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Resumen

Introduccién: el uso abusivo de los insecticidas en la frecuencia de aplicacion de los
productos cuando no es necesario, tiene repercusiones en la eficacia de los mismos,
debido a que se puede ver afectado por el desarrollo de resistencia de las poblaciones
naturales de sus vectores. Esta resistencia es uno de los problemas mas graves que
afectan los programas de control de enfermedades transmitidas por vectores, pero ante
una situacién de brote o epidemia, el programa de control debe aplicar insecticidas
guimicos para reducir rapidamente la poblacion de mosquitos adultos, probablemente
infectados, y asi reducir el riesgo de transmisién del dengue. La Organizacién Mundial de
la Salud estima que aproximadamente el 40% de los 506 artrépodos de importancia
médica han mostrado algun grado de resistencia a insecticidas. De estas especies de
importancia médica, cerca del 50% son especies de mosquitos, los cuales son vectores
de malaria, dengue Y filariasis: Anopheles, Aedes y Culex (Fonseca et al. 2005). En una
investigacion realizada por la Universidad Nacional en el municipio de La Dorada,
departamento de Caldas, durante el 2006 y 2007 se evidencié resistencia al temephos de
13,27 y 11,48 grados en Las Ferias y Las Margaritas respectivamente y susceptibilidad a
la deltametrina, malathion, fenitrothion y pirimiphos metil en estas localidades y en el

municipio de Chinchina (Herrera et al. 2007).

Objetivo: investigar el estado de la susceptibilidad del Aedes aegypti a cinco insecticidas
(un piretroide y cuatro organofosforados) en cinco localidades del departamento del
Caldas priorizados por la Secretaria Departamental de Salud, ademas analizar si existen
mecanismos de resistencia expresados, con el fin de actualizar el estado de resistencia
a los insecticidas y dar herramientas que orienten de una forma adecuada las medidas de

control que actualmente se llevan en el departamento para el control del dengue.

Metodologia: se realizaron pruebas biolégicas con la metodologia OMS y CDC en larvas
y adultos de Ae. aegypti respetivamente para estimar el nivel de resistencia a cinco
insecticidas y el desarrollo de pruebas bioquimicas para la identificacion de los

mecanismos de resistencia en las poblaciones que presentaron GR >5 al temephos.

Resultados: las poblaciones de Viterbo, Marquetalia y Las Ferias presentaron GR

menores a 5 con valores que oscilaron entre 0,75 y 4,75 compatibles con susceptibilidad.



Las poblaciones de Las Margaritas y Victoria, presentaron GR mayores a 5, con valores
que fluctuaron entre 5,525 y 5,61 correspondientes a una resistencia incipiente o
moderada. Se logré la reversion de la resistencia al temephos en condiciones de
laboratorio de las poblaciones Las Margaritas y Victoria en cinco generaciones. Los
resultados de las pruebas biol6gicas con botellas CDC a los insecticidas deltametrina,
malathion, fenitrothion mostraron susceptibilidad a cada uno de los insecticidas. Las
Ferias, Las Margaritas y Victoria reportaron una susceptibilidad alterada al pirimiphos
methil por presentar porcentajes de mortalidad intermedia (80 - 98 %), las poblaciones de
los municipios Marquetalia y Viterbo mostraron resultados compatibles con
susceptibilidad. No se identificaron alteraciones de la actividad enzimatica para las a, B y

PNPA — Esterasas y OFM en las poblaciones evaluadas (Las Margaritas y Victoria).

Conclusiones: El temephos puede continuar utilizandose para controlar las formas
larvarias en situaciones epidémicas de dengue en cada una de las localidades evaluadas,
ya que mostraron GR bajos (Viterbo, Marquetalia y Las Ferias) y una disminucion o
reversion de la resistencia para las localidades que presentaron GR medios (Las
Margaritas y Victoria). Se observo una reversion de la resistencia al temephos en campo
en tres afios, pasando de GR altos a GR medios y obtener la reversion en laboratorio en 5
generaciones pasando de GR medios a GR bajos. La estimacion de los GR es muy
importante porque nos permite caracterizar la resistencia de manera mas precisa. La
deltametrina, el malathion, el fenitrothion y el pirimiphos metil pueden utilizarse en las
poblaciones evaluadas para controlar las formas adultas de Ae. aegypti en situaciones

epidémicas de dengue.

Palabras Claves: resistencia a insecticidas, Aedes aegypti, organofosforados,

piretroides



Abstract

Introduction: the abusive use of insecticides in the frequency of application of products
when no is necessary, has an impact on their efficacy because they can be affected by the
development of resistance in natural populations of vectors. This resistance is one of the
most serious problems affecting control programs of vector-borne diseases, but in a
situation of an outbreak or epidemic, the control program must apply chemical insecticides
to rapidly reduce the adult mosquito population, probably infected and reduce the risk of
dengue transmission. The World Health Organization estimates that approximately 40% of
the 506 medically important arthropods have shown some degree of resistance to
insecticides. Of these species of medical importance, about 50% are species of
mosquitoes, which are vectors of malaria, dengue and filariasis: Anopheles, Aedes and
Culex (Fonseca et al. 2005). In a study by the National University in the municipality of La
Dorada, Caldas department, during 2006 and 2007 showed resistance to temephos of
13.27 and 11.48 degrees Las Ferias and Las Margaritas, respectively, and susceptibility to
deltamethrin, malathion, fenitrothion and pirimiphos methyl in these localities and the
municipality of Chinchin& (Herrera et al. 2007).

