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RESUMEN

Introduccion:Ante situaciones de brotes o epidemias de dengue, se requiere de la aplicacion
de insecticidas con el propésito de matar los mosquitos que probablemente estan infectados y
de esa forma interrumpir la transmision. En situaciones de riesgo, se requiere mantener la
densidad de mosquitos baja. El programa de ETV utiliza generalmente insecticidas
organofosforados: temefos y malation. La presidn de seleccién con temefos ha generado
resistencia en aproximadamente el 70% de las poblaciones de Aedes aegyptien algunos sitios
de Colombia. Sin embargo, las pruebas se han realizado con la dosis diagndstica, y no se han
calculado los Grados de Resistencia. Al malation, a pesar de su uso extensivo, no se ha

presentado resistencia.

Objetivo: Determinar la susceptibilidad alos insecticidas organofosforados temefos y malation,
los grados de resistencia (GR) en poblaciones de Aedes aegyptiLinnaeus 1762 (Diptera:

Culicidae) y evaluar la implicacién de la resistencia a temefos ensu eficacia.

Metodologia: Se realizaron pruebas de susceptibilidad con el método de la botella (CDC) para
determinar la susceptibilidad de mosquitos adultos al insecticida malation D (dx):100ug/ml y
T(dx) 30 min) y con la metodologia de la OMS para determinar los grados de resistencia de
larvas al temefos. Se evaluaron concentraciones que arrojaron mortalidades entre el 2 y 98%
para determinar los grados de resistencia (GRsp). Se evalud la implicacion de los GR en la
eficacia del temefos en poblaciones con GRsy = 10 en condiciones de laboratorio con y sin
recambio diario de agua. Se realizaron pruebas bioquimicas de oxidasas de funcion mixta OFM,
PNPA — esterasas, esterasas no especificas (B), y acetilcolinesterasa (AchE) modificada con el
fin de detectar el mecanismo involucrado en la resistencia a temefos en las poblaciones que
presentaron GRso = 10. Los perfiles enzimaticos de la poblacion evaluada se compararon con la
cepa de referencia susceptible Rockefeller mediante una prueba t —student. Se calculo el
percentil 99 de la cepa de referencia para cada una de las enzimas evaluadas y el porcentaje
de individuos de la poblacion de campo con actividad enzimatica superior al percentil 99 de la
cepa Rockefeller.La actividad enzimatica se clasific6 como no alterada, alteracion incipiente y
alteracion cuando los porcentajes de la poblacion se encontraron de (0-15%), (15-50%) y >50%

respectivamente.



Resultados: Todas las poblaciones evaluadas fueron susceptibles al organofosforado
malation.Las poblaciones de Santander de Quilichao y Puerto Tejada del Cauca y Maicao y
Riohacha de La Guajira fueron susceptibles al temefos presentando GRsyentre 1.2 a 2.08. La
poblacion de Juan de Acosta, Atlantico presentd resultados compatibles con vigilancia y la
poblacion de La Mesa 1 fue resistente (GRso: 14.5). Se encontraron diferencias altamente
significativas en la eficacia del temefos entre la cepa de La Mesa, la cepa susceptible de
referencia, el factor recambio y sin recambio diario de agua. La eficacia del temefos, sin
recambio diario de agua fue del 100% hasta la semana 11 para la cepa Rockefeller y hasta la
semana 7 para la cepa de campo, con recambio de agua, la eficacia fue del 100% hasta la
cuarta y segunda semana respectivamente. Adicionalmente en la poblacién de La Mesa se
encontro alteracion de las enzimas f - esterasas y AchE modificada. No se encontr6 alteracion

para las enzimas OFM y PNPA — esterasas respecto a la cepa Rockefeller.

Conclusiones:Para la caracterizacién de la resistencia al temefos se requiere de la evaluacién
con dosis diagndstica, determinacion de grados de resistencia y asociacion de la resistencia con
la eficacia del producto. La pérdida de la eficacia del temefos en la poblacion de Aedes aegypti
del municipio de La Mesa, bajo condiciones de laboratorio esta asociada con la resistencia de
esta poblacion al insecticida, confirmada con los grados de resistencia (GRso> 10: 14.5). Los
niveles elevados de enzimas [p-esterasas y AchE modificada en la cepa de La Mesa,
demuestran que la resistencia bioquimica juega un papel importante en la manifestacién de la

resistencia al insecticida temefos en este municipio.

Palabras clave:grados de resistencia, eficacia, bioquimica, temefos, malation, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Introduction:When there are dengue outbreaks, the application of insecticides is required with
the purpose of killing the probable infected mosquitoes, there by interrupting transmission. In at-
risk situations, it is important to maintain low mosquito density. The ETV program generally uses
organophosphates insecticides temephos and malathion. Pressure with temephos has
generated resistance in at least 70% of the Aedes aegypti population in some places around
Colombia. However, the test had been carrying out with diagnostic doses, and the degrees of
resistance have not been calculated so far. There is no malathion resistance, even though it is

used extensively.

Objective: To determine susceptibility to the insecticide malathion and degrees of resistance
(DR) to the insecticide temephos in populations of Aedes aegypti Linnaeus 1762 (Diptera:
Culicidae) and assess the implication of resistance to temephos in their effectiveness.

Methodology: Susceptibility tests were conducted using the CDC bottle assay to determine the
susceptilbility of adult mosquitoes to the insecticide malathion (D (dx):100ug/ml y T(dx) 30 min).
Susceptibility tests were also conducted using the WHO method to determine larval grades of
resistance to temephos. Concentrations that caused mortality rates between 2 and 98% were
evaluated to determine degrees of resistance (DR50). The implications of DR in the temephos
efficacy in population with DRso> 10 in laboratory conditions with and without daily change of
water wereevaluated. Biochemical test of oxidades of mixed function OFM, PNPA — esterase
non specified (B), and acetilcolinesterase (AchE) modified were performed to detect the
mechanism associated with the resistance to temephos within the populations that showed
DRse> 10. The enzymatic profiles of the evaluated population were compared to the susceptible
strain labeled Rockefeller through a test t-student. The 99th percentile of the reference strain for
each of the enzymes was calculated and the percentage of individuals of the field population
with enzyme activity superior to the 99% of the Rockefeller strainwere calculated. The enzymatic
activity was classified as not altered, incipient alteration and altered when percentages of the

population were found (0-15%), (15-50%) and >50% respectively.

Results: All evaluated populations were susceptible to malathion. Populations from Santander
de Quilichao and Puerto Tejada of Cauca, Maicao and Riohacha of Guajira were susceptible to

temefos showing GRs, between 1.2 to 2.08; the population from Juan de Acosta, Atlantic



showed results compatible with surveillance and the La Mesa population was resistant (GRs:
14.5). A significant difference in the temephos efficacy between the Mesa strain and the
susceptible strain of reference was found, with or without daily changing water. In the Mesa
population, alteration of enzymes B-esterase and AchE were found, but not for alteration of

enzymes OFM and PNPA — esterase with respect to the Rockefeller strain.

Conclusions:To characterize resistance to temefos an evaluation using diagnostic doses,
determinining resistance grades and association of resistance with efficacy of product are
required. Lost of efficacy of temefos in the Aedes aegypti from La Mesa, under laboratory
conditions was associated with resistance in this population, confirmed with resistance grades

(GRsp> 10: 14.5) high levels of enzymes B esterase and AchE of the Mesa strain.

Key words: degrees of resistance, efficacy, temephos, malathion, Aedes aegypti.



1. INTRODUCCION

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos vectores mas frecuente en el
mundo (Gibbson et. al 2002). En la actualidad, no existe quimioterapeutica o vacuna disponible
para la enfermedad del dengue y la Unica forma de controlarla es mediante la eliminacion del
vector o reduccién de su densidad a niveles extremadamente bajos (Bisset, J 2002). Las
acciones de control estan encaminadas a eliminar o interrumpir la transmisién de la enfermedad
a través de estrategias como movilizacién y comunicacién social, la educacién sanitaria
individual, familiar e institucional para el cambio de conductas de riesgo, participacion
comunitaria y aplicacion de productos biolégicos y quimicos que afecten el desarrollo de los
vectores. Sin embargo, la actividad mas ampliamente utilizada es el control quimico dirigido
particularmente a disminuir la densidad de los mosquitos con el fin de interrumpir la transmision

de la enfermedad en caso de brotes y epidemias.

En Colombia, en la década de los setentas, para el control del vector del dengue se usaron los
organofosforados fention y temefos para tratamiento perifocal y focal respectivamente (Motta
1976) y posteriormente en los afios ochenta el organofosforado malation se introdujo como
adulticida. Actualmente, para la prevencion y control de Ae. aegypti, el Ministerio de la
Proteccién Social recomienda la aplicacién de insecticidas s6lo en casos de brotes o epidemias
o ante la confirmacion de casos de dengue grave, de tal manera que en los programas de
control de ETV departamentales se ha implementado el uso del larvicida temefos, considerado
como uno de los mejores quimicos para el control de formas larvarias de esta especie
(Rodriguez et al. 1997; Alvarez et al. 2006, Maestre et al. 2009), siendo junto con el

adulticidamalation, uno de los insecticidas de preferencia para el control del dengue.

La presion de seleccion mediante el uso de estos productos quimicos, ha ocasionado la
aparicion de la resistencia a insecticidas, la cual representa una amenaza para la eficacia del
control vectorial. Esta condicion en Ae. aegyptial temefos y al malatién se ha extendido por
todo el Caribe y en algunos paises de América del Sur y América Central, ademas de la

resistencia a fenitrotion desarrollada en otros paises(OPS 1995, Montada et. al 2007).

El fendmeno de la resistencia a insecticidas en los vectores se convierte en una limitante para el

manejo de los programas de control, debido a que surge la necesidad de usar
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nuevasmoléculas, las cuales pueden ser escasas, de alto costo y presentar un grado de
toxicidad mayor a las moléculas comunmente empleadas, causando efectos adversos en

organismos no blanco (Giraldo et. al 2008).

Para Colombia, no se ha presentado resistencia al organofosforado malatién, sin embargo el
primer reporte de resistencia al larvicida temefos se registréo en la década de los 90s en el
departamento de Valle del Cauca, Cali (Suarez et. al 1996). Desde entonces se ha reportado
resistencia a este larvicida en aproximadamente el 70% de las poblaciones evaluadas en el
pais, encontrandose resistencia a la dosis diagnéstica (0.012 ppm) en algunos sitios puntuales
de los departamentos de Santander, Caqueta, Norte de Santander, Antioquia, Cundinamarca,
Sucre, Meta, Narifio, Guaviare, Huila y Cauca (Gonzalez et. al 2005, Anaya et. al 2007;
Fonseca et. al 2007; Salazar et. al 2007; Santacoloma et. al 2007).

Los estudios recientes de resistencia de Ae. aegypti a insecticidas de uso en salud publica
empleados para el control del dengue concluyen que la resistencia al temefos se puede explicar
no solamente por la alta presion de seleccidn ejercida por este insecticida, el cual se emplea
rutinariamente para el control de larvas de Ae. aegypti, sino también porque en algunos sitios
del pais existe falta de sostenibilidad de los programas de control de vectores de interés en
salud publica debido a la reestructuracion de los Servicios Seccionales de Salud y a la
inestabilidad laboral de los funcionarios pertenecientes a estas, lo cual impide que se realice el
seguimiento y evaluacion necesaria de las intervenciones (Ocampo et. al 2008).
Adicionalmente, otra de las causas se debe a la presion de seleccion realizada directamente por
la comunidad debido a la adquisicién por compra del producto quimico, quienes emplean este

tipo de medida aun ante la ausencia de casos de dengue.

Por lo anterior y considerando que los programas de control departamentales deben contar con
elementos técnicos para la toma de decisiones en control vectorial, surge la necesidad
decaracterizar el fenémeno de la resistencia de Ae. aegytpi a los insecticidas organofosforados
de mayor uso para el control del dengue, determinando sus niveles de resistencia, su eficacia y
los mecanismos bioquimicos involucrados, con el fin de optimizar el uso racional de estos

insecticidas o proponer nuevas alternativas de control.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En Colombia, el comportamiento del dengue es endémico con brotes a nivel nacional, eviden
epidémicos. La distribucion de los brotes cia que el 70% de los casos de dengue y dengue
grave entre los afos 1999 y 2010 estan asociados a 53 municipios, los cuales presentan la
mayor carga de enfermedad y de estos, el 50% pertenecen a 18 departamentos. Dentro de
estos, Atlantico y Cundinamarca son los departamentos que histéricamente han tenido mayor
transmision de dengue y hacen parte de la priorizacion para vigilancia en el pais. Los
departamentos de La Guaijira y Cauca, a pesar de no encontrase dentro de los prioritarios por el
reducido numero de casos que aportan para el pais, se encuentran en vigilancia regular. Para
el afio 2010, el pais experimentd la mas grande epidemia de dengue en su historia, reportando
146.354 casos de dengue, 5.420 de dengue grave y 208 muertes por este evento, con una
letalidad de 2.22% (MPS 2011). Estos datos en el pais reflejan falencias en la calidad de la
atencion de los pacientes con dengue y dificultades que se presentan en las Entidades
Territoriales de Salud para hacer frente a la caracterizacién del foco de transmision, a la
implementacion de las intervenciones con coberturas focalizadas y el seguimiento de las

mismas y a la caracterizacion de la resistencia del vector a los insecticidas.

En Colombia, durante las dos ultimas décadas las acciones de control del vector en casos de
brotes o epidemias se han orientado a la aplicacion espacial del adulticida malation a ultra bajo
volumen y a la aplicacion focal del larvicida temefos en contenedores para el almacenamiento
de agua. Estas acciones, se constituyen en una alternativa viable para la interrupcion de la
trasmisién de la enfermedad debido a la ausencia de medicamentos especificos y de la

disponibilidad de vacunas.

Para el control de Ae. aegypti una de las principales amenazas es la aparicion de la resistencia
a los insecticidas. Alrededor del afio 2002 la utilizacién de temefos en salud publica se comenzoé
a restringir en algunas zonas precisamente debido a la aparicion de resistencia en distintos

paises latinoamericanos, donde se ha usado con mas intensidad (RAP- AL 2010).

En reuniones nacionales con la Organizacion Panamericana de la Salud, Ministerio de la

Proteccion Social e Instituto Nacional de Salud, las autoridades de salud de los entes
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territoriales han expresado la preocupacion por los resultados de resistencia al temefos
presentados para Colombia.Sin embargo, las poblaciones evaluadasquehan presentado
porcentajes de mortalidad compatibles con resistencia han sido evaluadas unicamente con la
dosis diagnéstica recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud (0.012 mg/L) y no se

pueden tomar como resultados concluyentes.

Cuando los ensayos bioldgicos con dosis diagnéstica indican algun grado de resistencia en la
poblacién evaluada, se hace necesario establecer la concentracioén letal 50 del insecticida en la
poblacion de campo comparado con la cepa susceptible de referencia, con el fin de determinar
el factor de resistencia, el cual indica cuantas veces mas de concentracion de temefos se
requiere para matar el 50% de las larvas de la poblacién de campo respecto a la requerida para
matar el 50% de las larvas de la poblacion susceptible, siendo este un indicador mas real del

estado de la resistencia (Bisset et. al 2005).

Adicionalmente se hace necesario correlacionar la resistencia evidenciada en GR (grados de
resistencia) con la eficacia del producto comercial y con la determinaciéon de los mecanismos
bioquimicos involucrados. El pais aun no presenta este tipo de evidencias para caracterizar la
resistencia de las poblaciones de Ae. aegypti al temefos y este es un componente indispensable
para el disefio de estrategias que impidan la reduccion de la eficacia de las pocas moléculas de

insecticidas disponibles en el mercado para el control de mosquitos vectores.

Finalmente, se hace necesariocontinuar con la vigilancia de la susceptibilidad de las
poblaciones de Ae. aegypti al insecticida malatién a pesar de que los antecedentes demuestren
susceptibilidad a este insecticida. De esta manera se podran generar recomendaciones y
orientar a las autoridades de salud competentes responsables de la implementacion de medidas
de control en los departamentos de Cauca, La Guajira, Atlantico y Cundinamarca, en la toma de
decisiones y uso pertinente de los productos quimicos empleados para el control del vector del

dengue.
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3. MARCO TEORICO

3.1  SITUACION DEL DENGUE

El dengue es una enfermedad viral de prevalencia global que ha aumentado dramaticamente en
las ultimas décadas, transmitida por mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes
aegypti. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en los ultimos 50 afios, Figura 3-1,
su incidencia ha aumentado 30 veces con la creciente expansion geografica hacia nuevos
paises y, en la presente década, de areas urbanas a rurales, aproximadamente dos quintas
partes de la poblacion mundial estan en riesgo de contraerla (Macoris et. al 2003),
constituyéndose en la arbovirosis mas importante a nivel mundial debido a su impacto

econoémico, de morbilidad y mortalidad. (Martinez E, 2008).

Figura 3-1. Areas en riesgo para la transmision del dengue.

Fuente: Mapa de la Organizacion Mundial de la Salud. Produccién: Informacion de Salud Publica
y Sistemas de Informacion Geografica (SIG)
La situacion del dengue en América se ha agravado durante los ultimos 20 afios con el
incremento del numero de casos y paises afectados, y una mayor frecuencia de las
manifestaciones graves del dengue hemorragico y el sindrome de choque del dengue. Este

panorama epidemiolégico esta posiblemente relacionado con el acelerado crecimiento no
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planificado de asentamientos urbanos, lo que produce el hacinamiento de grupos humanos sin
adecuados servicios sanitarios como recoleccion de desechos sélidos, suministro de agua

potable y atencion médica. (Rojas D, 2008).

De acuerdo con reportes de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), Colombia y
Venezuela reportan el 81% de los casos para la Regidon Andina (OMS 2009). La incidencia de
dengue grave en Colombia representa el 58,6% de todo el dengue grave de la Region Andina y
el 30% del dengue grave de las Américas (EGI 2006).

En Colombia el dengue se constituye en un grave problema de salud publica considerando la
presencia de factores tales como la fluctuacién de la incidencia con tendencia al incremento, la
actividad de ciclos epidémicos progresivamente mas cortos, la urbanizacion de la poblacion por
situaciones de orden publico inmanejable y desplazamiento, la presencia simultanea de los
cuatro serotipos, la infestacion del vector en poblaciones situadas por debajo de los 2.200
msnm y la resistencia de Ae. aegypti a algunos de los insecticidas empleados para cortar
cadenas de transmision de la enfermedad entre otros factores. (MPS, INS, OPS 2010). El
comportamiento epidemiolégico del dengue durante los ultimos afos en el pais ha sido
ascendente de 17.389 casos en 1997 paso a 157.152 en el 2010 (SIVIGILA).Durante el afo
2010 se presentaron 157.152 casos de dengue de los cuales el 94%( 147.670) correspondieron
a dengue y el 6% (9.482) a dengue grave, presentandose 217 muertes confirmadas por

dengue.

