a 29 °C
en 5 o0 7 dias. La pupa no requiere alimentacion y entre 28 y 32°C completa su

26,27
(

desarrollo hasta la emergencia del adulto en 1 a 3 dias Figura 1).

»
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Aedes aegypti.

Fuente: www.soaresoliveira.br/combateadengue/doreito.htm

El periodo de vida del mosquito adulto se ve afectado por las caracteristicas

climaticas, principalmente la humedad y la temperatura, pues condicionan sus
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actividades de alimentacion, reproduccion y reposo. A una temperatura inferior a
4°C o superior a 40°C generalmente no sobreviven. Aedes aegypti en
condiciones naturales sobrevive en promedio de 65 dias. La variacion de
temperatura y humedad, asi como la latitud pueden hacer variar estos rangos del
ciclo de vida de las cepas de mosquitos. Dichas condicionantes también influyen
en su reposo, suele encontrarse cerca de las habitaciones humanas o en el
peridomicilio, posado en lugares oscuros y protegidos, relativamente cerca del
suelo 2527,

Una vez que los mosquitos han emergido, se alimentan por primera vez entre las
20 y las 72 horas posteriores. Las alimentaciones subsecuentes se efectian
aproximadamente cada tres dias, con el objeto de completar su ciclo gonotroéfico;
antes de alimentarse buscan el sitio donde haran la oviposicién. Entre cada ciclo
gonotréfico se ha observado que, a diferencia de otros géneros de mosquitos,
Aedes aegypti pica o se alimenta varias veces de uno o varios huéspedes, hasta
satisfacer sus necesidades alimenticias, factor importante en su capacidad como
transmisor de enfermedades 2.

El desplazamiento de Aedes aegypti, es aproximadamente de 200 metros
alrededor de sus criaderos, aunque puede encontrarse a distancias mayores a los

200 metros de las casas de donde obtiene su alimentacion 2628,

2.3 ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DEL VECTOR Aedes aegypti.

Los métodos de prevencion y control de vectores en especial de Aedes aegypti
se basan principalmente en la aplicacion de insecticidas, el manejo ambiental,
educacién comunitaria y el control biolégico.

En la actualidad las principales clases de insecticidas utilizados para el control de
vectores son: organoclorados (OCs), ciclodienos, organofosforados (OFs),
carbamatos y piretroides, aunque comienzan a utilizarse en gran escala los
insecticidas microbianos y los reguladores del crecimiento. Estos insecticidas

pueden penetrar en el cuerpo del insecto por una de las siguientes vias '
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1. Envenenamiento por contacto: el insecticida penetra a través de la cuticula
del insecto hasta alcanzar el sitio activo, ejemplo: OPs (Malatién), OCs (DDT),
piretroides (Permetrina) o carbamatos (Propoxur), o analogos de las hormonas
juveniles (Metropreno) e inhibidores del crecimiento de la quitina (Diflubenzurén).
2. Envenenamiento oral: el insecticida es ingerido y absorbido a través del
intestino, ejemplo: insecticidas bacteriolégicos, como Bacillus thuringiensis
israelensis, el cual actua liberando una endotoxina que destruye las células de la
pared del intestino medio.

3. Fumigaciones: el insecticida penetra al cuerpo del insecto a través de los
espiraculos del sistema respiratorio.

2.3.1. MODO DE ACCION DE LOS INSECTICIDAS.

2.3.1.1 INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS Y CARBAMATOS:

El modo primario de accion de los insecticidas organofosforados y carbamatos es
la inhibiciobn de la acetilcolinesterasa (Ache) en las uniones sinapticas por
fosforilacién o carbamilacion del residuo serina ubicado en el sitio activo de la
enzima. Actuan como analogos de la acetilcolina (ACh); son inhibidores
inespecificos e irreversibles de la Ache la cual tiene un rol clave en el sistema
nervioso, pues termina los impulsos nerviosos a través de la hidrélisis del
neurotransmisor acetilcolina. Los organofosforados forman enlaces covalentes
muy estables con la enzima fosforilada por lo que las concentraciones sinapticas
de acetilcolina aumentan y ocurre una hiperexcitacion del Sistema Nervioso

Central y la muerte del insecto (Figura 2)'" 23",

2.3.1.2 INSECTICIDAS PIRETROIDES:

Los insecticidas piretroides actian en los canales de sodio dependientes de
voltaje en el sistema nervioso, los cuales comprenden cuatro dominios (I — V),
cada uno consiste de seis segmentos transmenbranales (S1-S6). Ellos interfieren

en cambios conformacionales de las proteinas en la interface lipido-proteina,
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provocando un retardo en el cierre de los canales de sodio después que el impulso
nervioso ha pasado, de esta forma prolongan la corriente de iones que fluye a
través de los canales. Los piretroides se fijan sobre el canal de sodio cuando la
puerta estda en posicion abierta, pero no la mantienen abierta definitivamente,
provocan una cinética lenta sobre el cierre del canal de sodio, por lo tanto inducen
una prolongacion de apertura del canal, lo que corresponde a una prérroga de la

fase de despolarizacién del potencial de accién (Figura 2)''2931.
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Figura 2: Sitios de Accion de Insecticidas.
Abreviaturas: AchE: acetilcolinesterasa, Ach: acetilcolina, Vg-Na® Channel:
canales de sodio, MACE: acetilcolinesterasa insensible, kdr: resistencia knock

down. Las cuatro clases de insecticidas principalmente utilizadas

2.4. RESISTENCIA A INSECTICIDAS EN INSECTOS VECTORES.

La resistencia es definida como la habilidad de tolerar dosis de téxicos, las cuales
resultarian letales a la mayoria de los individuos en una poblacién normal de la
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misma especie segun la Organizacion Mundial de la Salud (1957). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO -
1970), es una respuesta disminuida de la poblacién de una especie de animales o
plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de su aplicacién 2.
Durante las ultimas décadas, la resistencia a insecticidas continda siendo el
problema técnico mas importante que afecta a los programas de control de
vectores y plagas en agricultura, medicina veterinaria y salud publica *. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece que aproximadamente, el 40%
de las especies de insectos de importancia médica han sido detectados con algun
grado de resistencia a insecticidas **. El Comité de Accién de Resistencia a
Insecticidas (CARI), reporté 21 especies de Aedes resistentes a uno o0 varios
insecticidas, entre ellas se encuentran Aedes aegypti y 63 especies de
Anopheles *°.