Objective: To investigate the susceptibility state of Aedes aegypti to five insecticide (a
pyrethroid and four organophosphate) in five locations in the department of Caldas
prioritized by the Department of Health Secretary also consider whether there are
mechanisms of resistance expressed in order to update the state of insecticide resistance
provide tools to guide a appropriate manner the control measures are currently being in

the department for control of dengue.

Methodology: bioassays WHO and CDC were performed in larvae and adults of Ae.
aegypti to estimate the level of resistance to five insecticides and the development of
microplates assay for identification of resistance mechanisms in populations of Ae. aegypti

showed RR> 5 to temephos.

Results: The populations of Ae. aegypti of Viterbo, Marquetalia and Las Ferias RR
showed smaller than 5 with values that oscillated between 0.75 and 4.75 consistent with

susceptibility. The population of Las Margaritas and Victoria, RR showed more than 5, with



values that fluctuated between 5.525 and 5.61 for early or moderate resistance. Was
achieved reversal of resistance to temephos in laboratory populations of Las Margaritas
and Victoria in five generations. The results of bioassays with bottles of insecticide
deltamethrin, malathion, fenitrothion showed susceptibility to each insecticide. Las Ferias,
Las Margaritas and Victoria reported an altered susceptibility to pirimiphos methil to
present intermediate mortality rates (80 - 98%), the populations of the municipalities
Marquetalia and Viterbo showed results consistent with susceptibility. We did not identify
alterations of enzyme activity for a, B PNPA - Esterases and OFM populations evaluated
(Las Margaritas and Victoria).

Conclusions: The temephos can still be used to control the larval forms of Aedes aegypti
of dengue in epidemic situations in each of the locations evaluated, as it showed lower to
GR (Viterbo, Marquetalia and Las Ferias) and a decrease or reversal of resistance to the
locations to GR showed means (Las Margaritas and Victoria). Was observed reversal of
resistance to temephos in field in three years, from RR high to RR middle and get the
reversal in the laboratory in 5 generations from RR middle to RR low. The estimation of to
RR is very important because it allows us to characterize more precisely resistance.
Deltamethrin, malathion, fenitrothion and pirimiphos the methyl can be used in the
evaluated populations to control the adult forms of Ae. aegypti in dengue epidemic

situations.

Keywords: resistance to insecticides, Aedes aegypti, organophosphates,

pyrethroids
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Introduccion

El mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti, Linnaeus 1762, es reconocido como el artrépodo
mas importante en la transmision de virus a humanos del género Flavivirus como el
dengue y la fiebre amarilla. Debido a su amplia distribucion, altas densidades, habitos
hematofagicos y de cria de fuentes artificiales generadas por el hombre, hacen que la
especie sea un problema grave de salud publica en la transmisién de serotipos del virus
del dengue. Ante la falta de una vacuna disponible y de un tratamiento especifico para los

pacientes, el control vectorial es la opcion mas importante.

Los programas de control de dengue emplean estrategias mediante el control integrado
del vector que incluye el control quimico en situaciones de emergencia, control biolégico,
saneamiento del medio y la movilizacion y comunicacion social (MPS et al. sin fecha de
publicacion a).

El control del Ae. aegypti se basa en la eliminacién o intervencion de los criaderos,
actividades que se espera sean realizadas por la comunidad en sus viviendas o por parte
del personal de Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETV). Pero, ante una situacion
de brote o epidemia, el programa de control debe aplicar insecticidas quimicos para
reducir rapidamente la poblacion de mosquitos adultos, probablemente infectados, y asi

reducir el riesgo de transmision del dengue (MPS et al. sin fecha de publicacién a).

Sin embargo el uso intensivo de los insecticidas en la frecuencia de aplicacién de los
productos cuando no es necesario, tiene repercusiones en la eficacia de los mismos,
debido a que se puede ver afectado por el desarrollo de resistencia de las poblaciones
naturales de sus vectores. Esta resistencia es uno de los problemas mas graves que
afectan los programas de control de enfermedades transmitidas por vectores. La
Organizacién Mundial de la Salud estima que aproximadamente el 40% de los 506
artropodos de importancia médica han mostrado algin grado de resistencia a insecticidas.
De estas especies de importancia médica, cerca del 50% son especies de mosquitos, los
cuales son vectores de malaria, dengue Yy filariasis: Anopheles, Aedes y Culex (Fonseca
et al. 2005).

La resistencia a insecticidas ha sido definida por el IRAC (http://www.irac-

online.org/countries/irac-spain/) como el “cambio heredable en la sensibilidad de una



poblacion de una plaga, que se refleja en repetidos fallos de eficacia en un producto al ser
usado de acuerdo con las recomendaciones de la etiqueta para esa plaga”. Por lo tanto,
una poblacion de vectores desarrolla resistencia debido a que el insecticida elimina
progresivamente la mayoria de individuos susceptibles mientras permite la sobrevivencia

y reproduccién de aquellos que posean algiin mecanismo que evite su efecto toxico.