Histéricamente los departamentos que presentan alta incidencia de dengue en el pais, son
Santander, Norte de Santander, Valle del Cauca, Antioquia, Tolima, Huila, Casanare, Atlantico y
Cundinamarca, mas del 60% de los casos notificados anualmente en lo que ha transcurrido en

los ultimos 10 anos se distribuye en estos sitios.

Para el ano 2010 el departamento del Atlantico presenté una incidencia de 3.841casos por
100.000 habitantes de los cuales el 98% (3771) fueron por dengue y el 2% (78) por dengue
grave, considerandose a los municipios de Barranquilla, Soledad y Malambo, los que aportan el
mayor numero de casospara el departamento.Para este mismo afo el departamento del Cauca
notificd 1343 casos (1125 (84%) dengue y 118 (9%) dengue grave), siendo los municipios de

Santander de Quilichao, Puerto Tejada y Patia los de mayor incidencia para el departamento.A
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pesar de que Cauca no aporta gran carga de la enfermedad para el pais, Santander de
Quilichao y Puerto Tejada aportan el 74% de casos de dengue para el departamento.

En el departamento de La Guajira, para el afio 2010 se notificaron 680 casos de dengue de los
cuales el 89 %(608 casos) fueron por dengue y el porcentaje restante por dengue grave, siendo
los municipios de Riohacha y Maicao los de mayor incidencia. Para el departamento de
Cundinamarca, el cual es uno de los departamentos que histéricamente presentan una
incidencia de dengue alta, presentd para ese afio 5273 casos (4860 dengue y 413 dengue
grave), considerandose a los municipios de Girardot, Fusagasuga, La Mesa y El Colegio los

mas importantes para el departamento por el nimero de casos que aportan.

Adicionalmente a estos valores, la mayoria de los casos se presentan en municipios que
comparten caracteristicas ecoepidemioldgicas y sociales similares, donde el racionamiento de
agua se vuelve una constante diaria y donde la presion por el uso del larvicidatemefos se ha
mantenido, ademas la altura sobre el nivel del mar (y la temperatura promedio (27 °C), los
convierte en ciudades con altos factores de riesgo para la aparicién de la enfermedad y por
ende priorizados en el uso de productos quimicos para el control de los estados larvarios del
vector. Para la prevencion y control del dengue en estos departamentos, se ha usado por mas

de dos décadas el larvicidatemefos y los insecticidasmalatiéon y deltametrina.
3.1.1 Mosquitos vectores de dengue

Aedes aegyptiLinnaeus, 1762 es una especie del subgénero Stegomyia,originaria de Africa,
donde existen cepas domésticas (Aedes aegyptiqueenslandensis) y selvaticas (Aedesaegypti

formosus). En América se han registrado unicamente cepas domésticas.

Ae. aegypties una especie tropical y subtropical considerada como elvector mas importante en
la transmision de fiebre amarilla y dengue en América, se distribuye usualmente entre las
latitudes de 35° S y 35° N; pero ha sido encontrado hasta una latitud de 45° N (Bisset J, 2002).
Otro factor que se consideraba limitante para su dispersién era la altitud, esta especie
comunmente se registraba hasta los 1800 msnm, sin embargo este aspecto puede
reconsiderarse de acuerdo a hallazgos de las unidades de entomologia departamentales
durante la vigilancia entomoldgica regular en Colombia que demuestran la presencia del vector

hasta los 2200 msnm.
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Esta especie se considera como domésticapor colonizar facilmente recipientes artificiales
contenedores de agua que se encuentran en el intrayperidomicilio de las viviendas en zonas
urbanas tales como floreros, neumaticos, bebedores de agua para animales e inservibles, sin

embargo Colombia ha registrado la presencia de Ae. aegyptien zonas rurales (Rios J, 2004)
3.1.1.1 Ciclo del vector

Los mosquitos Aedes son holometabolos, es decir, presentan una metamorfosis completa,
pasan durante su ciclo vital por cuatro distintos estadios: huevo, larva, pupa, y adulto, Figura3-2.
Los tres primeros son acuaticos y el ultimo aéreo. En las regiones tropicales el ciclo se completa

entre7 y 13 dias.

La hembra oviposita cada 4-5 dias preferentemente en la tarde, en niumero de 10 a 100 huevos
por tanda. Si las paredes del recipiente son lisas los huevos se dispersan por la superficie del
agua, o se adhieren a la superficie interna del recipiente, por encima del nivel del agua. A las 48
horas de incubacion se completa su desarrollo embrionario en condiciones de humedad y

temperatura adecuadas y pueden soportar periodos largos de desecacion hasta de un ano.

Las larvas presentan cuatro estadiosde desarrollo, el tiempo de permanencia en cada estadio
depende de las condiciones de temperatura, disponibilidad de alimento y densidad larvaria en el
criadero. El desarrollo larval se completa hacia los 7 dias aproximadamente y posteriormente
muda a pupa, estadio en el cual no se alimentan y se preparan para la emergencia del mosquito

adulto.

La copula ocurre a pocas horas de la emergencia del adulto (24-48horas). La hembra oviposita
durante toda su vida entre 300 y 750 huevos, influyendo la temperatura y las ingestas de

sangre. Es suficiente una sola fertilizacion para fecundar todos los huevos.

En condiciones ideales viven 131-225 dias, pero en estado natural no llegan a un mes. Los
habitos alimentarios de la hembra son diurnos, si bien pican todo el dia y algunas veces de
noche en la habitacion humana,con luz artificial.Figura3-2
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Figura3-2. Ciclo de vida del vector del dengue Aedes aegypti
3.2 INSECTICIDAS

El concepto de plaguicida definido por ElI Codigo Internacional de Conducta Sobre la
Distribucion y Uso de Plaguicidas de la Food and AgricultureOrganization (FAO) es el siguiente:
“es la sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo
los vectores de enfermedad humana o animal; las especies no deseadas de plantas o animales
qgue ocasionan un dafo duradero u otras que interfieren con la produccién, procesamiento,
almacenamiento, transporte y comercializacién de alimentos; los articulos agricolas de
consumo, la madera y sus productos, el forraje para animales o los productos que pueden
administrarseles para el control de insectos, aracnidos u otras plagas corporales” (FAO 1986,
Al-Saleh, |1 1994), por lo anterior en el marco de este concepto se define el término insecticida
como “sustancia o mezcla de ellas, destinadas a prevenir, destruir o controlar insectos”. De la
produccién total de plaguicidas, un 10% se emplea en actividades de control de insectos
vectores de interés en salud publica, como malaria, leishmaniasis, enfermedad de Chagas y

dengue (Ramirez et. al 2001)
3.21 Clasificacion

Los insecticidas se clasifican considerando caracteristicas como toxicidad aguda, la vida media,
la estructura quimica y su uso (Lopez et. al 1993). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

establecié una clasificacion basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda, la cual se
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define como la capacidad del plaguicida de producir un dafo agudo a la salud a través de una o
multiples exposiciones, en un periodo de tiempo corto. De acuerdo a esta clasificacion los
insecticidas de uso frecuente para el control de Ae. aegypti, malation y temefos pertenecen a
menor categoria segun toxicidad expresada en DL 50 (mg/kg): insecticidas clase Il y

ligeramente peligrosos.

Considerando su composicion quimica los plaguicidas se han clasificado en diversas familias,
que comprenden desde los compuestosorganoclorados y organofosforados, hasta los
compuestos inorganicos. Sin embargo los grupos de mayor uso empleados en salud publica
son organoclorados (OCs), organofosforados(OFs), carbamatos y piretroides, sin embargo
actualmente estan siendo consideradas otras alternativas como reguladores de crecimiento, e

insecticidas microbianos(Lopez et. al 1993).
3.2.2 Vias de penetracion del insecticida

La penetracion de los insecticidas en los insectos puede ser por via digestiva (envenenamiento
oral), a través de la quitina conocida como envenenamiento por contacto o a través de los

espiraculos del sistema respiratorio como ocurre con el diclorvos o el temefos.

En el envenenamiento por contacto se requiere que el compuesto quimico para que actué como
insecticida de contacto, sea liposoluble lo cual facilita su paso a través de la quitina del insecto
hasta llegar al sitio activo como ocurre con los insecticidas organoclorados (DDT),

organosfosforados (malation), inhibidores de crecimiento y juvenoides.

En el envenenamiento por via digestiva el insecto ingiere el insecticida y este es absorbido por
el intestino, como ocurre con Bacillusthuringiensis. Cuando las larvas de insectos ingieren los
cristales, las toxinas son solubilizadas y procesadas por proteasas del intestino medio,
generando un fragmento toxico, el cual se une a receptores especificos en las células
epiteliales, formando poros en la membrana plasmatica, ocasionando lisis celular v,

comunmente, la muerte.
3.2.3 Modos de accion de los insecticidas

Organosforados y carbamatos: estos insecticidaspresentan su accion téxica bloqueando una

importanteenzima del sistema nervioso, en las uniones sinapticas: laacetilcolinesterasa (AchE).
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La (AchE) hidroliza rapidamente a la ACh (acetilcolina), lo que conlleva a la repolarizacion de la
membrana o de la placa basal (en las conexiones neuromusculares) y las prepara para la
llegada de un nuevo impulso. De tal manera que la funcién de la ACh depende de su rapida
hidrélisis por la AchE, que permite la brevedad y unidad de los impulsos propagados

sincrénicamente.

Asi pues, al formarse enlaces covalentes muy fuertes entre el insecticida y la AchE, esta se
inhibe provocando la acumulacién de la Ach en la unién sinaptica vy la interrupcién de la

transmision normal de los impulsos nerviosos.

En insectos el efecto de los organofosforados y carbamatos es principalmente afectar el sistema
nervioso central, desde la unién neuromuscular no colinérgica como en mamiferos. La Unica
sinapsis colinérgica conocida en insectos es en el sistema nervioso central. La union

neuromuscular quimica transmitida en insectos es acido glutamico (Ponce et.al 2006)

Piretroides: este tipo de insecticidas afectan tanto el sistema nervioso central como el periférico
de los insectos. Los piretroides estimulan inicialmente las células nerviosas produciendo
repetidas descargas y eventuales casos de paralisis, estos efectos son producidos en la
membrana nerviosa y causados por acciéon en los canales de sodio, a través de los poros por

donde se permite la entrada a los axones para causar la excitacion (Bissett et. al 2002)

El sitio exacto de accion de los piretroides en la sinapsis no es conocido, pero es probable que
la accion toxica de los piretroides sea bloquear el axén nervioso (Zerva et. al 1988). En esencia,
los piretroides son moduladores en los canales de sodio, es decir el insecticida interfiere en los
canales de sodio del sistema nervioso central y periférico, provocando repetitivas descargas

nerviosas, induciendo paralisis y la muerte.
3.3 RESISTENCIA A INSECTICIDAS

Existen diversas definiciones del concepto de resistencia de acuerdo a los diferentes autores u

organizaciones:

“La resistencia a insecticidas es la capacidad de una poblacién de insectos de tolerar dosis de

insecticidas que serian letales para la mayoria de los individuos en una poblacion normal de la
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misma especie y se genera por presion de seleccién del insecticida sobre genes que se

encontraban a bajas frecuencias”(WHO, 1957).

“Respuesta disminuida de la poblacion de una especie de animales o plantas a un plaguicida o

agente de control como resultado de su aplicacion” (FAO, 1970)

Sin embargo, a pesar de todos los conceptos existentes tal vez el mas adecuado para la gestién
de un programa de control de vectores, es el siguiente “Seleccion de una caracteristica
heredable en una poblacién de insectos que se traduce en el fracaso repetido de un producto
insecticida para proporcionar el nivel deseado de control cuando se utiliza de la manera
recomendada” (IRAC, 2011). De acuerdo a esta definicion, las diferencias en la susceptibilidad
que se puedan encontrar aparentemente en ensayos bioldégicos en laboratorio, no describe
necesariamente la resistencia si esa diferencia no se traduce en un cambio en la eficacia del

insecticida en campo.

Los genes de resistencia se encuentran normalmente en las poblaciones a unas frecuencias
muy bajas, una vez se empiecen a hacer presiones quimicas con insecticidas, los individuos
susceptibles comienzan a desaparecer y predominan los individuos que portan los genes de
resistencia, ocasionando un aumento de individuos resistentes dentro de la poblacion

(Paroonagian et.al 1994).Figura3-3
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Figura3-3. Desarrollo de resistencia en una poblacién de mosquito.

Fuente: Prevention and management of insecticide resistance in vectors of public health importance, IRAC 2011

3.3.1 Factores que influyen en el desarrollo de la resistencia

La aparicion de la resistencia esta determinada por caracteristicas genéticas intrinsecas de los
vectores tales como la frecuencia y dominancia de los alelos R, penetracion, donde la
composicion del exoesqueleto llega a ser modificada inhibiendo la penetracién del insecticida,
expresividad e interaccion entre los alelos R y seleccién por otros productos quimicos, asi como
factores biolégicos tales como ciclo de vida, numero de descendientes por generacion,
aislamiento, movilidad y migraciéon y aspectos operativos como calibracion de equipos,
aplicacion de dosis subletales o excesivas de insecticida, personal poco capacitado y desarrollo

de actividades no regulares (Bisset et. al, 2002).

Los factores mas influyentes en el desarrollo de la resistencia son: frecuencia de aplicacion,

tasa de reproduccion y dosis y persistencia del efecto del insecticida:

e Frecuencia de aplicacion: la tasa de aumento de la resistencia de cualquier poblacion de
insectos puede incrementarse ante una presién de seleccion frecuente de un mismo

insecticida.
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e Tasa de reproduccién:especies deinsectos que presentan altas tasas de reproduccion y
ciclos de vida cortos pueden desarrollar resistencia a una velocidad mayor a
comparacién de las especies que tienen una menor tasa de reproduccion, debido a que
los genes de resistencia pueden propagarse rapidamente a toda la poblacién (IRAC,
2011)

e Dosis y persistencia del efecto insecticida: la propiedad que tienen los insecticidas para
persistir en el tiempo depende de la quimica — fisica de estos, de su formulacion y la
tasa de disipacion del insecticida en el medio ambiente, de tal manera que los
insecticidas persistentes pueden estar proporcionando una presion de seleccidn
constante sobre las poblaciones de mosquitos en este caso.(IRAC, 2011). La disipacion
de un insecticida persistente ocurre lentamente, sin embargo por algun tiempo existe
una dosis efectiva pequefia, es decir una dosis subletal que puede estar influyendo en el
desarrollo de la resistencia. Adicionalmente se considera que un insecticida que
persiste en el tiempo puede eliminar individuos susceptibles inmigrantes, evitando de

esta manera que la inmigracién sea efectiva. (Bisset et.al 2002).
3.3.2 Mecanismos involucrados en la resistencia

Existen cuatro clases de mecanismos de resistencia de acuerdo a la categorizacién de Miller
1988: resistencia por comportamiento, resistencia por penetracion disminuida, resistencia

metabdlica y resistencia por modificacion en el sitio quimico de accién. Figura3-4
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Figura3-4. Esquema de una sinapsis nerviosa

1. Cambios en la estructura de los canales de sodio. 2. Modificacion en el sitio quimico de accioén, la AChE por su modificacién no
se une al insecticida y sigue estando disponible para descomponer las moléculas de acetilcolina después de la neurotransmision en
la sinapsis. 3. Detoxificacion de enzimas que degradan o secuestran el insecticida antes de alcanzar su sitio de accion en el sistema
nervioso.

Fuente: Insecticide and Acaricideresistance. Encyclopedia of Insects (Second Edition), 2009.

3.3.2.1 Resistencia por comportamiento

En este tipo de mecanismo el insecto no entra en contacto con el depdsito del insecticida,
debido a la modificacion del comportamiento del insecto, lo cual le permite evadir los efectos

letales de los insecticidas.

3.3.2.2 Resistencia por penetracion disminuida

Este tipo de mecanismo, conocido también como mecanismo fisico ocurre por modificaciones
en la composicion del exoesqueleto del insecto lo cual inhibe la penetracidn del insecticida. Las
propiedades del tegumento del insecto y las caracteristicas moleculares del insecticida afectan
la velocidad de penetracion de este ultimo, por ejemplo una demorada penetracion requiere un

tiempo mayor para la detoxificacion de la dosis aplicada.

31



La resistencia de Heliothisvirescens al DDT es un ejemplo de resistencia por penetracion
disminuida, debido al grado de esclerotizacién y cantidad de proteinas y lipidos, el cual era
mayor que en otros insectos susceptibles. En este caso se demostrd alto contenido de
proteinas, lipidos y un grado de esclerotizacion mayor que en los insectos susceptibles. De tal
manera, que el incremento en la cantidad de lipidos puede provocar que la liberacion de los
compuestos lipo-solubles en el cuerpo del insecto sea lenta, lo que permite un mayor tiempo

para que ocurra la detoxificacidon de los insecticidas.
3.3.2.3 Modificacion en el sitio quimico de accién

Este es el segundo mecanismo de resistencia mas comunmente encontrado en los insectos,
ocurre cuando el insecticida no logra unirse a su sitio de accion ya sea porque hay disminucién
en la sensibilidad del sitio blanco o modificacion de este (Hemingway et. al, 2000). A

continuacioén se citan dos ejemplos de este mecanismo:

e Reduccion de sensibilidad de la acetilcolinesterasaAchE

En el numeral 3.2.3 se describe el mecanismo de accion de organofosforados y carbamatos,

detallando como actuan la ACH y AchE en este.

La insensibilidad de la AchE ha sido responsable del desarrollo de resistencia a insecticidas en
especies de Culexy Anopheles(Bisset et. al 1990; Bourguet et.al 1996; Bourget et.al 1996b;
Bourget et.al 1996c; Bourget et.al, 1996d;Brogdon et.al, 1988; Villany et.al, 1983). Esta
resistencia mediada por AchE esta relacionada con cambios cualitativos y cuantitativos en la
enzima y con mutaciones puntuales acompafadas por modificacién de los parametros cinéticos
de la hidrélisis de acetilcolina. Tales mutaciones involucran sustituciones de aminoacidos en el

sitio activo de la enzima (Walshet.al2001, Fonseca et.al, 2005).

e Canales de sodio dependientes de voltaje — mutacién tipo kdr

El blanco de acciéon de insecticidas organoclorados y piretroides son los canales de sodio

dependientes de voltaje en el sistema nervioso (Scott et.al 1990, Liu et.al 2000).
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La resistencia ‘Knockdown’ (kdr) hacia los piretroides es causada frecuentemente por
mutaciones no sinénimas en la proteinatransmembranal del canal de sodio dependientede

voltaje (para), la cual reduce la unién de lospiretroides.