Después de la introduccion del DDT en 1954 se logré un gran éxito en la
erradicaciéon de Aedes aegypti en Centro y Sur América 2%, Sin embargo, la
resistencia desarrollada hacia el DDT afos mas tarde permitio la reinfestacion de
las zonas antes controladas. En América el primer caso de resistencia en Aedes
aegypti a DDT, fue reportado en Trinidad (1955) tanto en adultos como en larvas.
En 1956, el Programa de Control de Aedes aegypti en Cucuta, Colombia, fallé
por la aparicion de resistencia en este vector al DDT, desde ese momento el
desarrollo de resistencia al DDT ha sido reportado en varios paises de América **
% Debido a la aparicién y diseminacién de la resistencia al DDT, los paises
adoptaron  insecticidas organofosforados y carbamatos, pero el amplio vy
exagerado uso de estos ha facilitado el desarrollo de mecanismos de resistencia.
En el ano 1960 se empezaron a reportar los primeros casos de resistencia a
organofosforados y carbamatos en Aedes aegypti; Fox 8 reporté una cepa en
Puerto Rico resistente a Malatién y Diazinon. Otro tipo de insecticidas que han
sido utilizado como alternativa por los programas de control de Aedes aegypti
son los piretroides sintéticos, no obstante, estos presentan un gran riesgo de
resistencia cruzada con insecticidas organoclorados como el DDT.
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Investigaciones recientes sobre el uso indiscriminado de insecticidas en América,
indican que el desarrollo de resistencia en Aedes aegypti se ha difundido por
todo el continente. Se reporta resistencia a una gran variedad de insecticidas
organofosforados, carbamatos y piretroides asi como los mecanismos por los
cuales se desarrolla esta habilidad que facilita la supervivencia del vector 1220 3940
y por consiguiente la transmision de la enfermedad por dengue.

En Colombia, las poblaciones de Aedes aegypti han sido altamente presionadas
por todos los tipos de insecticidas. Estudios sobre el estado actual de la
resistencia en las poblaciones del mosquito en el pais indican que aun existe
resistencia al DDT. Ademas la susceptibilidad al larvicida Temefos, Malation y al
piretroide Lambdacyhalotrina ha disminuido, lo que sugiere que las poblaciones de
Aedes aegypti del pais pueden generar resistencia a todos los insecticidas

utilizados *'**.

2.4.1 TIPOS DE RESISTENCIA.

2.4.1.1 RESISTENCIA MULTIPLE:

Se atribuye el término de resistencia mdultiple cuando dos mecanismos de
resistencia 0 mas estan operando en el mismo insecto. Cuando dos mecanismos
de resistencia actian sobre un mismo insecticida, el nivel de resistencia es a
menudo mucho mayor que la adicion simple de los niveles de resistencia
conferidos por ambos mecanismos de forma independiente. El término de
resistencia multiple no necesariamente involucra el término de resistencia cruzada,
porque un insecto puede ser resistente a dos insecticidas o mas, y cada
resistencia puede ser atribuida a diferentes mecanismos .

2.4.1.2 RESISTENCIA CRUZADA:

En términos actuales hay que hablar de resistencia cruzada para definir el
mecanismo por el cual un gen simple confiere resistencia a un numero de

quimicos del mismo grupo, tal es el caso de las fosfotriesterasas que brindan
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resistencia a varios organofosforados, o a diferentes grupos, como el gen kdr que

confiere resistencia al DDT y a los piretroides '*° (Figura 3).
Carbamatos
Ache”
Organofosforados

Esterasas

Piretroides
Kdr Oxidasas
\ DDT IGRs

_/

Figura 3. Resistencia Cruzada a insecticidas.

2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA EN INSECTOS.

Los principales mecanismos de resistencia a insecticidas en insectos pueden ser

divididos en dos grupos, sitio de accion (mutaciones en los genes que codifican

para el canales de Na®, Acetilcolinesterasa y receptor GABA) o metabdlico

(alteracion en los niveles o actividades de detoxificacién del insecticida). Solos o

en combinacion estos mecanismos confieren resistencia a todas las clases de

insecticidas disponibles.
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2.5.1 RESISTENCIA POR ALTERACIONES EN EL SITIO DE ACCION DEL
INSECTICIDA:

2.5.1.1 ACETILCOLINESTERASA INSENSIBLE.

El blanco de insecticidas organofosforados y carbamatos es la Acetilcolinesterasa
(AChE) en la sinapsis nerviosa. La resistencia a estos compuestos resulta de la
sobreproduccion de isoformas o mutantes de la enzima las cuales presentan
centros cataliticos alterados. Las mutaciones que se presentan en la enzima
estrechan el sitio activo, obstaculizando el acceso a los residuos cataliticos, los
cuales son necesarios para la unién del insecticida. La mosca doméstica ha
mostrado cinco puntos de mutaciones en el gen de la AChE, las cuales solas o
en combinacién le confieren un amplio espectro de resistencia a insecticidas 2"
3046 En las especies de insectos existen dos patrones de resistencia en este sitio
de accion de organofosforados y carbamatos. El patrén de resistencia | que le
confiere alta resistencia a carbamatos y baja a Organofosforados, mientras que el
patrén Il el nivel de resistencia a organofosforados y carbamatos es equivalente,
excepto en el caso de Bactrocera oleae que es especifica de organofosforados *'.

2.5.1.2 ALTERACIONES EN EL CANAL DE SODIO DEPENDIENTE DE
VOLTAJE.

Las neurotoxinas afectan la funcion de los canales de Na+ alterando varias
propiedades del canal como son: conductancia idnica, selectividad idnica,
activacién o inactivaciéon de este. Los insecticidas Piretroides y DDT son grandes
neurotoxinas que actlan sobre los canales de Na*, los cuales inician y propagan el
potencial de accién en el sistema nervioso. La resistencia a este tipo de
compuestos es conocida como resistencia ~Knockdown 6 kdr'™ ocurre debido a un
cambio entre la afinidad del insecticida y su sitio de unién en los canales de Na®,
causado por una simple o multiples sustituciones en los genes que codifican las

proteinas del canal. Es posible que un nimero limitado de sustituciones en el sitio
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de accién pueda permitir la insensibilidad del nervio. En varias especies de
insectos, la mutacién kdr mas comun es la sustitucién de una Leucina por una
Fenilalanina (Lue a Phe) en el segmento hidrofébico S6 del dominio |l del gen para
del canal de Na*, como se encontré en una cepa de Anofeles gambiae y Anofeles
stephei del oeste africano. Sin embargo, una segunda mutacién en la misma
posicién (Leu a Ser) se ha encontrado en Anofeles gambiae del Este de Africa.
Mas de 20 sustituciones en los canales de Na* de insectos han sido identificadas
y estan involucradas en la reduccién de la sensibilidad a insecticidas, todas ellas

se encuentran localizadas en el dominio Il del canal 2" 304855,

2.5.2 RESISTENCIA METABOLICA.

Tres familias de enzima son las responsables del metabolismo de insecticidas:
Esterasas no especificas o carboxilesterasas, Monoxigenasas (Citocromo P*?) y
las Glutacién-S-Transferasas (GSTs) (Tabla 1). Estas proteinas estan
involucradas en la sintesis y desdoblamiento de una gran cantidad de compuestos
metabdlicos endogenos, de la proteccion contra el estrés oxidativo, con la
transmision de sefales nerviosas y el transporte de compuestos a través de la

célula 230,

2.5.2.1 CARBOXILESTERASAS.

Es un término colectivo para aquellas enzimas que hidrolizan esteres carboxilicos,
se clasifican en esterasas A y esterasas B segun la clasificacion de Aldridge 1953,
el término carboxilesterasa es principalmente  atribuido a las esterasas B las
cuales presentan un residuo de serina en su sitio activo. La sobreproduccion de
esterasas no especificas como una respuesta evolucionaria a la presién selectiva
de insecticidas organofosforados y carbamatos, ha sido reportada en numerosas

especies de artrépodos incluyendo mosquitos, garrapatas y cucarachas '3 6%,

32



Las esterasas amplificadas pueden comprender alrededor del 0.4% de la proteina
total del insecto, todas actuando rapidamente en el secuestro e hidrélisis del
insecticida. La causa predominante de esta excesiva sintesis de enzima es la
amplificacion o duplicacion génica dentro del genoma del individuo, aunque se ha
reportado también una sobre regulacion transcripcional. Existen muchos alelos de
esterasas asociados con resistencia, el genotipo mas comun es la co-amplificacién