Todos los insecticidas quimicos, ejercen en mayor 0 menor extensién, presiones
selectivas sobre los insectos que intentan controlar. Debido a esto, en un periodo de
tiempo, las cepas resistentes de insectos comienzan a emerger. El tiempo necesario para
el desarrollo de resistencia depende de numerosos factores incluyendo la frecuencia y
naturaleza de los genes de resistencia, las estrategias para el manejo de resistencia, las
dosis y frecuencias de aplicacion y la eficacia bioldégica de las cepas resistentes en

relacion con las cepas silvestres susceptibles (Najera & Zaim, 2002).

En el caso de los mosquitos Ae. aegypti, el uso de insecticidas organofosforados por méas
de 30 afios como el malathion que se ha empleado en el pais en campafas de fumigacion
masiva para el control de formas adultas, o el temephos utilizado para controlar formas
larvarias en recipientes con agua, ha generado que la especie haya estado bajo presion y
haya desarrollado una rapida evolucion de la resistencia a los insecticidas usados, al
malathion en por lo menos dos localidades colombianas y al temephos se registra la
resistencia desde 1995 en varias localidades (Ocampo et al. 2011). Actualmente, los
insecticidas piretroides son los mas utilizados en la regién en paises como Brasil para el
control de adultos de Aedes aegypti y ya se encuentra documentada la resistencia
cruzada que existe entre piretroides y organofosforados (Martins, et al. 2009). Sin
embargo pese a que Colombia no ha he hecho un uso intensivo de los piretroides en el
control de Ae. aegypti reportes de resistencia o pérdida de la susceptibilidad los ha

realizado Santacoloma et al. (2010), Fonseca et al. (2010) y Ocampo et al. (2011).

Para poder vigilar el desarrollo de la resistencia, existen metodologias como las pruebas
biol6gicas que permiten estimar el nivel de resistencia a un insecticida y las pruebas
bioquimicas que ayudan a la identificacion de los mecanismos de resistencia y a
determinar el espectro de resistencia cruzada, facilitando la escogencia de insecticidas
alternativos (Brogdon & McAllister, 1998a) con el enfoque de controlar el desarrollo y la

diseminacion de las poblaciones resistentes.



En este trabajo, se investigd el estado de la susceptibilidad a cinco insecticidas (un
piretroide y cuatro organofosforados) en cinco localidades del departamento del Caldas
priorizados por la Secretaria Departamental de Salud, ademés se analizd si existen
mecanismos de resistencia expresados, con el fin de actualizar el estado de resistencia a
los insecticidas y dar herramientas que orienten de una forma adecuada las medidas de
control que actualmente se llevan en el departamento para el control del dengue.



1. Marco Teodrico

1.1 Dengue: enfermedad tropical desatendida

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), durante el 2010 publicé en su primer informe
sobre enfermedades tropicales desatendidas, un listado de 17 enfermedades que se
encuentran exclusivamente en las poblaciones pobres residentes en zonas de clima
tropical y subtropical del mundo, entre ellas el dengue. En la actualidad, el dengue ocupa
el lugar como la enfermedad viral mas importante transmitida por mosquitos en el
mundo, con casi 300 millones de personas en situacién de riesgo en mas de 100 paises
(WHO, 2010) (Figura 1).

Distribution of countries or areas at risk of dengue transmission, worldwide, 2008
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Figura 1. Distribucion de paises o areas en riesgo de transmision de dengue, alrededor del mundo, 2008. Fuente:
WHO, 2010. http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_dengue_2008.png



1.2 Epidemiologia del Dengue en Colombiay Caldas

El dengue en Colombia es una de los eventos infecciosos que constituye un problema
prioritario en salud publica a causa de diferentes factores, entre ellos: la reemergencia y
acelerada transmisién viral con comportamiento creciente; la tendencia de ciclos y picos
epidémicos cada vez mas cortos entre tres o cuatro afios relacionados con la
reintroducciéon de serotipos al pais; el aumento en la periodicidad de brotes de dengue
hemorrégico y otras formas graves de la enfermedad; la circulacién simultanea de los
cuatro serotipos; la infestacion por Ae. aegypti del mas del 90% del territorio nacional
situado por debajo de los 2.200 m.s.n.m.; la urbanizacion de la poblacion por problemas
de violencia en el pais; y la ausencia de un acueducto o flujo constante que permita la
disponibilidad de agua potable continua en todas las viviendas, ponen en riesgo a
aproximadamente 25 millones de personas que habitan en zonas urbanas y semiurbanas

con transmision de esta enfermedad (MPS et al. sin fecha de publicacion).

A principios del 2010 el Ministerio de la Proteccion Social (MPS) declaré la alerta
epidemioldgica y declaracion de alerta hospitalaria (MPS, 2010) a causa del incremento
significativo en el nimero de casos comparado con afios anteriores y el recrudecimiento
en el numero de brotes en toda la regiébn de las Américas, como consecuencia del
fendbmeno del Nifio y la reintroduccion del serotipo 2. Al finalizar el 2010, las seccionales
de salud reportaron en Colombia al sistema de vigilancia (SIVIGILA) mas de 157.000
casos, con una letalidad del 2,28%, sobrepasando el maximo tolerado para esta
patologia, con la confirmacion de la circulacion de los cuatro serotipos en el territorio
nacional (INS, 2011).