El gen que codifica para el canal de sodio en insectos, se denomina para y fue identificado en
Drosophila spp (Loughney et.al 1989). La secuencia de aminoacidos de las subunidades alfa
codificados por el gen paraanalizados en conjunto tienen una gran similitud. Cada uno de los
genes consiste de cuatro dominios homdlogos repetidos (I-IV) con seis segmentos
transmembranales (S 1-6) en cada dominio. La expresion de para en Xenoipusoocytes codifica

para un canal de sodio funcional voltaje-dependiente (Feng et.al 1995, Liu et.al 2000).

Estudios recientes demostraron que mutaciones de punto en la secuencia del gen paradel canal
de sodio son responsables de la resistencia a insecticidas tipo kdr y super kdr (la cual posee
una mutacion adicional que le confiere mayor nivel de resistencia) en insectos (Miller y col
1999). Por su parte, Metcalf (1989), menciona que la modificacion delsitio de accién a DDT y
piretroides en los canales de sodio del axén nervioso es controlado por un gen en el
cromosoma (dominio) Il. De tal forma, que una amplia variedad de estudios de investigacion
reportaron como causa de insensibilidad del sitio de accion a mutaciones de punto en el

dominio Il del canal de sodio en varios insectos (Liu et. al 2000).
3.3.2.4 Resistencia metabdlica

Este es el mecanismo de resistencia mas comunmente observado en los insectos. Este
mecanismo es producto de la accion de enzimas capaces de detoxificar los insecticidas antes
de que éstos alcancen sus sitios de accion. Existen tres categorias de enzimas que cumplen
esta funcién: las Oxidasas de Funcion Multiple (OFM), Esterasas y Glutation S-
Transferasas(GST).

e Oxidasas de Funcion Multiple (OFM):monoxigenasas del grupo P450

Estas enzimas ubicadas en el reticulo endoplasmatico liso pertenecientes a una superfamilia de
hemoproteinas, son responsables del metabolismo oxidativo de componentes xenobidticos y se
encuentran presentes en plantas, animales, bacterias, levaduras y especies de insectos de los
ordenes Diptera (Scott J, 1999), Lepidoptera (Rose et.al, 1997) y Coledptera (Sharf et.al, 2001).
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Una de las caracteristicas mas significativas de los P-450 que metabolizan xenobidticos es su
baja especificidad, lo que permite que sean capaces de metabolizar un numero casi ilimitado de
substratos, principalmente a través de reacciones de oxidacion, pero también de reduccion e

hidrolisis.

El sistema P-450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto en la gran
variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado numero de substratos que es
capaz de metabolizar. Este sistema esta constituido por la coenzima NADPH, una flavoproteina
(NADPH-citocromo C reductasa), una ferroproteina y el citocromo P-450 (Sotolongo et. al 1988,
Bisset J, 2002).

El factor implicado en muchos de los casos de resistencia metabdlica a carbamatos y
detoxificacién de organofosforados, piretroides y DDT es el citocromo P-450. Estudios en
mosca doméstica demostraron que cepas resistentescon niveles de oxidasas altos

presentaban una mayor cantidad de P 450 a diferencia de las cepas susceptibles.

Durante la fase |, las oxidaciones catalizadas por el P-450 son reacciones de monooxigenacion
dependientes de NADPH y para las que utiliza oxigeno molecular, como consecuencia de estas
reacciones el P-450 acelera la eliminacion del organismo de gran numero de compuestos
toxicos, pero también es el responsable de la activacion de toxinas. En la fase 2 los
xenobioticos, o los metabolitos generados por las reacciones de la fase 1, se combinan con
moléculas endogenas de caracter polar para formar productos de conjugacidon que son
rapidamente excretados. En general, los enzimas de fase 1 son capaces de transformar

multiples substratos y catalizar reacciones diferentes.

e Esterasas

Las esterasas son enzimas que catalizan reacciones de hidrolisis (fase | de la
biotransformacion) de ésteres carboxilicos (carboxiesterasas), amidas (amidasas), ésteres de
fosfato (fosfatasas) entre otras.Tanto los insecticidas organofosforados como los
carbamatospresentan una estructura quimica de esteres y son hidrolizados por estas
enzimas(Karunaratne, et. al 1998)
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De acuerdo a la capacidad que tengan estas enzimas de hidrolizar los diferentes tipos de
sustratos, se clasifican en alfa — esterasas y beta — esterasas, el primer tipo hidroliza al sustrato
1- naftilacetato y el segundo tipo al sustrato 2- naftilacetato (Bisset J, 2002). Generalmente en
mas del 90% de los casos de resistencia a insecticidas, se encuentran niveles elevados de

esterasas (Ranson et. al 2000).

La esterasas se codifican como un grupo de genes ubicados en el mismo cromosoma, en el que
cada uno de sus miembros puede sufrir modificaciones que confieren resistencia a insecticidas
en insectos del orden Diptera, estas modificaciones pueden obedecer a cambios en un
aminoacido que alteran la especificidad del sustrato, presencia de copias génicas multiples que
son amplificadas en insectos resistentes, mutaciones o sobreproduccion enzimatica (Ranson et.
al 2000).

e Glutation S transferasas

La familia de las enzimas glutation S transferasas (GST) es uno de los mayores grupos de
enzimasde gran importancia en mecanismos de desintoxicacion celular, eliminando
xenobidticos o substancias nocivas para las células. Estas enzimas catalizan la conjugacion del
glutation endégeno a wuna variedad de compuestos electrofilicos, protegiendo las
macromoléculas biolégicas como las proteinas y los acidos nucleicos de las consecuencias

toxicas de una reaccion covalente con el insecticida.

Se conocen 4 clases de enzimas GTS: alfa (A), mu (M), pi (P) y teta (T) (Castillo et.al 2007),
esta ultima ha sido identificada en insectos, se ha propuesto a esta clase como precursora de
las clasesalfa,muypi, basados en la distribucion aparente de esta en un rango diverso de

organismos que incluyen bacterias, levaduras, plantas e insectos (Diaz et.al 2004).

Diferentes estudios han correlacionado la resistencia a insecticidas con elevados niveles de
actividad GST (Ku et.al 1994 y Ranson et.al 2002). Este sistema enzimatico generalmente esta
involucrado en la resistencia a insecticidas organofosforados y proveen la forma mas importante
de resistencia metabdlica al organoclorado DDT a través de la dehidroclorinacion a DDE, en
insectos (Ortelli et.al 2003 y Rodriguez et.al 1998).Figura3-5
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Q’k\ Biochemical mechanism of resistance

Figura3-5. Principales mecanismos bioquimicosque confieren resistencia a diferentes

clases deinsecticidasenmosquitos adultos.

Fuente: Prevention and management of insecticideresistance in vectors of publichealthimportance, IRAC 2011

3.3.2.5 Resistencia cruzada

La resistencia cruzada (RC) es el mecanismo que utilizan especies de insectos resistentes para
sobrevivir a la exposicion de insecticidas relacionados quimicamente, usando un patron de
detoxificacion genérico (Metcalf et.al 1989). Por ejemploel insecticida organoclorado DDT vy los
piretroides no se relacionan quimicamente, sin embargo ambos actuan en el mismo sitio de
accion: el canal de sodio dependiente de voltaje. El uso prolongado durante afos de DDT ha
dado lugar a varias especies de insectos resistentes a este insecticida debido a la mutacion del
gen kdren el sitio de destino. (WHO 1957). Cuando estas mutaciones se han mantenido en la
poblacion, los insectos tienen una cierta resistencia a todos los piretroides, ademas del DDT. La
resistencia cruzada también puede ocurrir entre organofosforados y carbamatos cuando se

presentan resultados de resistencia por AchEalterada (IRAC 2011).
3.3.3 Resistencia muiiltiple

La resistencia multiple (RM) se define como la utilizacion de varios mecanismos hacia la accion
de varias clases de insecticidas no relacionados quimicamente (Metcalf et.al 1989). Esta
definicibn no necesariamente involucra el término de resistencia cruzada debido a que un
insecto puede desarrollar resistencia a dos insecticidas por diferentes mecanismos.
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3.4 ANTECEDENTES DE RESISTENCIA EN AEDES AEGYPTI

El uso rutinario y prolongado de insecticidas ha generado la aparicién de resistencia en
poblaciones de campo de diferentes especies de Aedes en el mundo, es asi como un total de
21 especies de Aedes, entre ellas el vector de dengue Ae. aegyptipresentan resistencia a 16
insecticidas (IRAC, 2011).

Para 1961 se declaraba erradicado el Ae. aegypti en Colombia con excepcion de la ciudad de
Cucuta en el departamento de Norte de Santander ya que esta ciudad estaba constantemente
expuesta a la infestacion procedente de Venezuela. Fue alli donde se presentd el primer

reporte de resistencia del mosquito Ae. aegyptial DDT en Colombia.

Los trabajos realizados en los laboratorios del ICF y de Savannah, en Georgia (E.U.), sobre
susceptibilidad de la cepa de Cucuta a los insecticidas, concluyeron que en esta ciudad esta
especie era 32 veces mas resistente al DDT que las cepas resistentes de Trinidad; también
mostraron mayor susceptibilidad al dieldrin que las cepas susceptibles de Savannah, por lo
cual, los tratamientos perifocales continuaron con dieldrin al 0.5% y DDT en todos los depésitos,
incluso en los de agua para beber y cocinar. De esta manera se logré bajar en forma importante
los indices de infestacion pero algun tiempo después, el mosquito se hizo resistente
definitivamente a los insecticidas clorados(http://www.col.ops-oms.org/centenario/libro.htm).
Debido a esto, se inicié en Colombia el tratamiento con insecticidas organofosforados tales
como temefos (Abate®),el cual actia como larvicida utilizandolo a la concentracion de una
parte por millén en los contenedores de agua en los que se crian estas larvas y adulticidas
como malatién, baytex o fention y fenitrotion en aplicaciones a ultra bajo volumen (ULV)

(http://www.col.ops-oms.org/centenario/libro.htm).

El primer registro de resistencia al temefos en Colombia para la especie Ae. aegyptise presentd
en Cali en el departamento de Valle del Cauca en la década de los 90°s (Suarez et. al 1996).

La Escuela de Salud Publica de la Universidad del Valle, determiné resistencia al temefos en
mosquitos Ae. aegypti procedentes de las ciudades de Cartagena (Bolivar), Cali, y Buga (Valle
del Cauca) al presentar mortalidades a la dosis diagndstica (0.0125 ppm) de 3.6%, 55% y 68%

respectivamente (Morales y Suaréz 1998). En un estudio posterior de este mismo centro de
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investigacion, se comprobd resistencia a este mismo insecticida en mosquitos A. aegyptide
Ibagué, Tolima y Neiva, Huila (Morales y Suaréz 1999). Asi mismo, se reportd variabilidad en
las concentraciones de enzimas esterasas inespecificas y oxidasas de funcién mixta asociadas
a presion de seleccién por insecticidas en poblaciones de A. aegypti de cinco localidades de la

ciudad de Cali recolectadas en los afios 2000 y 2001 (Ocampo et.al 2004).

En un estudio realizado por el PECET de la Universidad de Antioquia, se reportaron porcentajes
de mortalidad compatibles con resistencia en ensayos con adultos de dos poblaciones de Ae.
aegypti de la ciudad de Barrancabermeja, Santander al DDT de 2% y 5% y del 61% y 66% al
fenitrotion, asi como frecuencias génicas mayores al 40% para acetilcolinesterasas alteradas en
ambas poblaciones. Ademas se reporté un 20% de sobrevivencia al insecticida malation en una
de estas dos poblaciones de Ae. aegyptirecolectadas en los barrios El Arenal y El Campestre de

Barrancabermeja (Rojas et. al 2003).

En un estudio reciente realizado por varios centros de investigacion del pais (PECET- U. de
Antioquia, CIDEIM, INS, U. Nacional) entre 2005-2008 (Ocampo et.al, 2007), se evaluaron 39
poblaciones de Ae. aegyptiprovenientes de 30 municipios en 13 departamentos con historia de
transmision de dengue de varios departamentos del pais al insecticida temefos para larvas y a
los insecticidas lambdacialotrina, deltametrina, permetrina, ciflutrina, etofenprox, DDT,

fenitrotion, propoxur, bendiocarb y malation para adultos.

Los resultados obtenidos para larvas en este estudio, mostraron susceptibilidad en todas las
poblaciones evaluadas de los municipios de Medellin, Turbo y Puerto Berrio a la dosis de 0.014
ppm de temefos, a diferencia de las poblaciones de Quibdd, Chocé donde se registro
resistencia en las poblaciones de Margaritas, Medrano y Playita con porcentajes de mortalidad
menores al 80%. En Norte de Santander se observé resistencia a este mismo insecticida en las
poblaciones de La Esperanza en Tibu, con mortalidades del 63%, en Ospina Pérez, Cucuta del
50% y en Nazaret, Los Patios del 40%. En Putumayo Ae. aegyptifue resistente al temefos en el
municipio de Orito con una mortalidad del 49%, en el departamento de Huila se presenté
resistencia en las poblaciones de Campoalegre, Guadalupe, La Plata y Neiva con porcentajes
de mortalidad de 8.0%, 49,9%, 4,7% y 13.5% respectivamente evaluando una dosis de 0.012
ppm, al igual que en la poblacion de Tumaco, Narifio con una mortalidad del 20,1% , Santander

de Quilichao, Cauca con un 46,4%, comuna 5, Villavicencio con un 67%, Cartago y Palmira,
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Valle con mortalidades del 4,0%, 62,7% y 20.7% y finalmente Cundinamarca con mortalidades
del 48%, 54% y 23% del municipio de Girardot, localidad 1 y 3 y el municipio La Mesa, zona 1

respectivamente.

Respecto a los resultados obtenidos en adultos mediante las metodologias OMS y CDC, en el
departamento de Antioquia, las poblaciones del barrio Blanquizal, Santa Fe La Playa y Oasis
fueron susceptibles a malation y a todos los piretroides evaluados. Se encontré resistencia al
DDT, bendiocarb y etofenprox en las tres poblaciones y Uunicamente resistencia al fenitrotién en
Santa Fe La Playa. Para Choco, las cinco poblaciones del municipio de Quibdd, fueron

susceptibles a malatién, deltametrina y ciflutrina y resistentes a DDT, bendiocarb y etofenprox.

En el departamento del Cauca, se presentd susceptibilidad a los piretroides y organofosforados
para la poblacion de Santander de Quilichao y en el departamento de Cundinamarca, La Mesa,
sector 1 presento resistencia a los insecticidas deltametrina, lambdacialotrina y fenitrotion, las
demas poblaciones fueron susceptibles a los organofosforados malation y fenitrotion
(Santacoloma et al 2008).
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4. HIPOTESIS

H1: Al menos una de las poblaciones de estudio de Ae. aegypti de Cauca, La Guaijira, Atlantico

y Cundinamarca presentan grados de resistencia al insecticida temefossuperiores a 10.

H1: Las poblaciones de estudio de Ae. aegypti de Cauca, La Guajira, Atlantico y Cundinamarca

son susceptibles al insecticida malation.

H1: El desarrollo de la resistencia en las larvas de Ae. aegypti, induce la disminucién de la

eficaciadel temefos (Abate ®) en condiciones de laboratorio.

H1: Las poblaciones de Ae. aegyptiencontradas resistentes presentan alguno de los siguientes
mecanismos bioquimicos involucrados con resistencia: arylesterasas, esterasas inespecificas,

oxidasas de funcidén mixta o acetilcolinesterasa modificada.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los grados de resistencia al insecticida temefos en poblaciones de Ae. aegypti
Linnaeus 1762, (Diptera: Culicidae), los mecanismos bioquimicos y su implicacién en la eficacia

del insecticida en los departamentos de Cauca, La Guajira, Cundinamarca y Atlantico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer los grados de resistenciaal temefos (GRso y GRgg) enlas poblaciones de Ae. aegypti

evaluadas.

Evaluar en condiciones de laboratorio la eficacia del temefos (Abate ®), con y sin recambio de

agua, en larvas de Ae. aegypti que presenten grados de resistencia superiores a 10.

Determinar los mecanismos responsables de la resistencia a temefos y/o malatién en Ae.
aegyptimediante la aplicacion de pruebas bioquimicas: esterasas inespecificas, arylesterasas,
oxidasas de funcién mixta y acetilcolinesterasa modificada.

Determinar el estado de la susceptibilidad de las poblaciones de Ae. aegyptievaluadas al

insecticida organofosforado malation mediante pruebas biolégicas CDC.
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 AREA DE ESTUDIO

Ubicacion geogréfica: para el presente estudio se seleccionaron muestras de la poblacion de
Ae. aegypti delos municipios de Santander de Quilichao (cuadrante 1, cuadrante 2) y
PuertoTejada (cuadrante 3-4) del departamento de Cauca en el mes de febrero de 2010, los
municipios de Maicao (comuna 2, comuna 5) y Riohacha (comuna 10) del departamento de La
Guaijira en el mes de agosto de 2010, municipio la Mesa (sector 1) del departamento de
Cundinamarca en el mes de diciembre de 2010 y el municipio de Juan de Acosta del

departamento de Atlantico en el mes de noviembre de 2010.Figura6-1 yTabla 6-1
6.1.1 Criterios de selecciéon

Los sitios fueron elegidos considerando criterios de seleccion como importancia epidemiolégica,
permanente transmision de dengue, zonas de facil accesoy situacion de orden publico
manejable yreporte de altos indices aédicosde tal forma que fueran sitios de prioridad para la

realizacion de medidas de control con el uso de insecticidas organofosforados.
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Tabla 6-1. Sitios evaluados al insecticida temefos y malation

DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

Muestra de poblacion de
Aedes aegypti

BARRIOS MUESTREADOS

CAUCA

Santander de
Quilichao

Cuadrante |

Porvenir (segunda y tercera
etapa)
Bello Horizonte
Morales Duque (mitad)

Cuadrante 2 - 4

El Dorado 1
El Dorado 2
Ciudad Modelo
Morales Duque (mitad)

Puerto Tejada

Cuadrante 1

Las Ceibas
Villa Clarita

Cuadrante 3-4

El triunfo
Granada
El Jardin

LA GUAJIRA

Maicao

Comuna 5

Centroma
Colombia Libre
Jorge Arrieta
Santo Domingo
Erika Beatriz
La Floresta
Villa Amelia
Villa Maicao
Camilo Torres
Los Comuneros
Libertador
1 de Mayo
Fonseca Siossi
Nueva Esperanza
11 de Noviembre
Villa Uriana
Villa Inés
Comunidad evangélica

Comuna 2

Vincula Palacio
Paraiso
Santander
Maicaito
El Carmen
Loma fresca
Doni Vergara
La Mosca
Almirante Padilla

Riohacha

Comuna 10

Urbanizacion los almendros
Los loteros
Urbanizacion Villa Sharin
Urbanizacion Hugo Zufiga
La Floresta
Urbanizacién Villa Aurora
Urbanizacién Villa Jardin
Urbanizacién Taguaira
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Urbanizacién San Judas Tadeo
Urbanizacion La Mano de Dios |
y Il etapa
La Mercedes
Ciudadela
El Dividivi
Urbanizacion Cafia Verdes
La Lucha
31 de octubre | y Il etapa
Casa el Abuelo
Urbanizacion Villa Yolima

CUNDINAMARCA La Mesa Sector 1 El Centro y Villas de Nuevo Siglo

ATLANTICO Juan de Acosta - El Centro

6.2 OBTENCION DEL MATERIAL ENTOMOLOGICO
6.2.1 Recoleccion del material entomolégico

En las viviendas seleccionadas aleatoriamente de cada uno de los barrios por comuna,
cuadrante o sector, se inspeccionaron criaderos potenciales deAe. aegypticomotanques bajos,
canecas, llantas empleadas como bebederos de agua para animales y floreros en los que se
recolectaron larvas de los cuatro estadios y pupas, Foto 6-1; éstas se transfirieron a frascos de
600 ml utilizando agua del mismo criadero y se transportaron a las unidades de entomologia
departamentales de los Laboratorios de Salud Publica de los departamentos de Atlantico,
Cundinamarca, Cauca vy el insectario del laboratorio de entomologia del Instituto Nacional de
Salud (INS) donde se obtuvo la generacion F1. La recoleccion del material entomolégico se
realizé con el apoyo del personal técnico de ETV y los coordinadores de las unidades de

entomologia departamentales de Cauca, La Guajira, Atlantico y Cundinamarca.
6.2.2 Obtencién de primera generacion de Ae. aegypti en laboratorio

Las larvas obtenidas en campo se transfirieron a bandejas plasticas de 30,5 x 20 x 10 cm con
agua libre de cloro, Foto 6-2. Las larvas se alimentaron diariamente con 1gr de rodentina hasta
que alcanzaron el estadio de pupa. Posteriormente las pupas se separaron en vasos plasticos
llenos con agua declorada hasta la emergencia del adulto; éstos se liberaron en jaulas de cria

tipo Gerberg, Foto 6-3. Una vez se liberados los mosquitos en la jaula, se
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clasificaron,descartando aquellos que correspondieran a otras especies como Aedes albopictus

en el caso del departamento de Cauca y Culexspp.