21,30.56-%9 esterasas (esta2' y estB 2') en un

de dos genes de altamente resistente
amplicon de 28 kb, el cual se repite alrededor de 80 veces en el genoma de Culex

quinquefasciatus

Esta ventaja selectiva puede ser no solo por la contribucién de dos genes de
esterasas, sino por la presencia en el mismo amplicdn de un tercer gen conocido
como aldehido oxidasas con presuntiva capacidad detoxificadora, este gen se

encuentra justamente aguas arriba del gen esta2' (Figura 4) 2%,

1
aldehyde oxidase estp2
-llll_ — Ese—— EEEEE
esto2’
-
| {
~28kb amplicon

Figura 4: Amplicon resistente a Organofosforados de una cepa de Culex
quinquefasciatus PellRR. Fuente: The Molecular Basis of Two Contrasting
Metabolic Mechanisms of Insecticide Resistance 30: 1009-1015 (2000).

2.5.2.2 OXIDASAS DE FUNCION MULTIPLE.

P*Y comprende un grupo de 100 enzimas diferentes en insectos,

El Citocromo
ellas pueden agruparse dentro de familias de acuerdo a sus secuencias de
aminodcidos y sus relaciones filogenéticas, catalisis de la insercién de uno de los

atomo de oxigeno molecular (O) dentro de un sustrato, y esta oxidacién podria

33



resultar en la activacibn o detoxificacion de insecticidas piretroides vy
organofosforados. La diversidad del Citocromo P*° es conferida por la existencia
de multiples isoformas P*°, diferentes patrones de expresién y amplio espectro de
sustrato. La detoxificacion mediada por Citocromo P**° monoxigenasas es un
mecanismo de resistencia muy importante y no solo confiere altos niveles de
resistencia, sino que provee resistencia cruzada a una amplia gama de
compuestos por la variedad de sustratos que esta enzima puede metabolizar. La

P*° resulta de la sobreexpresién de los

resistencia a insecticidas por el Citocromo
miembros de una o mas familias del Citocromo P**° antes que mutaciones en la
estructura de sus genes. Este tipo de enzimas es responsable de la resistencia a
organofosforados, piretroides y en menor extensién a carbamatos 2" 3079,
Existen reportes que demuestran la elevada actividad de las monoxigenasas en
mosquitos resistentes a insecticidas, frecuentemente con ayuda de otras enzimas
como esterasas. Valule et al 1999 demostr6 niveles elevados de oxidasas vy
esterasas en una cepa de Anofeles gambiae de Kenia ®. Brogdon et al 1999
reportd mecanismos de resistencia basados en esterasas y oxidasas en una cepa

de Anofeles albimanus de Guatemala ©'.

2.5.2.3 GLUTATION-S-TRANSFERASAS.

Existen dos clases de Glutation — S — Transferasas (GSTs), clasificadas de
acuerdo a su localizacion dentro de la célula: microsomales y citosélicas. La
mayoria de las GSTs citosélicas son proteinas diméricas que comprenden dos
subunidades cada una alrededor de 24-28 KDa, cada subunidad tiene dos sitios
de unién el G y el sitio H; el sitio G altamente conservado une el tripeptido
glutation, el sitio H o sitio de union del sustrato es variable en estructura. Se
considera que la funcion primaria de las GSTs es generalmente detoxificacién de
compuestos endogenos y xenobidticos directamente o catalizando una gran
cantidad de compuestos oxidados por el Citocromo P*°. Las GSTs juegan un
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papel muy importante en el estrés fisioldégico y han sido implicadas en el transporte
intracelular y en varias vias biosintéticas. El incremento en la actividad de estas
enzimas ha sido implicado en la resistencia a por lo menos dos clases de
insecticidas: organofosforados y el organoclorado DDT. Los altos niveles de una o
mas GSTs son el resultado de la amplificacion génica o mas comunmente del
incremento en la rata de transcripcion de los genes antes que cambios cualitativos

en la enzima 2'30:57%9

METABOLICA SITIO
ALTERADO

INSECTICIDAS | ESTERASAS | OXIDASAS | GLUTATION -S- Kdr | MACE
TRANSFERASAS

e @ @
FOSFORADOS O @ O
DDT o O O

CARBAMATOS O

PIRETROIDES

O

Tabla 1. Principales Mecanismos de Resistencia a Insecticidas. Las enzimas que
confiere resistencia a insecticidas son: Esterasas, Oxidasas y Glutatién-S-
Transferasas. Los principales mecanismos sitio-blanco son: resistencia knock-
down y MACE (Modificaciones en la acetilcolinesterasa). La importancia de cada

mecanismo es indicado por el tamaro del circulo.
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2.6 BIOENSAYOS DE RESISTENCIA.

Se basan en la respuesta a la dosis y tiempo de exposicién. Estos factores son
importantes en la determinacion de la cantidad de quimicos necesarios para
conseguir la mortalidad de un cierto porcentaje de mosquitos.

La OMS ha desarrollado procedimientos normalizados de biovaloracién y equipos
para determinar la susceptibilidad o resistencia de las larvas y mosquitos adultos a
los insecticidas.

La prueba en adultos involucra la aplicacion de insecticidas a papel filtro, el
contacto y duracion varia en cada prueba, generalmente 24 horas después de la
exposicion, el nimero de mosquitos muertos y la dosis letal es determinada °2.
Para confirmar algun cambio en la susceptibilidad de una poblacién evaluada a
través de los bioensayos se realizan pruebas bioquimicas que informan sobre
resistencia a insecticidas y detectan la presencia de los mecanismos de
resistencia a nivel bioquimico en insectos individuales, frescos o congelados. La
principal ventaja de este método es que es posible detectar la resistencia a baja
frecuencia en una poblacién. Ademas provee mas informacion por insecto, sobre
el estado de la resistencia de la poblacién y sus patrones de resistencia cruzada.
Con estos ensayos se puede medir el efecto del tratamiento con insecticidas en el
campo, conociendo la frecuencia de los mecanismos de resistencia especificos y
la posible disminucién de esta frecuencia en ausencia de presidn selectiva con el

insecticida 2.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General.

» Evaluar el nivel de susceptibilidad a insecticidas en Aedes aegypti

capturados en la ciudad de Sincelejo.