El departamento de Caldas se posicion6 en el 2010 en el puesto 19 de los 34
departamentos y distritos al reportar mas de 1500 casos de dengue. El municipio de La
Dorada aporté 250 casos (en el 2010) y 122 casos (en el 2011); Victoria 3 casos (2010) y
4 (2011); Marquetalia 26 casos de dengue (2010) y 3 (2011) y Viterbo 35 (2010) y 5
(2011) (SDSC, comunicacion personal). Este departamento presenta regiones de alto
riesgo para la presencia de Ae. aegypti por su diversidad en sus pisos térmicos, que
permiten variedad altitudinal, en la temperatura y en la humedad. Existen otros factores de

riesgo como la movilizacion de personas de zonas endémicas a zonas no endémicas por
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turismo o por actividad laboral o familiar ademas de la tendencia cultural de acumular
recipientes artificiales para almacenar agua en los solares o patios, que generan el
aumento de la densidad del vector.

1.3 Descripcion del Evento

El dengue es una enfermedad viral febril aguda. Se registra una serie de manifestaciones
de la enfermedad que va desde procesos asintomaticos hasta cuadros severos; es asi
como se definen diversas formas clinicas: dengue sin signos de alarma, dengue con
signos de alarma, y el dengue grave donde se encuentran incluidos el sindrome de
choque por dengue (SCD) y otras complicaciones del dengue como miocarditis,

encefalitis, hepatitis las cuales se asocian con mayor mortalidad (INS, 2010).

1.3.1 Dengue

Las caracteristicas clinicas dependen a menudo de la edad del paciente. Los nifios
mayores y los adultos pueden tener una enfermedad febril leve o la clasica enfermedad
incapacitante de inicio abrupto, fiebre alta, cefalea intensa, dolor retrorbital, dolores
musculares y articulares y erupcion cutanea. Es frecuente la leucopenia (recuento de
leucocitos <5000) y en ocasiones se observa trombocitopenia. Los lactantes y
preescolares pueden sufrir desde una enfermedad febril indiferenciada con erupcion

maculopapular hasta complicaciones mayores (INS, 2010).

1.3.2 Dengue Grave

Los casos de dengue grave estan caracterizados por extravasacion severa de plasma
gue llevan al paciente a Shock por dengue o también existen las formas clinicas que por
no ser tan frecuentes reciben el nombre de “atipicas” u otras complicaciones por dengue
gue resultan del compromiso intenso de un dérgano o sistema: encefalopatia,
miocardiopatia o hepatopatia por dengue, asi como el compromiso renal con insuficiencia
renal aguda y otras manifestaciones que también se asocian a mortalidad como

pancreatitis, coagulacion intravascular diseminada, etc., (INS, 2010).
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1.4 Agente Etioldgico

El virus del dengue un Flavivirus de la familia Flaviviridae, tiene cuatro serotipos (Denl,
Den 2, Den 3 y Den 4) y es transmitido a las personas por los mosquitos Ae. aegypti y Ae.
albopictus. La capside del Flavivirus esta construida a partir de una sola proteina y su
membrana contiene ramificaciones glicoproteicas que sirven como adhesiones (Stuart,
2000). Estas ramificaciones estan formadas por una envoltura de base lipidica de la cual
sobresale la denominada glicoproteina E (Restrepo et al. 1999), que tiene dos funciones
particularmente (tiles: 1) contiene las conexiones que permiten al virus fijarse a la
membrana de la célula que a infectar y 2) estimula la formacién de anticuerpos Utiles para
el diagnéstico en el laboratorio (Boshell, 1995). Todos los serotipos son genéticamente
muy similares y comparten algunos antigenos con otros miembros de la misma familia. La
infeccibn por uno de los serotipos del dengue, estimula la inmunidad homodloga y
anticuerpos de reaccion cruzada, aun con otros Flavivirus, pero no inmunidad heteréloga

es decir con otros serotipos del dengue (Stuart, 2000).

1.5 Aedes aegypti

El Ae. aegypti es un insecto que presenta una amplia distribucién en areas tropicales y
subtropicales del mundo y esta limitado a latitudes entre 35° norte y 35° sur, aunque a
veces se ha observado a 45°, cuando hay invasiones en la estacion célida, sin embargo
no sobreviven en la estacion de invierno (OPS, 1995). Su rango de distribucién altitudinal
se encuentra por debajo de los 2000 m.s.n.m., pero en Colombia se tienen registros a los
2200 m.s.n.m. en Malaga, Santander (Suarez & Nelson, 1981 y Tinker & Olano, 1993). En
las Américas se considera como una especie doméstica, en areas urbanas y rurales,
(Morales et al., 1997).