Debido a que el primer adulto que emergid6 del municipio de Santander de
Quilichaocorrespondio a la especie Aedes albopictus, se procedié a la individualizacion de las
pupas con el fin de separar los adultos de Ae. aegyptide Ae. albopictusy liberar en la jaula

unicamente nuestra especie de interés.

Posterior a la liberacion de los mosquitos en la jaula,Foto 6-4, sedispuso una torunda de
algodén con solucion azucarada y gasa humedecida para la alimentacion de los mosquitos y

mantenimiento de la humedad respectivamente.

Los mosquitos machos se alimentaron con solucion azucarada al 10% y las hembras se
alimentaron cada tercer dia con sangre de Cobayo (Cavia porcellus)o de raton de laboratorio

(Mus muscullus), Foto 6-5 y Foto 6-6.

Para la obtencion de huevos,Foto 6-7, se introdujo en la jaula un vaso desechable de 3,5 onzas
con toallas de papel absorbente en su interior y un tercio de volumen de agua declorada. Estas
toallas se retiraron cada tercer dia, rotulandose con el nombre, procedencia de la cepa, fecha y
generacioén; se mantuvieron en camara humeda durante 48 horas para la incubacion y secado.

Posteriormente, se almacenaron en un recipiente plastico hermético.

Al contar con un numero suficiente de huevos, las toallas de papel se sumergieron en bandejas
con agua para obtener el material a ser evaluado correspondiente a la generacion F1. El
material entomoldégico se mantuvo bajo condiciones controladas de laboratorio con una

temperatura de 27+ 2°C, humedad relativa entre 65% y 81%.
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Foto 6-1.Inspeccidén de criaderos.

Inservibles, tanques bajos y bebederos de agua

A continuacion se presenta el registro fotografico del proceso de obtencién de generacién F1 de

Ae. aegypti en laboratorio.

Foto 6-2. Larvas de campo
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Foto 6-3. Separacion de pupas

Foto 6-4. Liberacion de adultos

Foto 6-5. Alimentacién con solucion azucarada

Foto 6-6. Alimentaciéon con Musmuscullus
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Foto 6-7. Obtencion de huevos

6.3 METODOLOGIA DE EVALUACION
6.3.1 Ensayos bioldgicos con adultos al insecticida malation

La evaluacion del estado de susceptibilidad al insecticida malation se realizé mediante pruebas
bioldgicas estandarizadas, las cuales consistieron en exponer a una poblacién de mosquitos a
una dosis diagnodstica de insecticida de 100 ug/ml y tiempo diagndstico de 30 minutos. Esta
dosis se obtuvo en estudio previo realizado en el proyecto multicéntrico de COLCIENCIAS,
donde participaron la Universidad Nacional de Colombia, el Instituto Nacional de Salud, el
PECET de la Universidad de Antioquia y el CIDEIM de Cali. (Ocampo et.al 2008).Para ello se
empled el método CDC (botellas de vidrio impregnadas con insecticidas), propuesto por el
Centro Nacional para el Control de Enfermedades Infecciosas de Atlanta (CDC). (Brogdon et.al
1998)

La determinacion del grado de susceptibilidad a un insecticida mediante la metodologia CDC,
consistio en conocer el tiempo en que tardd el insecticida en llegar al sitio blanco de una
muestra de la poblacidn de mosquitos de campo sometida a una dosis diagnédstica de
insecticida. La dosis diagndstica se define como la menor concentracion del insecticida que

mata el 100% de una poblacion susceptible en el menor tiempo.
6.3.1.1 Preparacion de las botellas

Para impregnar la botella, se coloco en la base de esta 1.0 ml solucion del insecticida grado

técnico (99% de pureza) disuelto en etanol a la concentracién a evaluar y posteriormente se
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tapo. Para el tratamiento control se utilizé 1.0 ml de etanol y se procedio de la misma forma que
la impregnacion con las soluciones de insecticida. Para garantizar que la totalidad de la
superficie interna de la botella fuera impregnada de manera uniforme, primero se distribuyo el
producto en su base mediante movimientos circulares sobre una superficie plana.
Posteriormente se distribuyd el producto sobrante, hacia el cuerpo, cuello y tapa de la botella,
realizando movimientos de arriba hacia abajo y finalmente se realizé un movimiento de rotacion
con la botella en posicion horizontal. Una vez terminado este procedimiento se coloco la botella
en posicién horizontal y se frotd sobre una superficie plana durante 5 minutos. Después de este
tiempo se destapd la botella y se repitioé el procedimiento anterior por espacio de 5 minutos.

Las botellas impregnadas se mantuvieron destapadas esperando a que se secaran y envueltas
con papel o en cajas de carton durante 4 horas aproximadamente con el fin de protegerlas de la

luz con el propdsito de evitar la degradacion del insecticida.
6.3.1.2 Realizacién de la pruebas

Cada prueba consistié en tres ensayos bioldgicos, cada uno con cuatro repeticiones o réplicas
del tratamiento y un control donde se necesité un minimo de 75 mosquitos hembras y un
maximo de 125. Una hora antes de iniciar el ensayo se destaparon las botellas y se dispusieron
en hilera, empezando por el control y las botellas tratamiento desde la uno a la cuatro.

Con el fin de seleccionar Unicamente mosquitos hembrasde 3 a 6 dias de nacidas, sin ingesta
de sangre o alimentadas con solucion azucarada se transfirieron a una jaula separandolas de la
jaula donde se encontraban junto con los mosquitos machos, utilizando un aspirador bucal. Una
vez recolectado el numero de hembras requerido por ensayo bioldgico, se dio inicio a la prueba.
De la jaula de hembras se aspirdé un nimero de 20 a 25 mosquitos y se transfirieron a cada una
de las botellas en un solo tiempo, denominado tiempo cero, empezando por la botella control

hasta llegar a la cuarta repeticidén o réplica del ensayo.

Después de transferidos los mosquitos a cada botella, esta se tap6é inmediatamente y se
examind para asegurar que los individuos se encontraran en perfecto estado de supervivencia.
Seguidamente se coloco la botella en posicién horizontal, durante el tiempo de duracion de la
prueba. La prueba se inicid con la botella control, las lecturas de mosquitos intoxicados se
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realizaron rotando la botella, cada 5 minutos durante una hora, se contabilizaron como muertos

aquellos individuos caidos incapaces de volar.

En el caso de que se usara el mismo juego de botellas para realizar otro ensayo, estas se
dejaban destapadas 1 hora antes de iniciar el siguiente ensayo, puesto que en la siguiente
prueba los mosquitos podrian quedar adheridos a la pared por vapor de aire producto de la
introduccion de los mosquitos dentro de la botella.

Los datos se consignaron en un formato disefado por el Laboratorio de Entomologia del
Instituto Nacional de Salud considerando variables como temperatura, humedad, fecha de
impregnacion de la botella y numero de usos de la botella entre otras. (Anexo 1). Al finalizar el

ensayo se realiz6 el conteo exacto de los mosquitos introducidos en cada una de las botellas.
6.3.2 Determinaciéon de GR (Grados de resistencia)

El insecticida empleado para los bioensayos de larvas fue el insecticida grado técnico temefos
(0,0,0°0 -tetrametil — O,0’-tiodi p-fenilendifosforotionato) por 100 mg. Ref: PS — 665 de la
casa comercial CHEMSERVICE, con una pureza del 97.5% y perteneciente al lote 432-130 A.
A partir de una concentracion de temefos a 10000 ppm se realizaron diluciones seriadas de
5000 ppm, 1000 ppm y 200 ppm, siendo esta ultima la solucién de trabajo. EI material bioldgico

empleado en los ensayos correspondié a la generacion F1.

Los bioensayos se realizaron siguiendo la metodologia recomendada por la OMS (1981) para
las 9 muestras de las poblaciones de estudio. Con el fin de determinar los grados de resistencia
de cada poblacién, se evaluaron en promediode seis a ocho concentraciones del insecticida
(diluido en acetona) que registraran mortalidades entre el 2% y 98%. La concentracion de
referenciainicial evaluada fue la dosis diagndstica de temefos reconocida internacionalmente:

0.012 ppm (mg/L) y recomendada por la OMS.

Para cada concentraciénde temefosevaluada por poblacion, se realizaron de 1 a 2 bioensayos,
los cuales estaban constituidos por cuatro réplicas (cada una estuvo representada por un vaso
de precipitado de vidrio de 150 ml el cual contenia insecticida)y un control al cual se le adicioné
acetona. A cada vaso de precipitado se le adicionaron 100 ml de agua reposada libre de cloro,

posteriormente a los vasos tratamiento se agregaron de 10 a 600 ul (microlitros) de temefos de
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acuerdo a la concentracion que se deseara evaluar y al vaso control se le adicion6 de 10 ul a
600 ul de acetona segun correspondiera y se homogenizé la dilucibn por
agitacion,finalmenteluego de 15 minutos se adicionaron en seco de 20 a 25 larvas de tercer
estadio tardio a cuarto temprano. La lectura de mortalidad se realizé6 a las 24 horas pos
exposicion empleando el criterio de la OMS: se consideraron como muertas las larvas que alser
perturbadas presentaban movimientos anormales de tal manera que si se encontraban en la
superficie del agua, no fueran capaces de sumergirse hasta el fondo del recipiente o de lo
contrario, si estaban en el fondo no fueran capaces de nadar hasta la superficie en un tiempo

no mayor a un minuto.

Los datos del bioensayo se consignaron en un formato disefiado por el Laboratorio de
Entomologia del Instituto Nacional de Salud, registrando las condiciones ambientales en las que
se desarrollo la prueba como temperatura y humedad, y adicionalmente fecha de la prueba y

concentracion entre otras. (Anexo 2.).
6.3.3 Ensayos de eficacia del temefos Abate®
6.3.3.1 Disefo de muestreo

Se implementoé un disefio de tres factores: cepas de Ae. aegypti, recambio de agua, y tiempo
de lectura de la mortalidad. El primer factor con dos niveles cepa Cundinamarca y cepa
Rockefeller; el segundo factor con dos niveles sin y con recambio de agua y el tercer nivel con
12 factores correspondientes a la lectura de la mortalidad cada 8 dias, hasta la semana 12.

Figura6-2
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FACTOR 1. Cepa FACTOR 2. FACTOR 3. Interacciones
Recambio Tiempo de lectura Tratamientos

Semana 1 — Tto 111

Con recambio Semana 2.... — Tto 112...

Semana 12 — Tto 1112

La Mesa 1. Cundinamarca

Semana 1 — Tto 121

Sin recambio Semana 2.... — Tto 122...

Semana 12 — Tto 1212

/ ;
Semana 1 — Tto 111
Con recambio < Semana 2.... — Tto 112...

—

I——

Semana 12 — Tto 1112

Rockefeller

Semana 1 — Tto 121

Sin recambio Semana 2.... — Tto 122...

Semana 12 — Tto 1212

Figura6-2. Disefo de muestreo

Fuente: Alberto Diaz. Laboratorio de Entomologia. Red Nacional de Laboratorios

6.3.3.2 Pruebas de eficacia

Los ensayos biologicos para determinar la eficacia del temefos Abate® se realizaron bajo
condiciones controladas de laboratorio en la unidad de entomologia del laboratorio de Salud
Publica de Cundinamarca.El material bioldégico empleado en los ensayos correspondio a la
generacion F1.
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Para cada cepa se prepararon 16 vasos de precipitado de vidrio con 1000 ml de agua reposada
libre de cloro. Cada tratamiento (con recambio y sin recambio) tanto para la cepa de Ae.
aegypti de la Mesa sector 1 como para la cepa de referencia: Rockefellerconsistio en cuatro

vasos cada uno con su respectivo control. Foto 6-8. (WHO 2005)

Foto 6-8.Ensayo de eficacia en la cepa de la Mesa 1. Con Recambio.

A cada vaso de vidrio del tratamiento se le adicioné 0.1 gramo de temefos en granulos (Fecha
vencimiento: diciembre de 2012) quedando este a una concentracion final de 1ppm y a cada
vaso de vidrio del control se le agregd Unicamente agua. Se realizé una evaluacion a tiempo 0
para las dos cepas, agregando a los vasos, de 20 a 25 larvas de Ae. aegyptientre tercer estadio
tardio y cuarto temprano posterior a la adicion del insecticida. A las 24 horas pos exposicion se
realizo la lectura de mortalidad considerando el mismo criterio empleado en el numeral 6.3.2.
Una vez se realizé la lectura, las larvas que fueron expuestas en cada vaso, se retiraron y

eliminaron. Los datos se registraron en el formato disefado para tal fin (Anexo 3).

Posteriormente a la primera evaluacion, se inicié con el recambio diario de agua del 50%para el
caso de los tratamientos con recambio.El agua que se recambiéfue reemplazada por agua

reposada libre de cloro.
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Para el caso de los tratamientos sin recambio, debido a efectos de la evaporacion del agua,
diariamente se completaba el volumen inicial con una solucién de temefos en agua, equivalente
al volumen evaporado, para esto se preparé un frasco adicional de 1000 ml de agua con 0.1 gr
de temefos el mismo dia de inicio de los ensayos con el fin de que el tiempo de residualidad del

producto fuera el mismo.

Los procedimientos descritos para los tratamientos con y sin recambio, se realizaron
diariamente durante 12 semanas agregando larvas cada 8 dias durante este tiempo y

siguiendola metodologia descrita para la evaluacion a tiempo 0.
6.3.4 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas pueden detectar mecanismos enzimaticos de resistencia a
insecticidas en insectos individuales, por lo que pueden confirmar la presencia de resistencia
con el uso de un pequefio numero de insectos y detectar genes de resistencia cuando estos se

encuentren a bajas frecuencias (Brogdon et.al 1998).

Estas pruebas se desarrollaron en la unidad de entomologia del Laboratorio de Salud Publica
del Atlantico, para la poblacion de La Mesa Cundinamarca, la cual presentd grados de
resistencia superiores a 10 y para la cepa de referencia Rockefeller. Se determiné la actividad
enzimatica para monooxigenasas citocromo P450, Beta — Esterasas (B — EST), PNPA —
Esterasas( PNPA —EST) y acetilcolinesterasa modificada (ACEM). Adicionalmente se estimo la
concentracion de proteinas totales para cada uno de los mosquitos evaluados por el método de
Bradford de acuerdo al procedimiento descrito por Brogdon (Brogdon et.al 1984), con el fin de
determinar diferencias en el tamano de las poblaciones de mosquitos y hacer una correccion

para los valores de absorbancia obtenidos para las enzimas arriba mencionadas.

Un total de 30 larvas de Il estadio tardio — IV estadio tempranode generacion F1 conservadas a
-70 °C fueron evaluadas por poblacion seleccionada. El homogenizado de cada larva se
realiz6 en 100 pl de solucion amortiguadora de fosfato de potasio 0.01M, pH: 7.2
resuspendiendofinalmente en 1900 ul ml de la misma solucién amortiguadora en un vial de 2 ml.
De este macerado de larva se depositaron 100 pl por triplicado en placas de microtitulacién de
96 pozos de muestra, analizando 30 larvas por cada placa mastres pozos para controles
positivos (reactivo de la enzima) y tres pozos para controles negativos (buffer fosfato) en el
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caso de B — EST, PNPA-EST, y OFM o seis pozos blanco para acetilcolinesterasas. Este
procedimiento se realizd sobre pilas de frio para evitar perder la cadena de frio en la que se

debe mantener la muestra.

A continuacion se muestraun esquema con la disposicion de las muestras en las placas de
microtitulacién y se describe la metodologia a utilizar para la determinacién de cada una de las

enzimas.Figura 6-3

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C+ C+ C+ M7 M7 M7 M15 | M15 | M15 | M23 | M23 | M23
B C- C- C- M8 M8 M8 M16 | M16 | M16 | M24 | M24 | M24
C M1 M1 M1 M9 M9 M9 M17 | M17 | M17 | M25 | M25 | M25
D M2 M2 M2 M10 | M10 | M10 | M18 | M18 | M18 | M26 | M26 | M26
E M3 M3 M3 M11 M11 M11 M19 | M19 | M19 | M27 | M27 | M27
F M4 M4 M4 M12 | M12 | M12 | M20 | M20 | M20 | M28 | M28 | M28
G M5 M5 M5 M13 | M13 | M13 | M21 M21 M21 M29 | M29 | M29
H M6 M6 M6 M14 | M14 | M14 | M22 | M22 | M22 | M30 | M30 | M30

Figura 6-3.Modelo de microplaca de ELISA para evaluacion de proteinas y enzimas

C+ = Control positivo. C- = Control negativo. M = Muestra de mosquito

6.3.4.1 Cuantificacion de proteinas totales

El ensayo de proteinas Bio-Rad, basado en el método de Bradford, es un procedimiento sencillo
y exacto para determinar la concentracion de solubilizado de proteina. Se trata de la adicién de
un tinte acido (DYE) a la solucién de proteinas, y la posterior medicién a 630 nm con un

espectrofotometro o lector de microplacas.