3.2 Objetivos Especificos:

» Determinar la susceptibilidad a insecticidas en larvas y adultos de Aedes
aegypti en el municipio de Sincelejo.
» Detectar la presencia de enzimas relacionadas con resistencia a insecticidas

en la poblacién de Aedes aegypti presente en la zona de estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1 AREA DE ESTUDIO.

El estudio se llevd a cabo en el municipio de Sincelejo (92 18 N°, 75° 25°0),
Departamento de Sucre, Colombia. Este municipio esta localizado a 218 metros
de altura, en una regién de sabana de la Costa Caribe colombiana, corresponde a
una zona de vida bosque seco tropical cuya temperatura promedio anual alcanza
los 27°C, humedad relativa de 77 — 80% y una precipitacion anual es de 1000 a
1300mm.

El muestreo de larvas de Aedes aegypti se realizd en los sectores El Cortijo y
Botero considerados de alto riesgo para la enfermedad segun el informe de casos
suministrados por Dasssalud, Sucre 2006 °'. Estas zonas presentan las
condiciones epidemioldgicas favorables para la presencia del vector ya que sus
habitantes almacenan agua en forma inadecuada frecuentemente en recipientes,
los cuales se convierten en criaderos para el mosquito. Ademas se encuentran
separadas geograficamente lo que permite inferir sobre el comportamiento del
vector en los diferentes sectores de la ciudad.

4.2 RECOLECCION DE LARVAS DE Aedes aegypti.

Se realizo un muestreo aleatorio por conglomerados en los sectores de estudio, el
namero de casas inspeccionadas se obtuvo a partir de las tablas establecidas por
OPS/OMS (ver Anexo 4) teniendo en cuenta el nimero de casas de cada sector.
En el sector El Cortijo fueron visitadas 231 casas y en el sector Botero 189
viviendas. Todos los depésitos encontrados en el interior y alrededor de las
viviendas inspeccionadas fueron examinados cuidadosamente incluyendo

albercas, tanques bajos, recipientes, neumaticos no protegidos de la lluvia,
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floreros etc. (Imagen 3), en busca de larvas de mosquito. Se recolectaron todas
las larvas de tercer y cuarto estadio utilizando pipetas de succién, las larvas se
almacenaron en frascos de vidrio los cuales fueron debidamente rotulados. Una
vez recolectado el material de campo fue transportado al Laboratorio de
Entomologia de Dasssalud en neveras de icopor para evitar el aumento de la
temperatura y el maltrato de las larvas. Las larvas colectadas se identificaron en el
laboratorio utilizando las claves de mosquitos que se crian en recipientes
expuestas por Milton Tinker ®°. Para los bioensayos con larvas y adultos se utilizé
la segunda generacion (F2).

Imagen 3. Recoleccion de larvas de Aedes aegypti.

4.3 MANTENIMIENTO DE LAS COLONIAS DE Aedes aegypti.

Las larvas colectadas en los sectores El Cortijo y Botero se trasfirieron a bandejas
esmaltadas con 2 litros de agua reposada y sin cloro, donde se alimentaron con

comida para peces seguln lo descrito por Vidal

y fueron criadas hasta el estado
de pupa. Las pupas se colocaron en vasos de icopor con malla para su posterior
traslado a jaulas de cria de 30x30x30cm (Imagen 4).

Los mosquitos se alimentaron con una solucion azucarada al 10% y con sangre
de raton como fuente proteica cada dia y medio. Los huevos se obtuvieron
colocando una banda de papel toalla humedecida la cual estaba marcada con el

nombre de la cepa, fecha y el nimero de generacion dentro de las Jaulas de cria
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no por mas de cinco dias para obtener una buena cantidad de huevos. La toalla de
papel se mantuvo sumergida en agua hasta la mitad del vaso para conservar la
humedad. Las colonias se mantuvieron en el laboratorio a una Temperatura de
27°C, Humedad Relativa aproximada del 70% y un foto periodo de 11 horas luz.

Imagen 4. Mantenimiento de las larvas y adultos de Aedes aegypti en el
laboratorio.

4.4 BIOENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA A TEMEFOS EN
LARVAS.

Se determinoé la susceptibilidad al larvicida Temefos (O, O, O’O’- tetrametil-O, O’-
tiodi p-fenilen difosforotionato) en la generacion F2 de las dos colonias de Aedes
aegypti establecidas en el laboratorio, de acuerdo a los parametros y
procedimientos recomendados por la OMS utilizando larvas de cuarto estadio
temprano. Se emplearon cuatro réplicas (25 larvas por cada réplica) las cuales se
trataron con 1 mL de solucién alcohdlica de Temefos a una concentracion de
0.0012 ppm para obtener una concentracion final en los recipientes con las larvas
de 0.012 ppm, concentracidon que corresponde a la dosis diagndstica establecida
por el Instituto Nacional de Salud Colombia. Cada prueba se verificé con un
control al cual se le agregd 1 mL de etanol sin insecticida (Imagen 5).
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Imagen 5. Bioensayos de susceptibilidad en larvas de Aedes aegypiti.

Se registraron los datos de la temperatura media del agua y la humedad relativa
al inicio y al final de la prueba.

La lectura de la mortalidad se hizo a las 24 horas postexposicidén, considerando
como muertas las larvas que presentaban un movimiento anormal de tal manera
que si se encontraban en la superficie del agua no fueron capaces de sumergirse
hasta el fondo del recipiente o que de lo contrario si se encontraban en el fondo no
fueron capaces de subir a la superficie.

De igual forma aquellas que no se movian al ser punzadas en el sifébn o en la
regidén cervical.

Las pruebas con una mortalidad en el control igual a 20% fueron descartadas,
mientras que en aquellas donde estuvo entre 5 - 19% se realiz6 la correccion de

la mortalidad empleando la formula de Abbot.

Formula de Abbot:

% mortalidad de la prueba - % mortalidad del control X 100

100 - % mortalidad del control.
Los resultados obtenidos se tabularon en una hoja de registro (Ver Anexo 1) y se
compararon con los datos de los bioensayos de susceptibilidad de la cepa
Rockefeller.

41



4.5 BIOENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA EN ADULTOS.

Esta prueba se realiz6 teniendo en cuenta la metodologia de la O. M. S %°.

Para estos ensayos biol6gicos con compuestos adulticidas se seleccionaron
hembras adultas de menos de 3 dias de nacidas provenientes de la poblacion F2
recolectada en campo. Las hembras fueron alimentadas previamente con sangre
de ratén.

Se utilizd el kit de la O.M.S. que contiene papeles impregnados con Malation 5%,
Fenitrotion 1%, DDT 4%, Deltametrina 0.05% y Lambdacyhalotrina 0.05%, los
cuales se insertaron en tubos de exposicion (de color rojo). Dentro de tubos de
observacion (de color verde), se insertaron hojas de papel en blanco y limpias
sujetas con ganchos de resorte de acero y cobre. Seguidamente se introdujo un
lote de 25 mosquitos aproximadamente en el tubo de observacion, después de
un tiempo de 15 min de reposo, este tubo se unié al tubo de exposicion y con
leves soplos, los mosquitos se transfirieron al tubo con los papeles impregnados
de insecticida (Imagen 6). El tiempo de exposicidén para cada insecticida fue de 1
hora con excepcién de Fenitrotion para el cual se emplearon dos horas de

exposicion.