Ae. aegypti es un insecto holometabolo, es decir, presenta una metamorfosis completa y
comprende las etapas o fases de huevo, larva (cuatro estadios), pupa y mosquito adulto

(Salomon et al., 1996). Se ubica en la siguiente posicion taxonémica:

e Reino: Animalia
e Phylum: Arthropoda
e Clase: Insecta

e Orden: Diptera
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e Familia: Culicidae

e Subfamilia: Culicinae

e Género: Aedes

e Subgénero: Stegomyia

o Especie: aegypti (Linnaeus 1972)

La hembra de Ae. aegypti realiza ingestas de sangre principalmente en horas diurnas
(Tinker & Olano, 1993) aunque se le ha observado alimentandose en horas nocturnas,
proporcionando a la hembra la maduracion de los oocytos (Detinova, 1962 citado por
Klowden & Lea 1978). La frecuencia en la toma de sangre que realiza el Ae, aegypti es
importante a nivel epidemiol6gico porque incrementa el contacto sobre el hospedero,
favoreciendo la transmision del virus (Scott et al., 1997). De hecho el Ae. aegypti puede
alimentarse mas de una vez para cada oviposicién (Scott et al., 1993), especialmente si
es perturbado antes de estar lleno (OPS, 1995). En comparacion con una sola
alimentacién, mdltiples tomas de sangre en un ciclo gonotrofico incrementa las
oportunidades para que el vector ingiera y transmita la infeccién viral, (OPS 1995, Scott et
al., 1997 y Dye, 1992).

El ciclo gonotrdfico, el tiempo que toma la hembra para la ingesta de sangre y la
consecuente postura de huevos varia de 2 a 20 dias (Conde, 2003). Los huevos son
puestos en recipientes artificiales que contienen agua estancada y se incuban en un
periodo de dos a tres dias con mucha humedad (CDC, 1980) y emergen a larva, estado
en el cual pasan por cuatro fases (L1, L2, L3 y L4). Las larvas se alimentan de materia
organica particulada y se caracteriza por tener en el térax unas espinas laterales largas y
puntiagudas en forma de ufia de gato, un sifén corto con pecten y un par de penachos
subventrales compuesto por al menos de tres pelos. El segmento anal no esta rodeado
completamente por una palca esclerotizada y el peine del octavo segmento presenta una
serie de hileras de escamas las cuales tienen forma de tridente, cuyos dientes tienen una

espina larga y espinulas laterales en un solo lado del eje (Forattini, 1965).

El estado de pupa dura aproximadamente dos dias y presenta un extremo superior
anterior globuloso constituido por cefalotérax, seguido del abdomen segmentado y curvo.
Los sifones respiratorios estan localizados en la parte anterior y poseen una trompa
respiratoria corta un tanto dilatada (Christophers, 1960). El adulto que emerge de la pupa

€S uUn mosquito oscuro cuyos tarsos posteriores posee franjas claras y presenta en el
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mesonoto un patron de escamas formado por una lira. El abdomen posee patrones de
escamas blancas con pequefios puntos blanco. La dieta del macho como de la hembra es
de liquidos con azucares y los toma de las flores o frutos disponibles en la naturaleza,
pero solo la hembra es hematéfaga. A pesar de que las hembras pueden sobrevivir con
azlcares como unica fuente de alimentacion, las hembras necesitan de la sangre para
poder desarrollar los huevos (CDC, 1980). Los adultos son de habitos endofilicos o
perifilicos y endofégicos o perifagicos en areas urbanas y rurales.

1.6 Modo de Accion de los Insecticidas

1.6.1 Insecticidas Organofosforados y Carbamatos

El mecanismo de toxicidad de los insecticidas organofosforados y carbamatos conlleva a
la inhibicién de la acetilcolinesterasa (Figura 2), interaccionando con el grupo OH de la
serina (SER) del centro activo. Se forma un intermediario de la enzima fosforilada o
carbamilada, y es la salida de estos grupos (fosfato o carbamato) del centro activo de la
enzima lo que limita la velocidad del proceso, lo que genera que el impulso nervioso se
siga disparando de manera incontrolada, llevando a la pardlisis y a la muerte del insecto
(Bisset, 2002; Nauen, 2007).

1.6.2 Insecticidas Piretroides y DDT

Interfieren en los canales de sodio de la membrana nerviosa interrumpiendo la
transferencia de iones y la transmision de impulsos entre las células nerviosas (Figura 2).
Inhiben la inactivacion, cambiando la dependencia de voltaje y la tasa de activacion. Se
ha concluido que el DDT vy los piretroides ocupan el mismo sitio de unién en el canal de
sodio dependiente de voltaje que es distinto a los otros sitios de union de las otras
neurotoxinas. Es asi como el DDT y sus anélogos imitan los efectos de los piretroides
sobre la conductibilidad de sodio, de acuerdo a estudios de union (Zlotkin, 1999). Cuando
los piretroides o el DDT se unen al canal de sodio, mantienen abiertos los canales,

causando hiperexcitacion y, en algunos casos, bloqueo nervioso. Los canales de sodio
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estan implicados en la propagacion de potenciales de accién a lo largo de los axones
nerviosos (IRAC, 2011).
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Figura 2. Impulso nervioso entre una célula presinaptica y otra postsinaptica. Muestra los sitios de accién de los
organofosforados y carbamatos sobre la AchE (Acetilcolinesterasa) y los piretroides y el DDT sobre los canales

dependientes de voltage. Fuente: House Flies: Control and Effective Resistance Management. Poster. IRAC.