Para los controles positivos se prepard una solucién de albumina sérica bovina como proteina
de referencia. De esta solucion se depositaron 2.5 yl en los tres primeros pozos de la placa de
microtitulacién y se ajustd el volumen a 100 pl con solucién amortiguadora de fosfato de potasio
0.01M, pH: 7.2. A los tres pozos de controles negativos se adicionaron 100 ul de solucién

amortiguadora de fosfato de potasio y a los 20 uyl de muestra de macerado de larva se les
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adicion6 200 ul de reactivo DYE. Se ley6 absorbancias empleando un filtro de 630 nm con el
lector de ELISA (ThermolLabsystemsMultiskan EX). (Brogdon et.al 1984 a,b)

Los resultados de las evaluaciones de estas enzimas en la cepa de La Mesa, se compararon
con los resultados obtenidos para la cepa de referencia Rockefeller, para asi establecer si hay
diferencias significativas con relacién a los valores de absorbancia para cada una de las
enzimas evaluadas y determinar si alguna de ellas estan involucradas en la resistencia a

temefos.
6.3.4.2 Oxidasas de Funcion Mixta (Monooxigenasas citocromo P450)

Este ensayo mide el contenido de enzimas en el insecto. A los 100 pl de homogenizado de
larva, se le adicionaron 200 pl de 3, 37, 5, 5" - Tetramethyl — Benzidine TMBZ (produce TMBZ
oxidada al detectar presencia del sustrato y de peroxidasas) mas 25 ul de perdxido de
hidrégeno al 3% (sustrato). Se realiz6 la lectura de absorbancia inmediatamente y a los diez
minutos con un filtro de 630 nm en el lector de ELISA. Para los controles positivos se preparo
inicialmente alicuotas de 1 ml que fueron guardadas a -20 °C de una solucién de 50 mg de
Citocromo C en 100 ml de solucion amortiguadora de acetato de sodio. De una de estas
alicuotas de Citocromo C se tomaron 100 pl y se diluyeron en 700 ul solucién amortiguadora de
fosfato de potasio. De esta solucion final se depositaron 7.5 ul en los tres primeros pozos de la
placa de microtitulacion y se ajusté el volumen a 100 pl con soluciéon amortiguadora de fosfato
de potasio. Los tres pozos de controles negativos solo contenian 100 ul de solucién

amortiguadora de fosfato de potasio.

6.3.4.3 B-Esterasas

A cada muestra de macerado se le adicion6100 ul de [B- Nafthyl Acetato (sustrato), ésta
preparacion se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 100 pl de Dianisidina la cual reacciona con el grupo alcohol al haber formacién de 8
Naphtol, se incub6é nuevamente durante dos minutos y se realizé la lectura de absorbancia a
570 nm. Para los controles positivos se prepararon inicialmente alicuotas de 1 ml que se
guardaron a -20°C de una solucién de 50 mg de B — Naphthol en 10 ml de acetona mas 90 mi
de solucién amortiguadora de fosfato de potasio. De una de estas alicuotas de  — Naphthol se

tomaron 100 pl y se diluyeron en 700 pl soluciéon amortiguadora de fosfato de potasio. De esta
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solucion final se depositaron 40 ul en los tres primeros pozos de la placa de microtitulacion y se
ajusté el volumen a 100 yl con solucidon amortiguadora de fosfato de potasio. A los tres pozos
de controles negativos solo se les adiciond 100 ul de solucion amortiguadora de fosfato de

potasio.
6.3.4.4 PNPA- Esterasas

Este ensayo mide el incremento de la actividad de las esterasas y la asociacion de este
hallazgo con resistencia debe ser confirmada con ensayos de (3 y aesterasas, por electroforesis

o trabajos con sinergistas.

A los pozos blancos se les agregdé 10ul de solucion amortiguadora de fosfato de sodio y
finalmente en toda la placa se adiciond 200 ul de la solucion de trabajo (PNPA(sustrato) en
acetonitrilo/ Fosfato de sodio). Se realizaron lecturas de absorbancia durante un tiempo de 2
minutos cada 15 segundos. La reaccion se siguid por el incremento en la absorbancia a 405 nm

producto de la liberacién del p-nitrofenol.

En esta prueba, visualmente los resultados pueden diferenciarse por la intensidad de color

amarillo producido.
6.3.4.5 AchE modificada

Para esta prueba se prepararon dos placas: una llamada AchE donde la actividad total de la
acetilcolinesterasa es cuantificada y otra denominada AChEm en la cual se mide la actividad de
la acetilcolinesterasa en presencia de un inhibidor, en este caso el inhibidor empleado fue el
carbamatopropoxur sugerido por Hemingway 1998. Esta prueba pretende observar si hay
individuos con alteraciones en la enzima por medio de una reaccidon fotocolorimétrica del
macerado de lalarva en presencia del sustrato acetilcolina, mas el insecticida

carbamatopropoxur.

Para la primera placa: a las muestras de macerado de larva se les adiciono 100 ul de
acetilcolina iodada(75 mg acetilcolina iodada / 100 ml solucién amortiguadora de fosfato de
potasio). Luego se adiciond a toda la placa 100 ul de 5, 5 Dithio — Bis 2 acido nitrobenzoico-
DTNB (13 mg DTNB / 100 ml solucién amortiguadora de fosfato de potasio). Se realizé la

lectura de absorbancia inmediatamente y a los diez minutos con un filtro de 405 nm en el lector
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de ELISA. Los pozos marcados como blanco solo contenian 100 ul de solucién amortiguadora
de fosfato de potasio

Para la segunda placa: a las muestras de macerado de mosquito se les adiciono 100 ul de
acetilcolina iodada mas insecticida Propoxur (75 mg acetilcolina iodada / 90 ml solucién
amortiguadora de fosfato de potasio 0.01M, pH: 7.2 / 21 mg Propoxur / 10 ml acetona). Luego
se adicion6 a toda la placa 100 upl de 5, 5 Dithio — Bis 2 acido nitrobenzdico- DTNB (13 mg
DTNB / 100 ml solucion amortiguadora de fosfato de potasio). Se realizé la lectura de
absorbancia inmediatamente y a los diez minutos con un filiro de 405 nm en el lector de ELISA.
Los pozos marcados como blanco solo contenian 100 ul de solucion amortiguadora de fosfato

de potasio.

La lectura de esta prueba se realiza al tiempo 0 y tiempo 10 de haber adicionado los reactivos
en la placa de ELISA. Cuando la enzima esta alterada en un mosquito, no se observa un

aumento significativo en la coloracion de la reaccion a tiempo 10 con relacién a tiempo 0.
6.3.5 INTERPRETACION Y ANALISIS ESTADISTICO

6.3.5.1 Pruebas biolégicas con adultos al insecticida malation

Una vez se realizaron los bioensayos CDC, se determiné como habia sido el comportamiento
del control, si la mortalidad en el control super6é el 20%, la prueba se anuldé y cuando la
mortalidad mortalidad oscilaba entre el 5% y el 20%, se corrigieron los porcentajes de
mortalidad de la prueba mediante la formula de Abbot (Abbot W, 1925):

% mortalidad en los expuestos - % mortalidad en los testigos
Mortalidad corregida: x 100
100 - % mortalidad en los testigos

Al obtener los resultados de la mortalidad corregida se determiné el porcentaje de intoxicacion
de las poblaciones evaluadas a tiempo diagndstico. Una disminucién en el porcentaje de
intoxicacion a tiempo diagnostico con la dosis diagnéstica indicopérdida de susceptibilidad. Por
tanto se consideré una poblacién susceptible cuando la totalidad (100%) de los insectos
presentdintoxicacion en el tiempo diagnéstico y pérdida de susceptibilidad cuando se

observaron mosquitos sobrevivientes por encima del tiempo diagndstico (Brogdon et.al 1998).
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Para la obtencion de los promedios de los porcentajes de intoxicacion de las poblaciones
evaluadas y graficos se empled el programa Excel.

6.3.5.2 Evaluacion de dosis diagnéstica de temefos

Posterior a la evaluacién por cada concentracion, se corrigieron los porcentajes de mortalidad
de acuerdo al criterio empleado en el numeral anterior. Adicionalmente esta prueba se invalidé
en los casos que el niumero de pupas fuera superior al 10%.del total de los individuos

expuestos.
6.3.5.3 Determinacion de grados de resistencia (GR)

Los datos de cada concentracién evaluada para cada poblacién, numero de expuestos y
nuamero de muertosseanalizdé con el método probit — log del programa estadistico SPSS 19.0
(StatisticalProduct and ServiceSolutions)(Raymond 1985) para obtener la concentracién letal 50
(CL 50) y la concentracién letal 99 (CL99). La CL50 es la dosis que mata el 50% de los
individuos de la poblacién y la CL99 es la que mata el 99%. A partir de estos datos, se
calcularon los grados de resistencia 50 y 99 (GR50 y GR99) de la cepa de campo con relacion a
la linea de susceptibilidad de la cepa de referencia (Rockefeller). Los GR cuantifican el nivel de
resistencia de una poblacién y se obtiene al dividir una dosis letal 50 o0 99 de la cepa de campo
sobre la DL 50 o 99 de la cepa de referencia. Si el resultado de esta division resultémenor a 5
indicod susceptibilidad, entre 5 y 10 moderada resistencia y mayor a 10 una alta resistencia
(Mazzarri et.al 1995).

6.3.5.4 Eficacia del temefos

Para determinar si existieron diferencias en la mortalidad entre los niveles de cada factor y por
efecto de la interaccion doble, triple o de todos los factores (cepa, recambio y tiempo) se
empled un analisis de varianza de factores y se calculd la estadistica descriptiva la cual incluye:
promedio, desviacién estandar, valores minimo y maximo observados, intervalo de confianza

del 95% y coeficiente de variacion.
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6.3.5.5 Pruebas bioquimicas

Inicialmente se determind para cada una de las poblaciones: La Mesa y Rockefeller, si las
variables presentaban distribucion normal p<0.05. En caso de que existiera normalidad se

realizoé una prueba t — student de comparacion de promedios para muestras independientes.

Para cada una de las enzimas evaluadas, se calcul6 el promedio de los valores de absorbancia
obtenidos por triplicado para cada una de las 30 larvas. Posteriormente se calculd desviacion
estandar y coeficiente de variaciéon, cuando este fue mayor a 0.15 se descarté el valor de
absorbancia mas alejado comparado con los otros valores, con el fin de eliminar diferencias

dadas por errores manuales.

Los promedios de la actividad enzimatica de la poblacion de La Mesa, sector 1, Cundinamarca
fueron comparados con los promedios por enzima evaluada de la cepa de referencia universal

Rockefeller mediante una prueba t — student.

Posteriormente se compararon los resultados obtenidos al calcular el percentil 99 de la cepa de
referencia para cada una de las enzimas evaluadas y el porcentaje de individuos de la
poblacién de campo con actividad enzimatica superior al percentil 99 de la cepa Rockefeller,
con los resultados obtenidos al obtener el punto de corte considerando el promedio de las
absorbancias por enzima para la cepa Rockefeller mas dos desviaciones estandar. La actividad
enzimatica se clasific6 como no alterada, alteracion incipiente y alteracion cuando los
porcentajes de la poblacion se encontraron de (0-15%), (15-50%) y >50%

respectivamente.(Montella et.al 2007)
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7. RESULTADOS

7.1 PRUEBAS BIOLOGICAS CON ADULTOS AL INSECTICIDA MALATION

En laFigura7-1,Figura7-2, Figura7-3 y

Figura7-4se presentan los resultados del estado de susceptibilidad de las 9 poblaciones
evaluadas al insecticida malatién, mediante la representacion de los promedios de mortalidad
obtenidos en los 3 ensayos bioldgicos. La linea punteada azul indica el umbral de
susceptibilidad para la cepa susceptible de referencia Rockefeller, la cual no ha sido sometida a
presion de seleccion con insecticidas durante los Uultimos 30 afos. Este umbral de

susceptibilidad representa el tiempo en el cual se muere el 100% de los mosquitos susceptibles.

Todas las poblaciones evaluadas mostraron resultados compatibles con susceptibilidad al
organofosforado malation, observando porcentajes de mortalidad del 100% en un tiempo inferior

al umbral de susceptibilidad.
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Figura7-1. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti Juan de Acosta,
Atlantico a t(dx)y dosis (dx) del insecticida malation (n: 193)
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Figura7-2.Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de La Mesa, sector 1, Cundinamarca a
t(dx)y dosis (dx) del insecticida malation (n: 290)
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Figura7-3. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Riohacha 10 (n: 287), Maicao 2 (n:
137) y Maicao 5 (n:216), Guajira a t(dx)y dosis (dx) del insecticida malation.
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Figura7-4.Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Santander de Quilichao comuna 1
(n: 161), Santander de Quilichao comuna 2 (n: 280), Puerto Tejada cuadrante 1(n: 234),
Puerto Tejada cuadrante 3-.4 (n: 204), a t(dx)y dosis (dx) del insecticida malation.

7.2 EVALUACION DE DOSIS DIAGNOSTICA DE TEMEFOS

Todas las poblaciones evaluadas fueron susceptibles a las dosis diagnostica de temefos: 0.012

ppm (mg/l) a excepcion de la poblacién Juan de Acosta, Atlantico la cual presentd porcentajes

de mortalidad compatibles con vigilancia y la poblacién de la Mesa, sector 1, Cundinamarca, la

cual presentdé mortalidades compatibles con resistencia, de acuerdo alos criterios de
interpretacion de OMS: 98 — 100% mortalidad: susceptible (SS), 80 — 98% mortalidad:

verificacion para vigilancia y mortalidades menores a 80% resistencia.Tabla 7-1

Tabla 7-1. Ensayos biolégicos con dosis diagndstica de temefos de Ae. aegypti

Departamento

Muestra de la poblacion

% Mortalidad
(Media * Desv. Standard)

Guajira

Cauca

Atlantico
Cundinamarca

Riohacha
Maicao 5
Maicao 2

Santander de Quilichao 1
Santander de Quilichao 2

Puerto Tejada 1
Puerto Tejada 3 -4
Juan de Acosta
La Mesa Sector 1
Rockefeller

99,5 + 0,70
99,5 + 0,70
99,5 + 0,70

99,5 + 0,70
98,5 + 0,70

98 + 1,41
98 + 2,10
82,3 + 3,33

23,43 +4,08

100

64



7.3 DETERMINACION DE GRADOS DE RESISTENCIA (GR)

En la Tabla 7-2se muestran los valores de las concentraciones letales 50 y 90 (CLsoy CLg) para
el insecticida temefos. Todas las muestras de la poblacion de Ae. aegypti evaluadas para los
departamentos de Cauca, Guajira y Atlantico presentaron grados de resistencia (GRsp)
inferiores a 5 con valores que oscilan entre 1,2x y 2,5x, indicando susceptibilidad de estas
poblaciones al organosfosforado temefos de acuerdo a los criterios propuestos por Mazarri y
Georhgiou (1995) (GR<5: susceptibilidad, 5<GR<10: resistencia incipiente o0 moderada y GR

>10: alta resistencia).

Para la poblacién de La Mesa, sector 1 del departamento de Cundinamarca se determinaron
GRso superiores a 10: 14,5x lo cual confirma la resistencia de esta poblaciéon al insecticida
temefos. Los resultados obtenidos para los grados de resistencia se correlacionan con los
porcentajes de mortalidad observados para la dosis diagnéstica de 0.012 ppm (mg/L) para
todas las poblaciones evaluadas a excepcion de la poblacion de Juan de Acosta, donde la
mortalidad por dosis diagnostica fue del 82.3% y los GRs, fueron menores a 5. Tabla 7-2.

Para la determinacién de las dosis CLsyy CLgg €l modelo de regresidon simple que mas se ajusto

a los resultados observados fue del tipo PROBIT, de la forma:
Probit = by mas b1* Logq [ insecticidal]

Donde,
bo es el punto de corte de la curva de mortalidad con el eje y (probit)

b,: tasade mortalidad de la especie
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Tabla 7-2. Concentraciones letales (mg/l) y grados de resistencia a temefos de larvas
deAe. aegyptien las poblaciones evaluadas.

Departamento Muestra de (n) Ecuacion R’ DL 50 DL 90 GRso GRgo
la (1IC95%) (1C 95%)
poblaciéon

0,003
Maicao 5 3,018 + 0,994*LOG10 [ ] 0,933 (0,003-
0,003)

Santander 0,004 0,006
de 1576 3,340+1,185*LOG10 [ ] 0,797 (0,004 - (0,005 - 1,667 1,2
Quilichao 1 0,004) 0,006)

Cauca
0,003 0,006
Puerto 1276 2,860+0,943*LOG10 [ ] 0,732 (0,003 - (0,005 - 1,250 1,2
Tejada 1 0,003) 0,007)
Atlantico Juan de 1569 2,080+0,693*LOG10[ ] 0,92 0,005 0,014 2,500 2.8

Acosta (0,004 - (0,012 -
0,006) 0,018)

Rockefeller 0,002 0,005 1 1




7.4 EFICACIA DEL TEMEFOS

Al realizar el analisis de varianza de factores, se encontraron diferencias altamente significativas
(p < 0.01)en la mortalidad entre los niveles de cada factor: en el factor 1 existieron diferencias
entre los niveles de la cepa de La Mesa, sector 1, Cundinamarca y la cepa de referencia
Rockefeller, para el factor 2 se encontraron diferencias entre los niveles de recambio y sin
recambio y finalmente para el factor 3 existieron diferencias entre los tiempos de lectura

variando de la semana 1 a la semana 12 (dia 90).

Igualmente se determinaron diferencias altamente significativas (p < 0.01)por efecto de la
interaccion doblede factores como cepa - recambio, recambio — tiempo y cepa — tiempo e

interaccion triple entre todos los factores: cepa — recambio — tiempo. Tabla 7-3.

Tabla 7-3. Interacciones entre los factores cepa, recambio y tiempo.