Tubo de exposicion

Imagen 6: Bioensayos de susceptibilidad en adultos de Aedes aegypti.

Para cada insecticida se realizaron tres repeticiones, cada repeticion consistié de
cuatro replicas y un control, después del tiempo de exposicién, los mosquitos se
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transfirieron hacia el tubo de observacién nuevamente y se dejaron en reposo por
24 horas bajo condiciones controladas de temperatura entre 25 °C y 30 °C vy
humedad relativa entre 60% y 90%. Luego de transcurridas las 24 horas se
registraron los datos de mortalidad, temperatura y humedad relativa en un
formulario (Ver Anexo 2 Y 3).

Para la evaluacion de insecticidas piretroides, se registré el nimero de mosquitos
caidos cada 10 minutos durante el periodo de exposicién y a las 24 horas el
porcentaje de mortalidad y recuperacion.

4.6 ENSAYOS BIOQUIMICOS.

Las poblaciones de mosquito de los sectores El Cortijo y Botero fueron sometidas
a pruebas para la deteccion de posibles mecanismos bioquimicos implicados en la
resistencia a los principales insecticidas utilizados en el municipio para su control.
Los mecanismos evaluados incluyeron Esterasas no especificas (NSE),
Monoxigenasas y Acetilcolinesterasas Inhibida por Propoxur. La actividad de las
enzimas se determind segun la metodologia de Brogdon ®’. Un promedio de 30 a
60 mosquitos de la cepa Botero fueron analizados para cada prueba, mientras que
en la cepa El Cortijo se analizé un promedio de 30 a 60 individuos, la deteccién
de cada enzima fue realizada tres veces en el mismo mosquito y al final se
promediaron los valores de absorbancia obtenidos por las replicas del mismo

mosquito.

4.6.1 Deteccidén de Esterasas no Especificas.

Los mosquitos fueron homogenizados individualmente en 100 uL de buffer fosfato
de potasio a 0.01M, pH 7.2 y diluidos a 1 mL. Alicuotas de 100 puL de cada
homogenizado fueron transferidas a los pozos de las placas de microtitulacion.
Seguidamente se le anadié 100 uL de B- Naftil acetato a cada celda y se incubé a
temperatura ambiente por 10 min. Luego se le adicioné 100 pyL de Dianisidine a
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cada pozo, se incubo por 2 min y se leyo la absorbancia a una densidad o6ptica de
540 nm.

4.6.2 Deteccion de Monoxigenasas (Citocromo P*?).

Los insectos fueron individualmente homogenizados en 100 pL de buffer fosfato
de potasio a 0.01M, pH 7.2 y diluidos a 1 mL. Alicuotas de 100 puL de cada
homogenizado fueron transferidas a los pozos de las placas de microtitulacion.
Seguidamente se le adicionaron 200 uL de TMBZ (3, 3, 5, 5,- tetrametil-
benzodine dihidroclorado) y 25 uL de peréxido de hidrégeno (H20,) al 3%. Luego
se incub6 por 5 min. y posteriormente se realiz6 la lectura a una densidad 6ptica
de 620 nm.

4.6.3 Deteccion de Acetilcolinesterasa Insensible.

En los pozos de la placa se coloco 100 puL de cada muestra del homogenizado de
mosquito y se le afadié 100 pL de solucién substrato acetilcolina yodada (ATCH)
con Propoxur. Seguidamente se le anadi6 100 pyL de DTNB (ditio-bis-2- acido
nitrobenzoico). Inmediatamente se ley6 la absorbancia a una densidad éptica de
414nm, que corresponde al To. Posteriormente se leyé nuevamente a los 10 min a

la misma densidad 6ptica, correspondiente al To.

4.7 CRITERIOS DE EVALUACION.

El estado de susceptibilidad/resistencia de las poblaciones del mosquito expuestas
en los bioensayos con papeles impregnados fue evaluado de acuerdo a los
criterios de interpretacién de la OMS . Asi:

El 98-100% de mortalidad indica susceptibilidad.
Menos del 80% indica resistencia.
Entre el 80 y 98% Vigilancia.
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Los resultados de las enzimas presentes en Aedes aegypti de la ciudad de
Sincelejo fueron comparados con los resultados arrojados por la cepa susceptible
Rockefeller del Instituto Nacional de Salud de Colombia para establecer si las
enzimas implicadas en la resistencia a insecticidas se encontraban incrementadas

con relacion a la cepa susceptible.
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5. RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACION DE LARVAS Y ADULTOS DE Aedes aegypti.

La identificacion de las larvas y adultos de Aedes aegypti se realizd teniendo en

cuenta sus caracteristicas morfologicas:

Larvas:

+ Cuatro estructuras de la cabeza de la larva del mosquito son importantes en
su identificacién: la antena, seta prenatal, seta inferior de la cabeza y seta
superior de la cabeza.

+ El térax presenta muchas setas, tiene cuatro espinas laterales oscuras, dos
a cada lado del térax en la bese de las setas plumeas laterales y el
tegumento es liso (Figura 7 A).

+ En el octavo segmento del abdomen hay pequenas estructuras llamadas
dientes del peine, que en conjunto forman un peine. Los dientes del peine
son pocos en numero y arreglados en una sola hilera (Figura 7 B).

+ El sifébn es una estructura corta y cilindrica sobre el octavo segmento
abdominal. Una hilera de dientes pequefios en forma de peine llamada

pecten (palabra latina para peine) esta presente en el sifon (Figura 7 D).

+ El segmento anal que nace del octavo segmento abdominal presenta una
placa anal, la cual tiene un pelo lateral doble (Figura 7 C).

Adultos:

+ Carecen de anillo de escamas blancas en la proboscis.
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Las escamas en las patas estan formadas por bandas de color plateado.
Los tarsos presentan bandas basales en cada segmento.

Las hembras presentan antenas con pelos cortos y escasos, los machos
tienen antenas plumosas con pelos largos y abundantes (Figura 7 F y G).

En las hembras los palpos son de un tercio o menos de longitud que la
proboscis y en los machos son del tamafio de la proboscis (Figura 7 F y G).

Las escamas en el mesonotum consisten de lineas plateadas, las cuales

forman una lira. A su vez los palpos son plateados (Figura 7 E Y H).
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Imagen 7. Identificacion de larvas y adultos de Aedes aegypti en el laboratorio:
A. Torax de una larva: B. Dientes del peine: C. Segmento anal: D. Pecten en el
sifon: E. Adulto hembra: F. Palpos largos en un adulto macho: G. Palpos cortos en

una hembra: H. Mesonotum.
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5.2 BIOENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA A TEMEFOS EN
LARVAS.

La poblacion larval de estudio estuvo constituida por un total de 300 larvas, 200
pertenecientes al sector El cortijo y 100 al sector Botero.