1.6.3 Resistencia a Insecticidas

La resistencia fisiologica es definida como el desarrollo de la habilidad de tolerar dosis de
toxicos, las cuales resultarian letales a la mayoria de los individuos en una poblacién

normal de la misma especie y es el resultado de la presion de seleccidon positiva ejercida
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por el insecticida sobre genes inicialmente en baja frecuencia (WHO 1975). El IRAC
(http://lwww.irac-online.org/countries/irac-spain/) ha definido la resistencia como el “cambio
heredable en la sensibilidad de una poblacion de una plaga, que se refleja en repetidos
fallos de eficacia en un producto al ser usado de acuerdo con las recomendaciones de la
etiqueta para esa plaga”. Por lo tanto, una poblacién de vectores desarrolla resistencia
debido a que el insecticida elimina progresivamente la mayoria de individuos susceptibles
mientras permite la sobrevivencia y reproduccion de aquellos que posean algun

mecanismo que evite su efecto toxico.

1.7 Mecanismos de Resistencia

1.7.1 Reduccion en la penetraciéon del insecticida

Se dan debido a los cambios de la cuticula de los insectos. EI cambio cuticular que reduce
la tasa de penetracion confiere resistencia a un numero de insecticidas. La penetracion
reducida otorga por lo general sélo un bajo nivel de resistencia, pero en combinacién con
otros mecanismos de resistencia, puede resultar potencialmente en un aumento
importante en la resistencia. Al reducir la velocidad a la que el insecticida llegue a su sitio
diana dentro del insecto, otros mecanismos de manera mas efectiva desintoxican el

insecticida en el camino (Hemingway & Ranson, 2005).

1.7.2 Resistencia dada por el comportamiento

Resistencia dada por los cambios en el comportamiento de los insectos que se traducen
en una disminucion del contacto con el insecticida para aumentar la probabilidad de
supervivencia en un entorno tratado con insecticida. Estos cambios pueden implicar una
menor tendencia a entrar en las casas rociadas o una mayor tendencia a alejarse de las
superficies tratadas una vez que se hace el contacto. Se trata de un mecanismo de
resistencia menor en comparacion con los otros mecanismos (Hemingway & Ranson,
2005).
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1.7.3 Resistencia por Alteraciones en el Sitio de Accién del Insecticida

La resistencia mediada por el sitio blanco 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 éste (Hemingway & Ranson 2000).

1.7.3.1 Acetilcolinesterasa Insensible

Relacionada con cambios cualitativos y cuantitativos en la enzima y con mutaciones
puntuales acompafiadas por modificacién de los parametros cinéticos de la hidrélisis de
acetilcolina. Tales mutaciones involucran sustituciones de aminoécidos en el sitio activo
de la enzima (Fonseca et al. 2005). Las modificaciones de las AChE (acetilcolinesterasas)
en poblaciones de insectos resistentes a carbamatos y a organofosforados tienen como
resultado una menor sensibilidad de la enzima a la inhibicién producida por la accion

toxica de estos insecticidas (Hemingway & Ranson 2000).

1.7.3.2 Alteraciones en el Canal de Sodio dependiente de voltaje

La resistencia a piretroides esta basada en la presencia de una mutacion en el gen “para”
del canal de sodio, lo que produce insensibilidad del sitio de anclaje del insecticida en
dicho canal, y que se conoce como resistencia a la pardlisis (resistencia knockdown o
kdr). EI mecanismo kdr confiere resistencia a los piretroides y al DDT y a sus analogos
(Alzogaray 1998). Estudios electrofisiolégicos en Ae. aegypti han demostrado que estos
fendmenos resultan de la modificacion en la cinética de apertura de estos canales

(Hemingway et al. 1989).

1.7.4 Resistencia metabdlica

La resistencia basada en enzimas detoxificantes se presenta cuando niveles elevados de
la actividad enzimatica contribuye a disminuir la dosis efectiva de un insecticida evitando
que llegue a su sitio de accion (Ranson et al. 2002). En el metabolismo de los insecticidas
se involucran principalmente tres familias enzimaticas: oxidasas de funcién mixta,

esterasas y transferasas (Figura 3).
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Major biochemical mechanisms conferring resistance to important

classes of insecticides in mosquitoes
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Figura 3. Principales mecanismos bioquimicos que confieren resistencia a las clases importantes de los
insecticidas en los mosquitos. Una gran mancha indica un mecanismo de resistencia importante, un punto mas
pequefio significa que este mecanismo ha sido descrito, pero se considera de menor importancia. Fuente: Nauen,
2007.

1.7.4.1 Esterasas

Son enzimas que hidrolizan ésteres carboxilicos y fosforicos presentes en insecticidas
organofosforados, carbamatos y piretroides (Hemingway & Karunaratme 1998).
Bioguimicamente, las esterasas actian uniéndose rapidamente al insecticida pero
liberando lentamente los metabolitos de éste, es decir secuestrando el insecticida antes
que llegue a su sitio de accién. Lo anterior requiere altas cantidades de estas enzimas
debido a la estequiometria de la reaccién, desencadenando la sobreproduccién

enzimatica y por ende el desarrollo de resistencia (Karunaratme et al.1993).

1.7.4.2 Oxidasas de Funcion Mixta (OFM)

Son un amplio grupo de enzimas oxidativas con afinidad a sustratos especificos. Este

sistema enzimatico utiliza oxigeno molecular, un atomo de oxigeno se incorpora al
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sustrato, el otro se une con grupo hidroxilo y forman una molécula de agua. Todas las
OFM aisladas hasta la fecha que metabolizan farmacos y xenobiéticos, pertenecen a esta
clase de monooxigenasas (Maymé, 2008).