Origen Suma de cuadrados gl Media F p<0.01
tipo Ill cuadratica

CEPA 11347,2 1,0 11347,2 162,2 0,000

RECAMBIO 36523,8 1,0 36523,8 522,0 0,000

TIEMPO 34226,1 10,0 3422,6 48,9 0,000

CEPA * 8147,7 1,0 8147,7 116,4 0,000

RECAMBIO

CEPA * TIEMPO 9751,7 9,0 1083,5 15,5 0,000

RECAMBIO * 30487,3 7,0 4355,3 62,2 0,000

TIEMPO

CEPA * 9127,3 4,0 2281,8 32,6 0,000

RECAMBIO *

TIEMPO

Las diferencias encontradas entre la eficacia del temefos con la cepa de referencia susceptible,
en relacion con la cepa (La Mesa) resistente (GRs0:14,4) a través del tiempo semanal de lectura
se representan en la Tabla 7-4donde se encuentra la media de las mortalidades obtenidas con
sus respectivos intervalos de confianza (IC 95%). EIl tamafio de muestra hace referencia al

numero de repeticiones.
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Tabla 7-4. Promedio de las mortalidades de Ae. aegypti al larvicidacomercial temefos
(Abate®) con y sin recambio de agua.

TAMANO ) Desviaci6 Valores observados 1IC 95%
CEPA RECAMBIO | TIEMPO Media esviacion e
MUESTRA tipica Minimo  |Maximo | Limite inferior |Limite superior
SIN RECAMBIO 1A11 4 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
1A4 4 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5 4 84,5 203 54,2 96,0 522 116,9
ROCKEFELLER

CON RECAMBIO 6 4 684 146 53,8 88,5 45,1 917

7 4 456 99 36,0 56,0 29,9 613

8 4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1A7 4 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
8 4 98,0 40 92,0 100,0 916 1044
SIN RECAMBIO 9 4 930 15 76,0 100,0 747 1113
10 4 81,7 20,1 52,0 96,0 498 1137
LA MESA 1 4 618 297 174 789 146 109,1
1A2 4 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
3 4 81,7 147 64,0 100,0 58,2 105,1

CON RECAMBIO
2 Z 10 2,1 00 42 23 44
5 4 0 0 0 0 0 0

Los resultados de los ensayos bioldgicos sin recambio de agua mostraron para la cepa de
referencia una continuidad en la mortalidad del 100% de las larvas desde la semana 1 hasta la
semana 11 corroborando la eficacia del temefos de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, las cuales indican la eficacia de este producto en condiciones sin recambio hasta de

3 meses.

A diferencia de la cepa de referencia, la poblacion de la Mesa, presenté mortalidades del 100%
hasta la semana 7, disminuyendo desde esta semana sus porcentajes de mortalidad
progresivamente hasta la semana 11 en donde presenté una mortalidad del 61.8%, indicando
de esta manera la implicacion de la resistencia encontrada en esta poblacion en la disminucion

de la eficacia del temefos.

Los resultados de los ensayos biolégicos con recambio diario del 50% de agua indicaron una
pérdida en la eficacia del temefos para las dos cepas, encontrando diferencias altamente
significativas entre cepas y los tiempos de lectura de mortalidad, de tal manera que para la cepa
de referencia se presentd una mortalidad del 100% hasta la semana 4 de evaluacion, con
disminucion progresiva de la mortalidad hasta la semana 8 donde el producto habia perdido

totalmente su eficacia (mortalidad del 0%) debido a las condiciones de recambio diario de agua.
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Sin embargo, para la cepa de la Mesa la eficacia del temefos se mantuvo hasta la semana 2
con porcentajes de mortalidad del 100%, disminuyendo abruptamente de tal manera que a la
semana 4 el porcentaje de mortalidad obtenido fue del 1%.Figura7-5
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Tratamiento (n) | Control (n) | Total (n)
Mesa SR 1057 1049 2106
Mesa CR 591 585 1176
Rock SR 979 969 1948
Rock CR 786 779 1565

Figura7-5. Evaluacion de la eficacia del temefosen poblacidn resistente vs poblacién
susceptible.

7.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las variables para las cepas de Ae. aegypti de la Mesa y Rockefeller presentaron distribucién
normal.Las diferencias encontradas entre la actividad enzimatica de la cepa resistente de La
Mesa con la cepa de referencia susceptible, se representan en la Tabla 7-5donde se encuentra
la media de los valores de absorbancia por enzima con sus respectivos intervalos de confianza
(IC 95%). El tamafio de muestra hace referencia al numero de larvas empleadas por enzima, el

cual se redujo respecto al tamanio inicial (n: 30) al eliminar los valores negativos resultantes de
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la diferencia entre la media del valor de las absorbancia y promedio del control negativo. Tabla
7-5.

Tabla 7-5. Promedio de los valores de absorbancia para las enzimas OFM, B — esterasas,
PNPA y AchE insensible.

Tamaiio Intervalo de confianza para la
ENZIMA CEPA de Media Des’vi'acién Error tipico media al 95% Valores observados
muestra tipica
(N) Limite inferior | Limite superior Minimo Maximo
Rockefeller 26 062 ,035 ,007 ,048 076 032 181
OXIDASAS La Mesa 19 ,045 ,034 ,008 ,029 ,061 ,002 128
Total 45 ,055 ,035 ,005 044 ,065 ,002 ,181
Rockefeller 30 187 ,032 ,006 A75 199 150 ,260
BETAESTERASAS La Mesa 30 409 ,091 017 375 443 274 ,632
Total 60 ,298 ,130 017 ,264 1332 150 632
Rockefeller 30 019 017 ,003 012 025 002 ,060
AchE INSENSIBLE La Mesa 29 ,030 ,016 ,003 ,024 ,036 ,003 ,065
Total 59 ,024 017 ,002 ,020 ,029 ,002 ,065
Rockefeller 25 016 010 ,002 012 ,020 ,000 ,035
PNPA La Mesa 19 ,020 ,010 ,002 015 024 ,003 ,048
Total 44 017 ,010 ,001 014 ,020 ,000 ,048

La prueba t de student de comparacién de promedios para muestras independientes permitid
determinar que existen diferencias altamente significativas (p<0.01) entre las cepas de
Rockefeller y La Mesa, para las enzimas - esterasas y diferencias significativas (p< 0.05) para
AchE modificada. Para las Oxidasas de Funcion Mixta y PNPA esterasas no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05) entre las dos cepas. Tabla 7-6 y Figura7-6.
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Tabla 7-6. Diferencias estadisticas encontradas para cada una de las enzimas evaluadas
entre la cepa de La Mesa y Rockefeller.

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de confianza para
ENZIMAS q q a P q
F si o | sig. (bilateral) Diferencia de | Error tip. de la la diferencia
E 4 E medias diferencia
Inferior Superior
OXIDASAS ,108 ,744 1,683 43 ,100 ,017 ,010 -,003 ,038
BETA ESTERASAS 20,962 ,000 -12,546 58 ,000 -,221 ,018 -,256 -,186
ACH INSENSIBLE ,093 ,761 -2,756 57 ,008 -,012 ,004 -,020 -,003
PNPA ,117 ,734 -1,314 42 ,196 -,004 ,003 -,010 ,002
£
S 0,400 q
= ——
2 0,350 A
L=
2
= 0,300 A
=
w 0,250 1
2
Lo} B
z 0,200 NS
E 0,150 A
o NS =
T 0,100 A —_— —_—
2
E 0,050
L=l —
o 0.000 i i — i ﬁ i i . == i -_‘
Rockefeller La Mesa OFM Rockefeller La Mesa Rockefellerb La Mesab Rockefeller La Mesa
OFM PHMPA PMNPA esterasas esterasas AchEm AchEm
Cepal/Enzimas

Figura7-6. Promedio de los valores de absorbancia obtenidos para las enzimas OFM,
PNPA, B —EST y AchEm para las poblaciones de Ae. aegypti de La Mesa y Rockefeller.

7.5.1.1 Oxidasas de Funcién mixta (Monooxigenasas citocromo P450)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.1) entre los niveles
enzimaticos de Oxidasas de Funcidon Mixta de la cepa de campo y la cepa susceptible de
referencia. De acuerdo a los criterios de Montella et. al 2007, debido a que el 6% de los
individuos de la poblacion de la Mesa sobrepasaron el percentil 99 de la poblacién de
Rockefeller (p99: 0.131), se considera que no existe alteracién de esta enzima en la poblacion
evaluada. Adicionalmente existe concordancia entre los criterios de interpretacion empleado

percentil 99 y punto de corte para la cepa de referencia, con punto de corte se evidencié que el
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13% de los individuos de la poblacion de campo se encuentran por encima del punto
establecido para la cepa susceptible

7.5.1.2 PB-esterasas

Con relaciéon a la cepa de referencia Rockefeller, la poblacién de Ae. aegypti de la Mesa,
Cundinamarca presento diferencias altamente significativas (p<0.01) en los nivelesenzimaticos
de esterasas inespecificas (B —esterasas), encontrando el 100% de los individuos por encima
del percentil 99 de la cepa de referencia (p99: 0.104) y el 100% de los individuos por encima del
punto de corte (0.101), lo cual confirma que existe una alteracién enzimatica de las B —

esterasas en la poblacién de campo.
7.5.1.3 PNPA

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.196) entre los niveles
enzimaticos de las PNPA — esterasas de la cepa de campo y la cepa susceptible de referencia,
encontrando Unicamente el 3% de los individuos por encima del percentil 99 de la cepa de
referencia (p99: 0.035)y del punto de corte de la cepa Rockefeller (0.035).Tabla 7-6 y Tabla 7-7.
Esto indica que no existe una alteracién enzimatica de PNPA — esterasas en la poblacion de

campo evaluada.
7.5.1.4 AchE insensible

La poblacion de Ae. aegypti de Ila Mesa, Cundinamarca presentd diferencias
significativasp<0.05 en los niveles enzimaticos de AchE insensible respecto a la cepa de
Rockefeller. EI 86% de los individuos de la poblacién de campo sobrepaso el percentil 99 de la
cepa Rockefeller y el 90% sobrepasaron el punto de corte, lo cual confirma que existe una

alteracion de la AchE en la poblacién de campo.

No se encontrd alteracidn incipiente en ninguna de las enzimas evaluadas, debido a que no

hubo porcentajes de la poblacion entre el rango del 15 al 50%. (Montella et. al 2007). Tabla 7-7
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Tabla 7-7. Interpretacion de la alteracion de niveles enzimaticos de la poblacion de campo
respecto a la poblacion susceptible de referencia.

PNPA - EST OFM B-EST ACEM
X valores absorbancia Rockefeller 0,012 0,028 0,039 0,009
Desv est 0,023 0,073 0,061 0,011
Punto de Corte Rockefeller 0,035 0,101 0,101 0,021
Percentil 99 0,035 0,131 0,104 0,024
PNPA - EST OFM B -EST ACEM
X valores absorbancia. La Mesa 0,020 0,056 0,243 0,038
% individuos por encima del punto de corte 3% 13% 100% 90%
Rock
% de individuos por encima del percentil 99 3% 6% 100% 86%

Rock

Finalmente, como hallazgo indirecto de este trabajo, se identificd la presencia de la especie

Aedes albopictuspara el municipio de Santander de Quilichao, Cauca, producto de la busqueda

de material para el desarrollo de este trabajo.
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8. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La resistencia a una gran variedad de insecticidas, tales como organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretroides, ha sido uno de los principales obstaculos de los
programas de control de vectores de interés de uso en salud publica, que dependen del uso de
productos quimicos, como arma principal para el control de las ETV. En el casode la especie
Ae. aegypti, esta ha sido el blanco de la utilizacién de una gran variedad de insecticidas a gran
escala en varios paises del mundo,debido a la resistencia que ha desarrollado a los principales

insecticidas recomendados para su control (OMS 2009).

8.1 ENSAYOS BIOLOGICOS CON MALATION

Desde la década de los setentas los programas de control de enfermedades transmitidas por
vectores en Colombia han adoptado el uso del organofosforado malation ULV como una de las
medidas mas efectivas para la reduccion de hembras de Ae. aegypti en situaciones de brotes
epidémicos de dengue. Reportes previos indicaron resistencia local a este insecticida en el
departamento de Antioquia (Mazarri et. al 1995), desde entonces no se ha reportado resistencia
a este adulticida en otras partes del pais. Sin embargo un estudio reciente demuestra un bajo
nivel de resistencia en las localidades de Campoalegre (Huila) y Palmira (Valle). (Ocampo et. al
2011)

A pesar de la continua presiéon de seleccién con malation en casos de brotes o epidemias de
dengue, todas las poblaciones evaluadas en este estudio fueron susceptibles a este insecticida,
Figura7-1, Figura7-2, Figura7-3 y

Figura7-4,estos resultados son congruentes conotros obtenidos en Colombia donde
poblaciones de Ae. aegypti de Blanquizal, Oasis y Santa Fe deAntioquia; Jardin, Margaritas,
Medrano, Paraiso y Playitas de Choco y Dorado, Hormiga, Orito y Puerto Caicedo de Putumayo
(Ocampo et. al 2011); Cereté y San Pelayo, Coérdoba; Sincelejo (Botero, Cortijo, Ciudadela y
Uribe, Sucre; y Soledad (La Floresta y Villakatanga) Atlantico, fueron susceptibles al malation

con porcentajes de mortalidad mayores al 96%. (www.ins.gov.co)
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Los hallazgos en Colombia coincidencon estudios de otros paises en los cuales se evidencia
que a pesar del continuo uso de organofosforados, Ae. aegypti en muchas ocasiones muestra
un mayor nivel de resistencia a piretroides (Bisset et. al 2003), es asi, como en Rio Piedras,
Puerto Rico se demostré la resistencia de Ae. aegypti a piretroides y susceptibilidad a
organofosforados y carbamatos (Hemingway et. al 1989). Sin embargo, a pesar de que la
mayoria de estudios reportan susceptibilidad para malation, en algunas localidades de Brasil se

ha encontrado resistencia a este adulticida (Macoris et. al 2007).

Los hallazgos de susceptibilidad al malation en las dos poblaciones de La Mesa, Cundinamarca
y Juan de Acosta, Atlantico, las cuales presentaron pérdida de susceptibilidad al temefos,.
pueden obedecer a la presencia de mecanismos de resistencia diferentes (Georghiou et. al
1987, Meloet. al 2010).

La resistencia al malatién se asocia con la detoxificacion mediada por enzimas de actividad
especifica: carboxilesterasas. Se han detectado mecanismos de actividad carboxilestarasa
especificos para el malation en Anopheles culicifacies y Anopheles subpictus,dato indicativo de
una alta tasa de metabolizacion del insecticida. Por el contrario, la resistencia de Culex
guinquefasciatus y Culex tritaeniorhynchus al malation esta mediada por una resistencia de
amplio espectro a los compuestos organofosforados, debida a unos niveles elevados de
esterasas que secuestran el malaoxdn pero son incapaces de metabolizar el malation
(Karanuratne et. al 2001). De acuerdo a Wheelock et. al (2005), uno de los mayores obstaculos
en la identificacion bioquimica y caracterizacion de las carboxilesterasas es la seleccion del

substrato que mida la actividad de esta enzima en la presencia de muchas mas.

Los hallazgos de este estudio, se soportan en los obtenidos por Bisett et. al (2004), en los
cuales en larvas de Ae. aegypti de la ciudad de La Habana, se encontrd alta resistencia al
temefos (GRs0:89.91x) y susceptibilidad al malation (GRs:1.77x). En parte, esto podria
explicarse porque los mecanismos de resistencia no se encuentran en todos los estadios de
desarrollo asociados(Symonson et. al1997, Santacoloma L, 2008). Esto es muy tipico en los
insectos con metamorfosis completa (holometabolos), en los cuales las larvas pueden ser
resistentes a una clase quimica por ejemplo a los organofosforados y los adultos no, o

viceversa. En insectos con metamorfosis incompleta (hemimetabolos) como garrapatas y
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acaros, si los adultos son resistentes a un parasiticida por ejemplo, los estadios inmaduros

generalmente también lo son.

A pesar de los resultados de susceptibilidad al malation obtenidos para Colombia, debe
continuarse con la vigilancia de la resistencia a este insecticida, esto, considerando la
resistencia de tipo cruzada existente entre piretroides y organofosforados en Ae.
aegyptiencontrada en Tailandia y en Brasil,dada posiblemente por la alta presion de seleccién
con los organofosforados malation y temefos (Jirakanjanaki et. al 2007, Martins et. al 2009)
(Fonseca et. al 2011).

8.2 EVALUACION DE DOSIS DIAGNOSTICA DE TEMEFOS Y DETERMINACION DE
GRADOS DE RESISTENCIA (GR)

La resistencia al temefos se ha reportado en diferentes lugares de Colombia, México, Brasil,
Cuba y Argentina. (Mazzari etal, 1995; Suarez et.al,1998;Rodriguez et. al,2002;
Floreset.al,2006; Macoriset.al,2007; Montella et.al,2007; Biber et. al.,2006). En Colombia, en un
estudio de susceptibilidad de los principales vectores de enfermedades llevado a cabo entre los
afios 2005 a 2007, se encontré una amplia distribucion de la resistencia a temefos de Ae.
aegypti al evaluar la dosis diagndstica recomendada por OMS 0.012 mg/L 6 0.014 mg/L por
modificaciones del evaluador: Norte de Santander (Los Patios, Tibu, Cucuta), Magdalena (Santa
Marta), Tolima (lbagué), Narifio (Tumaco), Cauca (Santander de Quilichao), Valle (Palmira,
Cartago), Huila (Guadalupe, Campo Alegre, La Plata, Neiva), Cundinamarca (La Mesa,
Girardot), Meta (Villavicencio), Santander (Sabana de Torres), Chocé (Medrano, Margaritas) y
Putumayo (Orito) (Morales et.al 2011, www.ins.gov.co). De estas poblaciones, en este trabajo
se evaluaron nuevamente las poblaciones de Santander de Quilichao, Cauca y La Mesa,

Cundinamarca determinando grados de resistencia.

Los resultados obtenidos que definen la susceptibilidad o resistencia al insecticida temefos para
las poblaciones evaluadas en este estudio demuestran coherencia al correlacionar los
resultados de los ensayos biologicos con dosis diagnéstica y estimacion de grados de

resistencia. Las poblaciones que fueron seleccionadas como susceptibles y en vigilancia o
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resistentes al ser evaluadas con dosis diagndéstica de temefos, mostraron grados de resistencia

inferiores y superiores a 5 respectivamente.