Las dos poblaciones del mosquito presentaron niveles de mortalidad compatibles
con resistencia (12.25% y 79.68% respectivamente). El porcentaje de mortalidad
de la poblacién el Cortijo fue bastante bajo, lo que indica un alto nivel de
resistencia a la dosis diagnostica de Temefos 0,012 ppm (Tabla 2).

La cepa Rockefeller (control) mostré un porcentaje de mortalidad de 100%,
validando los resultados obtenidos.

Cepa Larvas % Mortalidad Estado de Resistencia
Expuestas
Rockefeller 100 100 Susceptible
Cortijo 200 12.25 Resistente
Botero 100 79. 68 Resistente

Tabla 2. Bioensayos en larvas de Aedes aegypti evaluando la dosis diagndstica
(0.012 ppm.) para Temefos.

5.3 BIOENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA EN ADULTOS.

Un total de 2.495 hembras de Aedes aegypti pertenecientes a los sectores El
Cortijo y Botero fueron expuestas a papeles impregnados con DDT 4%, Malatién
5%, Fenitrotiébn 1%, Lambdacyhalotrina 0,05% y Deltametrina 0,05% (Tablas 3 y
4).
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Insecticidas Individuos % de Mortalidad Estado de
Expuestos 24 horas. Susceptibilidad.

DDT 190 5.8 Resistente

Malation 290 100 Susceptible

Fenitrotion 279 94.13 Susceptible

Lambdacialotrina 264 81.45 Susceptible

Deltametrina 263 95.19 Susceptible

Tabla 3. Estado de susceptibilidad a

insecticidas organofsforados,

al

organoclorado DDT y piretroides en adultos de Aedes aegypti de el sector El

Cortijo.
Insecticidas Individuos % de Mortalidad 24 Estado de
Expuestos horas. Susceptibilidad.
DDT 268 9.08 Resistente
Malation 244 100 Susceptible
Fenitrotion 253 98.50 Susceptible
Lambdacialotrina 271 84.91 Susceptible
Deltametrina 272 95.58 Susceptible

Tabla 4. Estado de susceptibilidad a
organoclorado DDT y piretroides en adultos de Aedes aegypti del sector Botero.

insecticidas organofsforados,

al
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Segun los criterios establecidos por la OMS, la cepa Cortijo mostré una
mortalidad de 5,8 % que indica resistencia a DDT, es 100 % susceptible a
Malation. También se observa una disminucion de la susceptibilidad frente a los
insecticidas Fenitrotiébn, Lambdacyhalotrina y Deltemetrina, estado que debe ser
vigilado periédicamente (Figura 5).

100
90 -
80
70
60
50
40
30
20
10

% Mortalidad

DDTn:190 Malation  Fenitrotion Lambdan: Delta n:
n:190 n: 279 264 263

Figura 5: Porcentaje de Mortalidad en Adultos de Aedes aegypti de la cepa Cortijo

expuestos a papeles impregnados con insecticidas.

En la poblacion de hembras de Aedes aegypti del sector Botero se observo un
porcentaje de mortalidad de 100% y 98,5% al ser expuesta a los insecticidas
Malation y Fenitrotibn respectivamente, esto revela la susceptibilidad de la
poblacion a estos insecticidas organofosforados, mientras que la cepa es

resistente a DDT vy la susceptibilidad a los piretroides Lambdacyhalotrina y
Deltemetrina es disminuida (Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje de Mortalidad en Adultos de Aedes aegypti de la cepa Botero
expuestos a papeles impregnados con insecticidas.

5.4 ENSAYOS BIOQUIMICOS.

Se aplicaron pruebas bioquimicas para determinar el nivel de B esterasas,

Citocromo P*®

y Acetilcolinesterasa Inhibida en cepas de Aedes aegypti de los
sectores El Cortijo y Botero.

Los valores de absorbancia para cada una de las enzimas se compararon con
relacion al punto de corte obtenido con la cepa Rockefeller de referencia para

Aedes aegypti del laboratorio de entomologia del Instituto Nacional de Salud.
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El punto de corte de la cepa para las enzimas 3 esterasas fue de 0.408, para
Citocromo P*° fue de 0.663 y para la Acetilcolinesterasa Inhibida con Propoxur de
0.01978.

En los resultados obtenidos se observa que el 23% de la poblacién de Aedes
aegypti del sector Cortijo presenta valores de absorbancia para B esterasas por
encima del punto de corte (0.408). En el 77% de la poblacién no se evidencia
incremento en el nivel de las enzimas (Figura 7). Esto sugiere que las enzimas 8
esterasas no estan actuando como mecanismo en la resistencia al
organofosforado Temefés que se observa en poblacién larval del insecto

perteneciente a esta cepa.

Las cepas de Aedes aegypti de Botero muestra incrementos en la actividad de las
enzimas 3 esterasas, el 66,6% de la poblacién presenta valores de absorbancia
para B esterasas por encima del punto de corte (Figura 8).

El incremento de estas enzimas es un mecanismo responsable de la resistencia a

los insecticidas organosfosforados y piretroides.

La distribucién de la frecuencia de los valores de absorbancia obtenidos para las
enzimas oxidasas de funcién maltiple (Citocromo P*°) se muestra en las figuras 9-
10. Las poblaciones evaluadas mostraron valores de absorbancia inferiores al
punto de corte (0,663). Estos resultados confirman los obtenidos en los
bioensayos, teniendo en cuenta que el incremento de las oxidasas de funcién
multiple confiere resistencia a los insecticidas piretroides.

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas para la deteccién de la
enzima Acetilcolinesterasa insensible, indican que las poblaciones del mosquito de
los sectores estudiados no presentan alteraciones en la enzima, esto se refleja en
los valores de absobancia que son muy bajos, al igual que los de la cepa
susceptible Rockefeller (figuras 11-12).
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Figura 7. Valores de absorbancia para B esterasas de una cepa de Aedes aegypti

del Sector El Cortijo.

Adsorbancia Frecuencia
0.1 55
0.2 3
0.3 1
0.4 6
0.5 13
0.6 9
0.7 1
0.8 0

Tabla 5. Valores de absorbancia para (3 esterasas en la cepa El Cortijo.
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Figura 8. Valores de absorbancia para B esterasas de una cepa de Aedes aegypti

del Sector Botero.

Adsorbancia Frecuencia

0.1 0
0.2 1

0.3 12
0.4 14
0.5 13
0.6 9
0.7 4
0.8 0

Tabla 6. Valores de absorbancia para 3 esterasas en la cepa Botero.
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Figura 9. Valores de absorbancia para Oxidasas de Funciéon Mixta en una cepa
de Aedes aegypti del Sector El Cortijo.

Adsorbancia Frecuencia

0.084 1

0.113 3
0.142 11
0.171 21
0.201 16
0.230 18
0.259 12
0.288 4

0.317 0

Tabla 7. Valores de absorbancia para Citocromo P450 en la cepa El Cortijo.
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Figura 10. Valores de absorbancia para Oxidasas de Funcion Mixta en una cepa

de Aedes aegypti del Sector Botero.