Las OFM metabolizan insecticidas responsables de la activacion de los insecticidas
fosforotioato a la forma activa de los organofosforados y participan en la detoxificacion,
proceso en cepas resistentes. Su gran diversidad se debe a la existencia de multiples
isoenzimas, diferentes patrones de expresién y una amplia especificidad de sustrato, lo
cual es particularmente relevante en el caso de las OFM de los insectos. Se ha
identificado resistencia mediada por OFM para casi todas las clases de insecticidas,
principalmente piretroides y carbamatos, y en menor medida a los organofosforados y al
DDT (Hemingway et al. 2004).

1.7.4.3 Glutation S- Transferasas

Son enzimas que conjugan las moléculas insecticidas con sustratos endégenos (glutation,
azlUcares, aminodcidos) (Alzogaray 1998). Las Glutation S- transferasas (GST) estan
involucradas en el metabolismo, detoxificacion y excrecion de un extenso rango de
xenobidticos incluyendo los insecticidas. Estas enzimas protegen a las células del estrés
oxidativo y de los téxicos quimicos, catalizando la conjugacion de los componentes
electrofilicos con el grupo tiol de la glutation reducida (GSH), obteniendo productos mas

hidrosolubles y menos toxicos, siendo excretados de las células (Salinas & Wong 1999).

GST estan involucradas con la resistencia al DDT (catalizando la dehidroclorinacion del
DDT a su metabolito menos téxico DDE) (Clark y Shamaan 1984), a organofosforados y
recientemente a piretroides (Kostaropoulos et al. 2001), a través de mecanismos de
cambio en la especificidad del sustrato, niveles elevados de actividad y regulacién génica,
aunque los elementos reguladores que controlan la expresion de GST no se han

identificado aun (Hemingway & Ranson 2000).
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1.8 Tipos de Resistencia

1.8.1 Resistencia Cruzada

Involucra el mismo mecanismo de resistencia para dos clases de insecticidas no
relacionados (Najera & Zaim 2002), es decir la resistencia no solo afecta negativamente al
compuesto sobre la que se genera, sino que puede conferir resistencia cruzada a otros
plaguicidas parecidos (Figura 4). Esto es debido a que productos de insecticidas de un
mismo grupo quimico suelen afectar a un punto de accion comun, por lo que se considera
gue comparten un mismo modo de accion, (IRAC 2007). Este tipo de resistencia se
presenta principalmente entre piretroides y DDT en diferentes especies de insectos
(Fonseca & Quifiones 2005).
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Figura 4. Resistencia cruzada de las clases de insecticidas comUnmente utilizados. Fuente: Brogdon & McAlliester,
1998b.

1.8.2 Resistencia Mdltiple

La resistencia multiple es la presencia de diferentes mecanismos que estan presentes en
una misma poblacion de insectos (Metcalf, 1989). Un insecto puede desarrollar
resistencia a dos 0 mas insecticidas no relacionados quimicamente (modos de accion

diferentes) por el desarrollo de varios mecanismos.
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2. Antecedentes y Justificacion

Pese a que en Colombia se report6é por primera vez la resistencia del Ae. aegypti al DDT
en Culcuta en 1961, no se ha evaluado continGa ni suficientemente el estado de la
susceptibilidad de las poblaciones de Ae. aegypti a los diferentes insecticidas en el pais a

lo largo de 50 afios debido a las pocas publicaciones que asi lo demuestran.

Después del DDT, los organofosforados se utilizaron para el tratamiento focal (temephos)
y perifocal (fentién) para el control de las poblaciones de Ae. aegypti (Motta-Sanchez et
al., 1976; citado por Ocampo et al. 2011). Sin embargo el uso intensivo del temephos
generd el primer reporte de resistencia en 1995 (Mazarri, 1995; citado por Ocampo et al.
2011). Resultados obtenidos en el pais como parte de un estudio multicéntrico
desarrollado entre el 2005 — 2007, evidencidé que aproximadamente el 70% de las
poblaciones evaluadas fueron resistentes al temephos a la Dosis Diagndéstica (DD) (Anaya
et al. 2007; Fonseca et al. 2007; Salazar et al. 2007; Santacoloma et al. 2007).
Recientemente Rey (2011) evalio en nueve localidades de los departamentos de La
Guajira, Cauca, Atlantico y Cundinamarca grados de resistencia al temephos, reportando
susceptibilidad en todas las localidades excepto en La Mesa, Cundinamarca por presentar

grados de resistencia altos (>14).

El malathion se introdujo como un adulticida durante la década de los 80 (INS, datos sin
publicar) y casi tres décadas después se reportaron dos poblaciones resistentes
Campoalegre, Huila y Palmira, Valle (Ocampo et al. 2011). En este estudio multicéntrico
se evallo también la susceptibilidad a piretroides y se encontré que la susceptibilidad a la
deltametrina fue generalizada en las poblaciones evaluadas, sin embargo localidades
como La Mesa 1, Villavicencio 7, Florencia, Puerto Lopez 1y 2 y Sabana de Torres 1y 2
(Santacoloma et al. 2010), Oasis, Dorada, Hormiga y Orito (Fonseca et al. 2010) y en
Neiva, Campoalegre y Cartago (Ocampo et al. 2011) presentaron resistencia o pérdida de
la susceptibilidad a este piretroide. La resistencia al fenitrothion se reporté en Guadalupe,
Campoalegre y La Plata (Huila), Cartago (Valle), Olaya Herrera (Narifio) (Ocampo et al.
2011); Santa Fe (Antioquia), Jardin y Paraiso (Chocd), Dorada, Hormiga, Orito y Puerto
Caicedo (Putumayo) (Fonseca et al. 2010).
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En una investigacion realizada por la Universidad Nacional en el municipio de La Dorada,
departamento de Caldas, durante el 2006 y 2007 se evidenci6 resistencia al temephos de
13,27 y 11,48 grados en Las Ferias y Las Margaritas respectivamente y susceptibilidad a
la deltametrina, malathion, fenitrothion y pirimiphos metil en estas localidades y en el