La poblaciéon de Juan de Acosta del departamento del Atlantico, fue la Unica poblacion que
presentd porcentajes de mortalidad (82,3%) compatibles con vigilancia de acuerdo al criterio de
la Organizacion Mundial de la Salud. Al comparar los resultados obtenidos de esta
poblaciéncon los resultados de las poblaciones de Santander de Quilichao 1, Santander de
Quilichao 2, Puerto Tejada 1 y Puerto Tejada 3-4 del departamento del Cauca y Maicao 2,
Maicao 5 y Riohacha 10 del departamento de La Guajira las cuales fueron susceptibles, se
evidencia que existe una asociacion entre los porcentajes de mortalidad a D (dx) y los grados
de resistencia (GRspy GRgg) obtenidos. De tal manera que la poblacion de Atlantico, la cual ha
empezado a disminuir su susceptibilidad al temefos presentd GRs,y GRgo mayores (2.5x y 2.8x)

respectivamente a los observados para las poblaciones susceptibles. Tabla 7-2

Los resultados obtenidos para El barrio del Centro del municipio de Juan de Acosta en Atlantico,
se pueden relacionar con la presion ejercida con temefos por mas de dos décadas, debido al
su registro historico por alta incidencia de dengue y alta densidad de formas inmaduras del
vector. Sin embargo, los resultados que se presentan en este trabajo difieren del estudio de
Maestre et.al (2009)para este mismo departamento en afio 2008, en el que determinaron la
linea base de susceptibilidad al temefos en ocho poblaciones mediante evaluacion de dosis
diagnéstica (0.012 mg/L) unicamente, encontrando porcentajes de mortalidad compatibles con
resistencia de 34% y 45% para las poblaciones de Puerto Colombia y Juan de Acosta,

respectivamente.

Esta diferencia en los resultados obtenidos puede sugerir que debido a la suspension de la
presion de seleccion con temefos desde el afio 2008 por el programa de control de ETV del
Atlantico hubo reversion de la resistencia a este larvicida. Para esta poblacion a partir de los
resultados obtenidos en 2008, la presidon de seleccion con temefos se realiza para casos de
brotes uUnicamente, y de manera regular se hacen actividades donde se involucre a la

comunidad.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en Brasil por Lima et.al (2011), reducir la resistencia al
larvicida temefos en condiciones de campo es un proceso lento y dificil, el cual puede requerir
mas de siete afios para la reversion de esta condiciéon. Sin embargo, en Colombia existen
estudios que demuestranque la suspension de las aplicaciones de temefos puede revertir la
resistencia en un periodo de tres afios (Prieto et. al 2002), no obstante Melo et. al (2011)
sugieren no solo que la supresion de la presion de seleccion es suficiente para revertir la
resistencia, sino que ademas era importante la introduccion a la poblacion de campo, de

individuos susceptibles.

Por lo anterior, para la poblaciéon de Juan de Acosta se sugiere continuar con la caracterizaciéon
de la resistencia anualmente empleando evaluacion con dosis diagndstica y grados de

resistencia con el fin de determinar el posible periodo de reversion para esta poblacion.

En un estudio multicéntrico para el pais en el ano 2005, donde participaron diferentes centros
de investigacion, universidades e instituciones del nivel central, el municipio de Santander de
Quilichao present6 porcentajes de mortalidad compatibles con resistencia (46,4%) al evaluar
una D (dx) de 0.012 mg/L (Ocampo et.al 2011).Estos resultados presentan incongruencias con
los datos de este estudio, donde se evidencio susceptibilidad al temefos para los cuadrantes 1y
2 con porcentajes de mortalidad del 99,5 y 98,5% respectivamente y cuya susceptibilidad se

confirmé al encontrar GRso y GRgg inferiores a 5. Tabla 7-2

De acuerdo a informes técnicos del programa de control de ETV del departamento de Cauca la
presion de seleccion desde el afio 2006 para Santander de Quilichao se ha hecho de manera
intermitente. Durante el ano 2007 debido a la liquidacién de la Direccion Departamental de
Salud del Cauca, no hubo personal técnico al interior del programa de ETV que se dedicara a
actividades de control, por lo que para este afno y para el aino 2010 por existencia de producto
vencido, no hubo presion de seleccion con temefos. Para los afios 2008 y 2009 las poblaciones
se presionaron unicamente en casos de brotes, de acuerdo a lo establecido por el Ministerio de
la Proteccion Social. Considerando este panorama de presiéon de seleccidn intermitente, se
podria pensar que la susceptibilidad que se evidencia actualmente para las dos poblaciones del
municipio no obedecen a una reversion de resistencia, debido a que existié un periodo muy

corto defalta de presion, el cual de acuerdo a estudios de Lima et. al (2011) y Prieto et. al

78



(2002)no es suficiente para lograr nuevamente la condicion de susceptibilidad en la poblaciéon

resistente.

Pueden existir otras razones para el hallazgo de la resistencia encontrada en el afio 2006 en
Santander de Quilichao, que podrian obedecer a aspectos metodoldgicos relacionados con la
temperatura de almacenamiento del temefos que afectan su termo y fotoestabilidad y material
de los vasos en los que se desarrollaron las pruebas entre otros. Observaciones realizadas en
este trabajo demostraron que en ensayos que se hacian simultdneamente con vasos de vidrio y
con vasos de plastico o poliestirenolos resultados diferian totalmente, encontrando porcentajes

de mortalidad mas altos en los recipientes de vidrio que en los recipientes de plastico.

Para el municipio de La Mesa, sector 1, Cundinamarca, en el mismo estudio anteriormente
citado, la poblacion de Ae. aegypti presentd porcentajes de mortalidad del 23% compatibles con
resistencia al temefos (Santacoloma L, 2008). A diferencia de los resultados obtenidos para la
poblacion de Atlantico, donde actualmente se puede sugerir una reversion de la resistencia a
este insecticida por disminucién en la presion de seleccion; el municipio de La Mesa parece
mantener su condicién resistente con un porcentaje de mortalidad igual al encontrado en el
estudio de COLCIENCIAS (23,43%),

Para la poblacion de La Mesa 1, Cundinamarca,la presion de seleccién, aunado a posibles
factores genéticos como la frecuencia y dominancia de los alelos de resistencia y a otros
factores de tipo biolégico como el numero de descendientes por generacion, el ciclo de vida y
otros aspectos intrinsecos de la especie, sugieren la expresion del fendmeno de resistencia en

estas poblaciones (Fonseca et.al 2005).

Los hallazgos de la resistencia al temefos en este estudio, son importantes, debido a que este
larvicida es el quimico de primera eleccion para el control de los estadios inmaduros del vector
del dengue en Colombia. Adicionalmente, la presion de seleccion con temefos en larvas puede
generar resistencia cruzada con piretroides (Rodriguez et. al,2002) o en estadios adultos a

organofosforados (Melo et. al,2010).
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Los resultados de este estudio demuestran la urgencia de encontrar otras alternativas de control
de formas inmaduras de Ae. aegypti, antes de que la resistencia al temefos comprometa a los

programas de control.

8.3 EFICACIA DEL TEMEFOS

Para la determinacion de la eficacia y efecto residual del insecticida temefos en experimentos
bajo condiciones de campo y de laboratorio varios estudios aplican el método de recambio de
agua (Chadee, D 1984). Sin embargo, la mayoria de estos no han considerado el recambio
diario de agua en contenedores domésticos para medir la eficacia y el poder residual de

insecticidas bioldgicos y quimicos (Fortin et. al 1987, Pinheiro et. al 2002, Lima et. al 2005).

Existen otros estudios que han considerado el recambio total o parcial diario del agua, pero no
permiten medir la situacion actual en términos de residualidad por la dinamica en el recambio de
agua en los contenedores de agua predominantes para el pais de estudio y por la falta de una
correlacion de la resistencia de la poblacion al temefos con la eficacia del producto, lo cual
puede modificar el periodo real de la eficacia del insecticida y por lo tanto interferir en la calidad

de los programas que emplean esta estrategia para el control de formas inmaduras de Ae.

aegypti.

Considerando los datos del censo del afio 2005 que se presentan en el plan de desarrollo del
municipio de La Mesa, Cundinamarca, la zona urbana del municipio cuenta con una cobertura
de acueducto del 85%, por lo que la comunidad diariamente usa el agua almacenada en sus
contenedores para diferentes actividades (Acuerdo 014 de 2008).Teniendo en cuenta esto, los
resultados de eficacia del temefos obtenidos en este estudio para el municipio toman como

base un promedio diario de recambio de agua del 50% aproximadamente.

Segun estudios de Soares et.al (2010) en Brasil, no existen diferencias significativas entre los
porcentajes de mortalidad de la cepa de referencia Rockefeller, sin y con recambio diario de
agua del 80% bajo condiciones de laboratorio, presentdndose para ambas condiciones una
mortalidad del 100% hasta el dia 70. Estos resultados difieren de los obtenidos en este
estudio donde se presentaron diferencias altamente significativas (p<0.01) para el factor 2

entre los niveles de recambio y sin recambio de agua del 50% para la cepa de referencia
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Rockefeller, Tabla 7-3, donde al dia 70 para el ensayo con recambio la mortalidad fue del 0% y
para el ensayo sin recambio fue del 100%, Tabla 7-4 y Figura7-5. Estos resultados se hacen
comparables con el estudio citado debido a que se empleé la misma metodologia de
evaluacion, de tal manera que se esperaria que a menor porcentaje de recambio de agua, el
efecto residual fuera mayor, sin embargo se evidencia una diferencia con el estudio de Brasil,
donde a mayor porcentaje de recambio de agua hay mayor efecto residual a lo largo del tiempo

de evaluacion.

De acuerdo a Lee et.al (1993), en contenedores de ceramica tratados con temefos, la eficacia
de este se mantiene hasta el tercer mes con una mortalidad del 100% para Aedes albopictus.
Cheen et. al (2006), encontraron resultados similares con un efecto residual del 100% al
tercer mes y medio, posterior a la aplicacion de la dosis recomendada por el fabricante.
Adicionalmente Thavata et.al (2004) demostré que la aplicacion de granulos de temefos en
contenedores puede promover satisfactoriamente el control de Ae. aegypti por un periodo por
encima de los tres meses en condiciones de campo con un uso normal del agua. Sin embargo
otro estudio en Brasil mostré que el impacto de la aplicaciéon de temefos no es relevante para la
disminucion de larvas de Ae. aegypti debido a que la eficacia del insecticida fue hasta el dia 21
(Donalisio et.al 2002).

Los resultados obtenidos en los estudios de Lee et.al (1993), Cheen et.al (2066) y Thavata et.al
(2004) en Tailandia pueden estar sugiriendo indirectamente que las poblaciones de Aedes en
los sitios evaluados pueden ser susceptibles al insecticida debido a que se observa una
eficacia del 100% hasta los tres meses cumpliendo con lo estimado por el fabricante, a
diferencia del estudio de Donalisio et. al (2002) en Brasil, lo cual puede estar sugiriendo una
resistencia en la poblacidon evaluada. Sin embargo en estos estudios no se relacionan los
factores de resistencia al temefos de la poblacion con su eficacia, como se presenta en este

estudio.

En los ensayos sin recambio de agua con la cepa de campo de La Mesa, se evidencia una
eficacia del temefos del 100% hasta la semana nimero 7 y una disminucion progresiva hasta la
ultima semana de evaluacion llegando a mortalidades del 68%, lo cual propone que la

disminucion de la eficacia del temefos esta asociada a la resistencia encontrada en esta
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poblacién. Estos resultados son comparables con los obtenidos para la cepa de referencia
donde sin recambio de agua la eficacia es del 100% hasta la semana numero 11, Tabla 7-4 y
Figura7-5. Esto indica que la pérdida de eficacia del temefos se debe a una asociacién entre la
presencia de resistencia confirmada por los GRso> 10 y no Unicamente por efecto del recambio

de agua.

El panorama de los resultados anteriores sin recambio de agua para la poblacion de campo, se
hace mas desfavorable al incluir en este analisis el nivel recambio de agua. Los resultados
obtenidos con recambio diario del 50% de agua muestran una pérdida en la eficacia del temefos
para la poblacion de La Mesa, encontrando diferencias altamente significativas entre el
recambio y tiempo de lectura de mortalidad (p<0.01), (Tabla 7-3)de tal manera que la eficacia
del 100% se evidencié hasta la segunda semana de evaluacion, disminuyendo al 81,7% a la
tercer semana y luego abruptamente al 1% en la cuarta semana, (Tabla 7-4 y Figura7-5). De
acuerdo a Montella et. al (2007), el efecto residual del temefos en poblaciones de campo que
presentan grados de resistencia superiores a 10 puede disminuir a 3 semanas, cuando el

intervalo para los ciclos tratamientos era de 8 semanas.

Al comparar los resultados de eficacia del temefos entre las cepas de La Mesa y Rockefeller, se
observa que existe una alteracion de la eficacia del producto debido primordialmente a los
grados de resistencia que se presentaron en el poblacion de campo del municipio de La Mesa,
Cundinamarca (GRso. 14.4X). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lima et.al
(2004) en el 2011, los cuales mostraron que los altos grados de resistencia (GRgs) de 30 y
192,7 para las poblaciones de Barbalha y Crato de Ceara, Brasil respectivamente, influyen en la
reduccién de la eficacia del temefos, otros estudios de Braga et. al (2004) en la region
metropolitana del estado de Rio de Janeiro, indicaron pérdida de eficacia del temefos en campo
corroborando los resultados de resistencia obtenidos en el laboratorio (Braga et. al 2004)

Un trabajo en Brasil, corrobora la importancia de hacer evaluaciones como las que se presentan
en este trabajo. Melo y colaboradores (2009), encontraron que una poblacion resistente bajo
condiciones de campo incrementa en mayor grado su factor de resistencia, comparado con la
misma poblacion presionada con temefos bajo condiciones de laboratorio. Esto alarma la

situacion que se presenta en campo y revela la ineficiencia de los programas de control que
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realizan una alta presién de seleccion con temefos, sin llevar a cabo una rutina de evaluacion

de eficacia en condiciones de campo del producto comercial (Melo et. al 2009).

8.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Con relacion a los mecaniscos bioquimicos de resistencia, en diferentes poblaciones de Ae.
aegypti de Latinoamérica y el Caribe, se ha encontrado correlacién entre la resistencia de esta
especie a insecticidas de tipo piretroide, carbamato y organofosforado y un incremento en la
actividad enzimatica elevada de por lo menos una familia de enzimas capaces de detoxificar el
insecticida, antes de que este llegue a su sitio de accion(Rodriguez et.al., 2001, 2002; Brengues
et. al., 2003; Macoris et. al., 2003).

En Ameérica Latina, como en Cuba, Venezuela (Bisset et.al 1990, 1991, 1998, 1999), Brasil
(Bracco et. al 1999), México (Pietrantonio et. al 2000) y Colombialos mecanismos responsables
de la resistenciaa insecticidas de tipo organofosforados han sido bien estudiados en Culex
guinquefasciatus, y han sido caracterizados al nivel molecular, como es el gen de esterasas
(Vaughan et. al 1998, Small et.al 1998, Small et. al 1999, Paton et.al 2000, Hawkes et.al 2002).
Igualmente, se evidencian hallazgos sobre los mecanismos responsables de la resistencia de
Ae. aegyptia diferentes tipos de insecticidas (Field et. al 1984, Karunaratne et. al 2001, Rawlins
et.al 1998).

En este trabajo se identificaron alteraciones enzimaticas para esterasas inespecificas (f —
esterasas) y acetilcolinesterasa modificada (AchEm), las cuales confieren resistencia a
organosfosforados, estos mecanismos se han evidenciado en diferentes estudios realizados en
poblaciones de Culex quinquefasciatus, en Cuba (Bisset et. al, 1990, 1997). No se encontro
alteracion en los niveles enzimaticos de las Oxidasas de Funcion Mixta y PNPA — esterasas.
Sin embargo, hallazgos para Colombia de Ocampo et. al 2004, mediante ensayos bioquimicos
en larvas de Ae. aegypti en Cali mostraron actividad enzimatica de esterasas no especificas y
citocromo P450 monoxigenasas asociada con resistencia, sugiriendo la presencia de mas de un

mecanismo de resistencia a insecticidas.

83



8.4.1 pB- esterasas

La detoxificacion enzimatica por esterasas se considera como el mecanismo de resistencia mas
comun que metaboliza insecticidas en insectos (Brogdon et. al 1998 a,b). En insectos de los
géneros Culex, Anopheles, Blatella y Pediculus, el mecanismo mas comun de resistencia a
insecticidas organofosforados se encuentra asociado a la presencia de una o mas esterasas,
por una sobreproduccion de las mismas, que tienen una alta afinidad por el enlace con el
insecticida yteniendo una baja tasa de hidrdlisis, principalmente actuando por secuestramiento

del insecticida antes que éstos alcancen el blanco de la acetilcolinesterasa (Cuany et.al 1993).

La poblacion de campo de Ae. aegypti de la Mesa, sector 1, Cundinamarca la cual presentd
valores altos de grados de resistencia (GRso: 14.5),mostré altos niveles de actividad enzimatica
de — esterasas y AchE insensible, indicando que estas enzimas encargadas de metabolizar
insecticidas del grupo de organofosforados estan asociadas con el mecanismo de resistencia de
esta poblacion al temefos.Estos resultados son compatibles con resultados obtenidos por
Mazarri et. al(1995), Rodriguez et.al (2000) en poblaciones de Ae. aegypti en Venezuela, para

el caso de las 3 — esterasas.

La resistencia a temefos asociada con el mecanismo de esterasas ha sido identificada en otros
paises como Venezuela (Mazarri et. al 1995),Trinidad (Vaughan et. al 1998), Tailandia (Paeporn
et. al 2003) (Saelim et. al 2005), Brasil (Marcoris et. al 2003)y Cuba (Bisset et. al 2004). Para
Colombia, este es uno de los primeros trabajos que confirman este hallazgo en la poblacion de
La Mesa, encontrando el 100% de los individuos por encima del percentil 99 de la cepa de
referencia (p99: 0.104) o el 100% de los individuos por encima del punto de corte (0.101)(Tabla
7-7 y Figura7-6).

Los resultados de este trabajo presentan consistencia con los datos recientes de Melo et, al
(2009) en Brasil, los cuales indican una actividad enzimatica alterada para las B -esterasas, con
el 49% de los individuos por encima del percentil 99 de la cepa Rockefeller en una poblaciéon de
Ae. aegypti con GRsg: 166.7x. Sin embargo, es interesante notar que la poblacion de La Mesa,
la cual presentd grados de resistencia menores a los que presenté Brasil, tuvo un porcentaje

mayor de individuos por encima del percentil 99 con alteracion enzimatica.
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Adicionalmente, los resultados en este estudio corroboran la hipdtesis planteada por
Santacoloma (2008), quien encontré que las mismas poblaciones resistentes al temefos con
dosis diagnostica en estadio larval y susceptibles a malation en estadio adulto, no presentaron
alteracién en los niveles enzimaticos de [ -esterasas al realizar pruebas bioquimicas con
mosquitos adultos. Lo cual confirma que la deteccioén en la alteracidon de niveles enzimaticos se
encuentra asociada al estado fisiolégico de desarrollo.

En Brasil, la presidon de seleccion para determinar los grados de resistencia al temefos en el
tiempo, se hizo con el estadio larval, de tal manera que la alta expresion de detoxificacion

enzimatica se encontré en este estadio y no en el adulto.