Adsorbancia Frecuencia
0.1 0
0.2 7
0.3 31
0.4 5
0.5 1
0.6 1
0.7 1
0.8 0

Tabla 8. Valores de absorbancia para Citocromo P450 en la cepa Botero.
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Absorbancia

Figura 11. Valores de absorbancia para Acetilcolinesterasa Inhibida en una cepa
de Aedes aegypti del sector El Cortijo.

Adsorbancia Frecuencia

0 1

0.0016 1

0.0033 1

0.005 14

0.0066 18

0.0083 14

0.01 9

Mayor 5

Tabla 9. Valores de absorbancia para AChE Insensible en la cepa El Cortijo.
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Figura 12. Valores de absorbancia para Acetilcolinesterasa Inhibida en una cepa
de Aedes aegypti del sector Botero.

Adsorbancia Frecuencia

0.001 0 0.009 6
0.002 3 0.01 3
0.003 1 0.02 6
0.004 0 0.03 0
0.005 2 0.04 0
0.006 2 0.05 2
0.007 1 0.06 0
0.008 1

Tabla 10. Valores de absorbancia para AChE Insensible en la cepa Botero.




6. DISCUSION

Los insecticidas usados en Colombia para el control de epidemias de dengue y
dengue hemorragico transmitidas por Aedes aegypti son principalmente
insecticidas organofosforados como Malation contra los adultos y Temefos contra
las fases larvarias. Estos insecticidas han sido histéricamente utilizados en
muchos paises de América Latina y del mundo por su baja toxicidad en mamiferos
y por su bajo costo comparado con otros insecticidas tales como los piretroides o
carbamatos. Ademas el Temefdés ha sido el insecticida recomendado por la

Organizacion Mundial de la Salud para uso en agua potable.

Los bioensayos con la dosis diagnostica de Temefds evaluada en larvas de Aedes
aegypti de la ciudad de Sincelejo revelan porcentajes de mortalidad compatibles
con resistencia al insecticida, esta resistencia puede ser atribuida a la continua
presion de seleccién ejercida por este agente como resultado de las campanas de
control de vectoresl por mas de 20 anos. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Mazarri et al 1995 en Venezuela, donde observaron moderados
niveles de resistencia a Temefés en dos cepas colectadas en las localidades de
Coro y Maracay *°. En el afio 2003 se reportd resistencia al insecticida en un
estudio realizado en varios municipios de Rio de Janeiro, Brasil 8, también se
observé una disminucion de la susceptibilidad a este larvicida en un estudio
realizado desde 1992 hasta 2002 en 15 poblaciones de Aedes aegypti del norte y
centro de ltalia ®. De igual forma en Colombia existen reportes de resistencia al
quimico en poblaciones de Aedes aegypti procedentes de Cartagena, Cali y Buga
sometidas a un extenso uso del insecticida °. Aedes aegypti es capaz de
desarrollar altos niveles de resistencia a Temefds después de una intensa presion

de seleccion en condiciones de laboratorio ”'.
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De acuerdo a los criterios establecidos por la OMS, la poblacién adulta de los
sectores evaluados es resistente al organoclorado DDT, esta resistencia esta muy
distribuida en las especies de mosquitos de importancia médica. En 1947, tan solo
un afno después de la introduccion de insecticidas para el control de vectores, se
notificaron los primeros casos de resistencia a DDT en Aedes taeniorhynchus

2. Desde entonces se han sefalado

(Weidemann) y Aedes solicitans (Walker)
mas de 100 especies de mosquitos resistentes a uno o mas insecticidas 2', de las
cuales 56 son Anophelinos y 39 Culicinos, ademas de triatominos, pulgas, piojos y
garrapatas “®. En Colombia, el amplio uso del DDT en areas rurales malaricas por
cerca de 35 afos, puede explicar el que se haya encontrado niveles de
supervivencia compatibles con resistencia en los insectos de las dos poblaciones
evaluadas "*. Existen registros de resistencia a DDT y Temefés en diferentes
especies de Anopheles y Aedes aegypti en el pais, los cuales sugieren que las
poblaciones de vectores presentan caracteristicas genéticas favorables para la

emergencia de resistencia cuando éstas son presionadas por insecticidas ”°.

En esta investigacion se evidencia susceptibilidad para Malatién y Fenitrotion en
las poblaciones adultas de Aedes aegypti de Sincelejo, estos organofosforados
son principalmente usados en situaciones de emergencia contra brotes de Dengue
en el municipio. Es de resaltar que a pesar del uso intenso de Malatién en las
campanas de control de Aedes aegypti en la region del Caribe por mas de 25
afios, existen pocos reportes de resistencia en el mosquito a este insecticida '* ®
8 No obstante, hay notables diferencias en cuanto a los niveles de resistencia a
este insecticida y sus mecanismos en Culex quinquefasciatus, especie que
también ha sido sometida a presion de seleccion con el insecticida Malatiéon en
ambiente urbano 8" Algunos estudios muestran que la seleccién con Malatién en
Culex quinquefasciatus por 22 generaciones increment6 la resistencia a 1208
veces %, Mientras que, cepas de Aedes aegypti que han sido presionadas en el
laboratorio con Malatién, se ha observado solo un incremento de 3y 5 veces®

después de sucesivas generaciones de selecciéon. Existe algin mecanismo, tanto
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en condiciones de laboratorio como en el campo, que impide la evolucién de la
resistencia a este insecticida en Aedes aegypti, pero su uso extenso si podria
generar resistencia a otros insecticidas, los cuales son esenciales para el control
de mosquitos %°.

La disminucidbn de la susceptibilidad encontrada frente a los piretroides
Lambdacyhalotrina y Deltemetrina revela la importancia de que el estado de estos
insecticidas sea continuamente vigilado por las entidades de control pertinentes ya
que la emergencia de resistencia a estos plaguicidas puede aparecer con el
tiempo, teniendo en cuenta ambas poblaciones del insecto son altamente
resistentes al DDT y se ha reportado que existe el fenémeno de resistencia

cruzada entre estos tipos de productos %9,

Ademas es importante monitorear permanentemente este estado de
susceptibilidad a estos piretroides debido a que el uso de insecticidas por parte
del publico en general es considerado como uno de los principales factores que
inducen presién de seleccién en insectos, y un amplio rango de insecticidas

accesibles comercialmente tienen como ingrediente activo piretroides.

La sobreproduccién de esterasas no especificas es el mecanismo involucrado en
la resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos 2 3%°6°7  Gjn
embargo, en el presente estudio no existié consistencia entre el nivel de actividad
de las enzimas B esterasas y la resistencia a Temefds en la cepa Cortijo ya que
la poblacion presenta bajos niveles de actividad enzimatica, esto sugiere que
dicho mecanismo no esta implicado en la resistencia al insecticida. De igual forma,
en la determinacién del mecanismo de Acetilcolinesterasa Insensible en esta cepa
no se observé la presencia de alteraciones en la enzima, por lo cual este
mecanismo tampoco es el responsable de la resistencia al larvicida. De acuerdo a
estos resultados, se sugiere una asociacion entre enzimas glutation — S —
transferasas (GSTs) como posible mecanismo de resistencia para el larvicida

Temefés en esta cepa de estudio %9,
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La resistencia a Temefds presente en la poblacion de Aedes aegypti del sector
Botero estuvo asociada al incremento de la actividad de B esterasas , esto
concuerda con los resultados obtenidos en Estados Unidos ’', Venezuela * y
Trinidad *°. Por otra parte, se evidencia que no hay alteraciones en la enzima
Acetilcolinesterasa presente en la poblacidén del insecto del sector Botero, por ello
este mecanismo no es el responsable ni participa en la resistencia al Temefés.

En el caso de las oxidasas de funcién multiple (Citocromo P*9), las dos
poblaciones presentaron bajos los niveles de esta enzima, esto concuerda con los
resultados de los bioensayos ya que estas cepas no son resistentes a los
piretroides. Las oxidasas de funcion multiple solas o en combinacion con
esterasas y glutation-s-transferasas juegan un papel clave en la resistencia a

insecticidas piretroides fundamentalmente 2'-3% 9697,

El mecanismo responsable de la resistencia a DDT en las cepas estudiadas no fue
determinado, no obstante, se ha implicado a un grupo de Glutation-S-Transferasas
como mecanismo de resistencia a este insecticida, las bases moleculares de esta
resistencia basada en glutation-s-transferasas ha sido principalmente investigado
en la mosca doméstica y en los mosquitos Anopheles gambiae y Aedes aegypti
21309598 Asimismo, existe otro mecanismo relacionado con la aparicién de esta
resistencia, es la insensibilidad en el sitio de accion de este insecticida, los
canales dependientes de sodio en el sistema nervioso central del insecto, por
causa de sustituciones como Leucina (Leu) por Fenilalanina (Phe) o Serina (Ser)

en los genes que codifican las proteinas que forman el canal 2!+ 3098100,
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7. CONCLUSIONES

La resistencia a Temefos desarrollada por la poblacién de Aedes aegypti presente
en los sectores El Cortijo y Botero de la ciudad de Sincelejo es una consecuencia
directa del uso en gran escala de este insecticida organofosforado como larvicida

contra los brotes de Dengue en el municipio.

Los insecticidas piretroides pueden ser utilizados como una opcion por los
programas de control de vectores en la ciudad de Sincelejo, siempre y cuando el
estado de susceptibilidad/resistencia del mosquito Aedes aegypti frente a ellos
sea periédicamente vigilado debido a que todas las poblaciones evaluadas
mostraron una disminucion de la susceptibilidad, al igual que resistencia al

organoclorado DDT.

Las poblaciones de Aedes aegypti evaluadas de la ciudad de Sincelejo presentan
alta susceptibilidad a los insecticidas organofosforados Malatién y Fenitrotion, lo
que indica que estos insecticidas son opciones eficaces en las estrategias de los
programas de control para disminuir la densidad del insecto y evitar asi la
propagacion de la enfermedad.

Se confirma que el incremento en la actividad de las enzimas 3 esterasas estan
involucradas en la resistencia al organofosforado Temefds en las poblacién de
Aedes aegypti del sector Botero. Se evidencia la existencia de otro mecanismo
que esta causando la resistencia al mismo insecticida en la poblacion de Aedes
aegypti del sector El Cortijo.

64



Se demuestra que el mecanismo de Acetilcolinesterasa insensible no es
responsable de la resistencia al insecticida Temefds en las poblaciones de Aedes

aegypti de los sectores Cortijo y Botero.
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8. RECOMENDACIONES

Se hace necesario continuar el monitoreo de la susceptibilidad a insecticidas en
las poblaciones de Aedes aegypti de la ciudad de Sincelejo para brindar
informacion fundamental que ayude a la toma de decisiones sobre el uso correcto
de insecticidas.

Para el caso de las poblaciones Aedes aegypti de los sectores Cortijo y Botero, al
detectarse resistencia al Temefds, es recomendable evaluar otras alternativas de
control como peces larvivoros, Inhibidores de crecimiento 6 agentes de control
biolégico como Bacillus thuringiensis var. Israeliensis que pudieran ser
implementados en el control de las larvas de Aedes aegypti.

Se recomienda evaluar constantemente el estado de susceptibilidad de los
piretroides para prolongar su vida util por parte de los programas de control

vectorial.

Implementar un sistema integrado en el manejo de vectores que incluya el uso
alternativo de insecticidas organofosforados y  piretroides en un sistema
rotacional, aprovechando que tienen diferentes sitios de accién, de forma que
retarde la aparicién de resistencia.

Determinar el mecanismo bioquimico o molecular responsable de la resistencia al
Insecticida DDT en las dos poblaciones de Aedes aegypti evaluadas en este
estudio, al igual que el mecanismo involucrado en la resistencia al

organofosforado Temefds en la cepa del Cortijo.
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ANEXO 1

FORMATO DE REGISTRO DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD EN LARVAS DE

Departamento:
Fecha de la Prueba:

Tipo de Insecticida:

Localidad:
Responsable:

Insecticida:

Aedes aegypti A INSECTICIDAS.

Temperatura: Humedad Relativa:
Replica 1 Replica 2 Replica 3 Totales
Concentracion Muertos Pupas | Total | %| Muertos Pupas | Total | %| Muertos | Pupas | Total | %| Muertos | Pupas | Total | %
OBSERVACIONES:
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ANEXO 2

FORMATO DE REGISTRO DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE
SUSCEPTIBILIDAD EN ADULTOS DE Aedes aegypti A INSECTICIDAS.

Departamento:

Fecha de la Prueba:

Tipo de Insecticida:

Localidad:

Responsable:

Insecticida:

Temperatura: Humedad Relativa:
Tubo N2 | Individuos | Mortalidad | Mortalidad % %Mortalidad
Expuestos 1 hora 24 horas | Mortalidad Abbot
1
2
3
4
5
6
Control

OBSERVACIONES:
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ANEXO 3

FORMATO DE REGISTRO DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD EN ADULTOS DE
Aedes aegypti A INSECTICIDAS PIRETROIDES.

Departamento:
Fecha de la Prueba:
Tipo de Insecticida:

Temperatura:

Localidad:
Responsable:

Insecticida:

Humedad Relativa:

Tubo | Individuos
2 Expuestos

Efecto Knockdowm

%
Recuperacion

Mortalidad
24 horas

%
Mortalidad

% M
Abbot

10

20 | 30 | 40 | 50

60

B W DN

Control
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ANEXO 4

NUMERO DE CASAS A INSPECCIONAR EN UNA LOCALIDAD
VIGILANCIA ENTOMOLOGICA DE Aedes aegypti.

Numero de casas en el Numero minimo de casas a
conglomerado inspeccionar
1-50 Todas las casas

51 -100 50
101 — 200 75
201 - 300 120
301 — 401 150
400 - 500 171
501 — 1000 189
1001- 5000 231
5001 — 10000 285
» 10000 300

84



85