Los hallazgos de Cuba en 2004 (Bisset et. al 2004) demuestran que las esterasas inespecificas
(B -esterasas) son un mecanismo importante en la alta resistencia detectada a fention, temefos
y a la resistencia moderada al fenitrotién, al determinar un factor de sinergismo (FS>5) con el
sinergista DEF (SSS tributil fosforotritioato), por lo cual en este estudio se recomienda confirmar
este mecanismo de resistencia mediante la evaluacion de la poblacién con sinergistas (Bisset
et. al 2004).

Otros estudios, con ensayos de inhibicion en gel de poliacrilamidaevidencian una actividad
elevada de la esterasa A4 en una cepa resistente a temefos(Bisset et. al 2004), adicionalmente
Callaghany otros (1991) mostraron la correlacion existente entre la elevada actividad
deesterasas A y B y la resistencia a insecticidas organofosforados, coincidiendo con
conclusiones previas de otros autores, como Gokhale et. al (2000),quienes determinaron que la
evolucion de la resistencia a organofosforados era mediada por un aumento de 3 a 4 veces en
la actividad de las esterasas.Sin embargo hallazgos de Vaughan et.al (1998) en Trinidad
encontraron que la poblaciéon presentaba valores muy bajos de alfa esterasas (a). Aunque en
este estudio no se desarrollaron pruebas para deteccion de a — esterasas es importante
entender que la posibilidad de co-seleccion de alelos especificosde estas enzimas no se puede
descartar, como se haencontrado en Culex (Raymond et. al 2001, Labbe et. al 2005) debido a
que este resultado también podria indicar una falta deespecificidad de los sustratos utilizados.
En consecuencia, Lima y colaboradores (2004), verificaron en Ae. aegypti que las a- EST

pueden hidrolizar el sustrato de las  —EST: B —naphtil acetato.

85



De acuerdo a Hemingway y Karunaratne (2001) la terminologia empleada para las enzimas
EST no es homogénea por lo cual se dificulta la comparacién de los resultados entre grupos, sin
embargo en la mayoria de estudios en Brasil, las EST son clasificadas en dos grupos de
acuerdo a conceptos de Aldribge, Oxuda y la Uniéon Internacional para la bioquimica y biologia
molecular: A — EST las cuales no son inhibidas por OP y son capaces de hidrolizar estos
compuesto, por actuar sobre esteres — aromaticos y fenil — acetato conocidas como
arylesterasas y B —EST las cuales son inhibidas por OP y no hidrolizan estos compuestos,

conocidas como esterasas no especificas, aliesterasas o carboxilesterasas.

Teniendo en cuenta estos resultados, en este trabajo se propone la evaluacion de a —
esterasas, con el fin de determinar el papel de este tipo de enzimas en la resistencia al temefos

de la poblaciéon de La Mesa.
8.4.2 PNPA - esterasas

Respecto a la frecuencia en que aparecen elevadas las enzimas PNPA — esterasas, al igual que
las Oxidasas de Funcion Mixta no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05) entre la poblacion de La Mesa y la cepa susceptible de referencia, unicamente el 3%
de los individuos sobrepasaron el percentil 99 y el punto de corte(Tabla 7-6, Tabla 7-7 y
Figura7-6). Estos hallazgos, también se evidenciaron en poblaciones de Ae. aegypti de
Trinidad (Polson et. al 2011).

De acuerdo a la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, la PNPA —ESTse
considera como una enzima del tipo A — EST, esta enzima presentd un perfil distinto al perfil de
las B-esterasas, y aunque no se encontré alterada en la poblacion de La Mesa, este perfil
sugiere que en una poblacion resistente pueden existir incremento en diferentes enzimas EST

de manera simultanea(Polson et. al 2011).

Los datos del presente trabajo, difieren del estudio realizado por Lima et. al (2011) en Brasil, en
el cual caracterizaron poblaciones de Carto, Barbalha y Juazeiro del estado de Ceara en Brasil,
resistentes al temefos con FRgs de 192.7, 30 y 7.2 respectivamente, encontrando alteraciones
de PNPA unicamente para las dos ultimas poblaciones, que presentaban una resistencia
marcada e incipiente respectivamente. Curiosamente, la poblacién de Carto, la cual exhibié los

mas altos niveles de resistencia a temefos, presentdé el mas bajo perfil de la actividad
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enzimatica de GST, a — esterasas y PNPA, lo cual sugiere que la asociacion entre el incremento

de la actividad enzimatica y el nivel de resistencia al temefos, no es sencilla.

Adicionalmente, Montella et. al, (2007) encontré un incremento gradual de PNPA (p — nitrofenil
acetato) en poblaciones de Ae. aegypti en Brasil en el periodo de 2001- 2004, a diferencia de
los niveles de a y B esterasas, los cuales se redujeron durante el mismo periodo, aunque
también se encontraban presentes. Estos resultados confirman la existencia simultanea en el
incremento de diferentes enzimas esterasas en poblaciones de Ae. aegypti, lo cual no se
evidencié en el presente trabajo muy posiblemente por la inespecificidad existente por los
sustratos de cada enzima y ademas por la falta de evaluacién de a — esterasas (Montella et. al
2007) .

PNPA —EST se han asociado con la resistencia a temefos en poblaciones de Ae. aegypti de
Brasil (Montella et. al 2007), pero en Colombia, para la poblacién La Mesa, Cundinamarca, no

se ha demostrado la importancia de esta enzima en la resistencia al temefos.
8.4.3 Oxidasas de Funcion Mixta (OFM)

Las Oxidasas de Funcion Mixta son las enzimas mas importantes involucradas en el
metabolismo de insecticidas de tipo piretroide en Anopheles y Culex spp (Hemingway et. al
1991, Brogdon et. al 1997, Kasai et. al 1998).

Respecto a la frecuencia en que aparecen elevadas las enzimas de accion metabdlica Oxidasas
de Funcién Mixta, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre
la poblacion de La Mesa y la cepa susceptible de referencia, unicamente el 6% de los individuos
sobrepasaron el percentil 99(Tabla 7-6, Tabla 7-7 y Figura7-6). Estos hallazgos son similares a
los obtenidos por Melo et. al (2010) en Brasil, donde en una poblacion de Ae. aegyptiresistente
al temefos con GRs y GRgode 166.7x y 180x respectivamente, unicamente el 11,2 % de los

individuos se encontraron por encima del percentil 99 de la cepa de referencia.

Teniendo en cuenta los hallazgos de este trabajo y de estudios en otros paises, en el presente
trabajo se determin6 que las OFM no estan involucradas con la resistencia de la poblacién de
campo al temefos. Adicionalmente, estudios con el sinergista Piperonil Butoxido en

Cuba,demuestran que las enzimas monoxigenasas no intervienen en la resistencia al temefos
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pero si al fenitrotion, lo cual se evidencié con unfactor de sinergismo de 0.93 y 5.23

respectivamente, en una poblacion de Ae. aegypti de La Habana, Cuba (Bisset et. al 2004).

Otros estudios en Colombia (Ocampo et. al 2011), al realizar pruebas bioquimicas con
mosquitos adultos encontraron dos de ocho poblaciones evaluadas de Ae. aegypti, con
incremento de OFM y B - esterasas: Guadalupe (Huila) y Tumaco (Narifio). Estas poblaciones
fueron resistentes al temefos D (dx), con porcentajes de mortalidad de 499 y 21.7%
respectivamente, por lo cual se cree que la alteracién de las OFM puede estar relacionada con
la resistencia al temefos, de acuerdo a observaciones de otros autores quienes han
determinado alteracion para esterasas y OFMen poblaciones resistentes al temefos (Rodriguez
et. al 2007, Melo et. al 2010). Sin embargo, en el presente trabajo se indica que las poblaciones
resistentes al temefos no presentaron incremento de OFM, esto confirma que muy

posiblemente la seleccion de resistencia por OFM es diferente por el estadio de desarrollo.

En Brasil, las alta actividad de OFM en adultos de la cepa de Ae. aegypti resistente a diferencia
de la actividad no alterada en larvas de la misma cepa confirma que existen diferencias
naturales en la expresion de detoxificacion enzimatica en diferentes estadios de desarrollo, lo

cual se ha observado en otros estudios (Zayed et. al 2006)
8.4.4 AchE modificada

Los insecticidas de tipo organofosforado y carbamato inhiben la AChE y la alteracion estructural
de este sitio ha ocasionado la resistencia a insecticidas en diferentes insectos vectores
(Coleman et. al 2007). La alteracion estructural obedece a mutaciones en el sitio blanco, en el
cual se origina un cambio de una glicina por una serina en la posicion 119 (Nauen R, 2007). En
diferentes especies de artropodos, el mecanismo de resistencia que se ha detectado se debe a
la seleccion de AChE modificada por poca sensibilidad a organofosforados y carbamatos (El
Kady et. al 2008)

La poblacion de campo de Ae. aegyptide la Mesa en este estudio, mostré alteraciones en la

actividad de AChE en presencia de propoxur, con un 86% de individuos por encima del percentil

99, indicando que la modificacion de esta enzimapuede estar asociada con el mecanismo de

resistencia de esta poblacion al temefos(Figura7-6).Estos resultados se asemejan con los

hallazgos de trabajos en Cuba y Trinidad. En Cuba, identificaron como mecanismo de
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resistencia a organofosforados, acetilconesterasa modificada o insensible (Bisset et. al 1990)y
en Trinidad hallaron poblaciones con una alteracion de AChE encontrando el 90% por encima

del percentil 99 de la cepa de referencia (Polson y Brogdon et. al 2011).

A diferencia de los resultados de este trabajo, en un estudio realizado en Sao Paulo se observo
una baja frecuencia en la poblacion estudiada con alteracién de acetilcolinesterasa, lo cual
indica que este mecanismo no podria ser el responsable de las alteraciones de susceptibilidad
observadas en los ensayos biolégicos. De hecho la presencia de alelos resistentes fue
reportada en una poblacion de Ae. aegypti de Santiago de Cuba, pero los autores demostraron
que este mecanismo no estaba involucrado con la resistencia de la poblacion, ellos observaron
que la resistencia a organofosforados estaba relacionada mas bien con Esterasas y Glutation —

S Transferasas.

Otros trabajos en la localidad de Araripina, Pernambuco, Brasil (Melo et.al 2010), demostraron
que al amplificar una region del gen de la AchE, no se encontraron mutaciones y que los
individuos tanto de la cepa resistente como de la cepa de referencia presentaban la misma
secuencia de nucleétidos y aminoacidos con una homologia del 100% con la reportada en el
GenBank, de tal manera que después de haber sido presionada por 17 generaciones y

presentar resistencia al temefos, la AchE no era responsable de esta resistencia.

Hallazgos de Vaughan et.al (1998) en Trinidad encontraron que la poblacidon presentaba
valores muy bajos de alfa esterasas y que la AchE no estaba presente en la poblaciéon
estudiada. Datos de Lima et. al (2011) en Brasil, no encontraron diferencias significativas entre
las poblaciones de campo resistentes al temefos y la cepa susceptible de referencia para la

enzima acetilcolinesterasa (% individuos > percentil 99: entre 3 y 6%).

Existen diferentes estudios, como los mencionados en otros paises, en los cuales no se ha
comprobado este mecanismo con la resistencia al temefos, por lo cual se sugiere continuar con
la caracterizacion de poblaciones resistentes a este larvicida en Colombia, con el fin de
determinar los mecanismos involucrados en la resistencia acorde a la situacion local, y
confirmar la presencia de AchE modificada en otras poblaciones resistentes al temefos en el

pais.

89



En Colombia, las unidades de entomologia departamentales han empleado los bioensayos
OMS para monitorear la resistencia en poblaciones de campo, sin embargo estos ensayos
proveen solamente informacion del nivel de susceptibilidad a un insecticida especifico, por lo
cual se requiere de la determinacion de los grados de resistencia, del conocimiento de su
implicacion en la eficacia del producto formulado en campo y de la determinacion de los
mecanismos de resistencia involucrados. Sin embargo los ensayos bioquimicos también son
una limitante, debido a la baja especificidad entre miembros de la familia enzimatica (Montella
et.al 2007). Por lo anterior, se requiere del desarrollo de otras metodologias como estudios
moleculares con microarreglos, establecimiento de colonias resistentes que permitan desarrollar

estudios relacionados y uso de sinergistas entre otros.
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9. CONCLUSIONES

La susceptibilidad del 100% de las poblaciones evaluadas al insecticida malation, junto con los
resultados obtenidos en la Red Nacional de la Vigilancia de la resistencia a insecticidas sugiere
la condiciéon de susceptibilidad generalizada en las poblaciones de Aedes aegypti a este
adulticida. Por lo tanto este insecticida puede seguir utilizandose como medida de control en
caso de brotes o epidemias de dengue acorde a los lineamientos nacionales del Ministerio de la

Proteccion Social.

El 11.1% de las poblaciones evaluadas en este trabajo fueron resistentes al insecticida temefos,
a diferencia de los resultados obtenidos para el pais donde el 70% de las poblaciones
evaluadas fueron resistentes, por lo cual la determinacién de grados de resistencia es

indispensable para estimar el nivel de esta condicidon en poblaciones de Aedes aegytpi.

Las poblaciones de La Guajira y Cauca fueron susceptibles al larvicida temefos (GR50<10) a
pesar de la presion de seleccion continua con este insecticida y lapoblacion de Atlantico

requiere continuar la vigilancia de la resistencia a este insecticida.

La poblacion de La Mesa 1, Cundinamarca presentd resistencia al temefos,con GR5>10 vy
porcentajes de mortalidad con dosis diagndstica iguales a los reportados hace 5 afios, lo cual
indica que no se ha suspendido la presion de seleccion en esta poblacion a pesar de los

resultados de resistencia obtenidos.

La pérdida de la eficacia del temefos en la poblacién de Aedes aegypti del municipio de La
Mesa, Cundinamarca bajo condiciones de laboratorio estd asociada con la resistencia de esta

poblacion al insecticida, confirmada con los grados de resistencia (GRse> 10: 14.5X).
El factor recambio de agua en los ensayos de eficacia del temefos interfiere directamente con la

eficacia y el efecto residual del larvicida, reduciendo los porcentajes de mortalidad a lo largo del

tiempo de exposicion. Sin embargo, se requiere realizar este tipo de evaluacién en campo.
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Los niveles elevados de enzimas B-esterasas y AchE modificada en la cepa de La Mesa,
Cundinamarca, demuestran que la resistencia bioquimica por estas enzimas juega un papel

importante en la manifestacion de la resistencia al insecticida temefos en este municipio.

Para caracterizar la resistencia de una poblacion de Ae. aegypti al insecticida temefos, se
recomienda relacionar informacion de % de mortalidad con dosis diagndstica, determinacion de
grados de resistencia, mecanismos bioquimicos y eficacia del producto formulado de manera

conjunta, con el fin de orientar la toma de decisiones en cuanto al control del vector.
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10. RECOMENDACIONES

El hallazgo de resistencia a temefos de la poblacion de Ae. aegypti de La Mesa, sector 1,
Cundinamarca en este estudio, permite sugerir al Ministerio de la Proteccion Social y al
Programa departamental de Control de Enfermedades transmitidas por vectoressuspender el

uso del este larvicida e implementar otras alternativas de control.

Evaluar otros métodos alternativos al control quimico, como control social, control biolégico de
formas inmaduras con peces, bacterias como Bacillus thuringiensis var. israelensis, copépodos,
productos naturales de extractos etanodlicos de esponjas marinas y de plantas de Annona
muricata, insecticidas reguladores de crecimiento (IGR) Diflubenzuron y Piriproxifen o reevaluar

las estrategias de control mediante rotacion de insecticidas o mezclas de los mismos.

Continuar con la vigilancia de la susceptibilidad a insecticidas en las poblaciones de Ae. aegypti
para brindar informacién necesaria que ayude a la toma de decisiones sobre el uso correcto de

insecticidas.

Implementar en la Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia a Insecticidas : GRADOS DE
RESISTENCIA al larvicida temefos y pruebas de alfa esterasas, PNPA — esterasas y Glutation

S transferasas para deteccion de mecanismos bioquimicos.

De acuerdo a los antecedentes de resistencia al temefos en el pais mediante la evaluacion de
dosis diagnostica, es necesario verificar con GRADOS DE RESISTENCIA esta condicién en el

70% de las poblaciones que han sido resistentes.
Enfatizar por medio de la Red Nacional de entomélogos y el Programa de control de vectores,

en la importancia de relacionar la resistencia del temefos con evaluaciones de eficacia de este

en campo.
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ANEXO 1. Formato de registro para pruebas biolégicas CDC.

InsTiTUTO

. NACIONAL DE

SaLup d
e Libertad y Orden

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE ADULTOS DE Aedes Aegypti A INSECTICIDAS
METODOLOGIA CDC

Departamento | | Localidad: | |

Fecha prueba | | Responsable | |

Tipo de Insecticida [ | Insecticida | |
Dosis | |#Usobotella] | Replica [ |
oa ] e [ e [

BOT 1 BOT 2 |BOT 3 | BOT 4 Total | Total |Control

Tiempo| V M V M V M V M |Muertas|% V M

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80
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ANEXO 2. Formato de registro para pruebas bioldgicas en larvas. OMS.

. INsTiTUTO
. NACIONAL DE

SaLup »
Libertad y Orden

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE LARVAS DE Aedes aegypti A TEMEFOS

Departamento | | Localidad [ |

Fecha prueba | | Responsable [ |

Tipo Insecticida | | Insecticida [ |

Concentracion(mg/L)IZI # Uso botella I:l Replica I:l
Hor — re [ e [

N° de Larvas Mortalidad % % Mortalidad N° de
Beaker Insecticida |Expuestas| a 24 horas |Mortalidad Abbot Pupas
1
2
3
4
Control
1
2
3
4
Control
1
2
3
4
Control
1
2
3
4
Control
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ANEXO 3. Formato de registro para pruebas de eficacia de temefos en condiciones de

laboratorio

EVALUACION DE EFICACIA DEL TEMEFOS EN CONDICIONES DE LABORATORIO

Recambio de agua % :l Cepa: :l Especie: |

Cantidad aplicada
Departamento: Municipio: (tto): 0.1 gr/Litro

Fecha
Insecticida: Temefos Producto comercial: ABATE vencimiento

Fecha (dd/mm/aa) Montaje - Hora Lectura cada 24 Vivas Muertas Pupas % Mortalidad
Fecha de lectura (dd/mm/aa) horas

Tto 1
Tto 2
Tto 3
Tto 4
Ctrol 1
Ctrol 2
Ctrol 3
Ctrol 4

Tto 1
Tto 2
Tto 3
Tto 4
Ctrol 1
Ctrol 2
Ctrol 3
Ctrol 4

Tto 1
Tto 2
Tto 3
Tto 4
Ctrol 1
Ctrol 2
Ctrol 3
Ctrol 4
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