municipio de Chinchina (Herrera et al. 2007).

Al dia de hoy, las estrategias para el control de Ae. aegypti en el departamento, siguen
siendo asumidas por la seccional de salud departamental de Caldas mediante la
aplicacion del temephos (1 ppm) en recipientes domésticos de agua, el cepillado del
albercas y la recoleccién de inservibles para controlar las formas larvarias y la aplicacion
del tratamiento espacial con la nebulizacién térmica o ultra bajo volumen (ULV) para
controlar los adultos, con el organofosforado malathién concentrado (96%). La frecuencia
de aplicacion del insecticida est4 determinada por las autoridades locales de salud de

acuerdo a la situacion epidemioldgica en los municipios.

Con el animo de mantener una continua vigilancia del estado de susceptibilidad a
insecticidas piretroides (deltametrina) y organofosforados (temephos, malathion,
fenitrothion y primiphos metil) se quiso evaluar el estado de la resistencia a insecticidas
en poblaciones naturales de Aedes aegypti de los municipios de Victoria, Viterbo,
Marquetalia y La Dorada, departamento de Caldas, con el fin de identificar los niveles de
resistencia de las poblaciones de Ae. aegypti a los insecticidas a través de bioensayos
con las dosis diagndsticas, determinar los grados de resistencia al temephos e identificar
los mecanismos bioquimicos responsables de la resistencia al temephos, a través de la
realizacion de pruebas bioquimicas (a-esterasas, [(-esterasas, PNPA esterasas y

oxidasas de funcién mixta).

Se espera que los resultados obtenidos en este estudio actualicen el estado de la
susceptibilidad en las localidades previamente estudiadas (Las Ferias y Las Margaritas) y
se reporte el estado de la susceptibilidad en otros municipios del departamento (Victoria,
Viterbo y Marquetalia) para la orientacion de medidas en la toma de decisiones en el

control del dengue en dichas localidades.
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3. Hipobtesis

H1l: Las poblaciones de estudio de Ae. aegypti del departamento de Caldas son

susceptibles a los insecticidas deltametrina, malathion, fenitrothion o pirimiphos metil.

H1: Al menos una de las poblaciones de estudio de Ae. aegypti presenta grados de

resistencia superiores a 5 al insecticida temephos.

H1: Las poblaciones de Ae. aegypti de Las Ferias y Las Margaritas presentan una grados

de resistencia al temephos diferente a lo reportado en el 2006 y 2007.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

. Evaluar el estado de la resistencia a insecticidas en poblaciones naturales de Aedes
aegypti de los municipios de Victoria, Viterbo, Marquetalia y La Dorada,

Departamento de Caldas.

4.2 Objetivos Especificos

. lIdentificar los niveles de resistencia de las poblaciones de Aedes aegypti a los
insecticidas temephos, malathion, fenitrothion, pirimiphos metil y deltametrina a través

de bioensayos con las dosis diagndésticas.

. Determinar los grados de resistencia al temephos en poblaciones naturales de Aedes
aegypti de los municipios de Victoria, Viterbo, Marquetalia y La Dorada,
Departamento de Caldas.

. ldentificar los mecanismos bioquimicos responsables de la resistencia al temephos, a
través de la realizaciébn de pruebas bioquimicas (a-esterasas, -esterasas, PNPA

esterasas y oxidasas de funcion mixta).
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5. Metodologia

5.1 Areade estudio y coleccion del material biol6gico

Las areas de estudio fueron seleccionadas por la Direccion Territorial de Salud de Caldas
con base en el riesgo de transmisién de dengue y el uso de insecticidas para el control de
Ae. aegypti. Las localidades donde se realizaron las colecciones del mosquito Ae. aegypti
en su estadio larval fueron en los casos urbanos de los municipios de: Marquetalia (05°20"
N, 75°03” O) con altitud de 1.600 msnm, Victoria (05°19" N, 74°54” O) con altitud de 750
msnm, Viterbo (05°04” N, 75°52” O) con altitud de 998 msnm y en los barrios Margaritas
y Las Ferias del casco urbano del municipio de La Dorada (05°27" N, 74°40” O) con altitud
de 176 msnm (Figura 5). Las colecciones de la especie se realizaron por parte personal
del la Universidad Nacional en colaboracién de los auxiliares de ETV (Enfermedades
Transmitidas por Vectores) de la Secretaria Departamental de Salud de cada uno de los
municipios (Imagenes fotograficas No. 1, 2) en las albercas y los depésitos de agua
artificiales de las casas de estos municipios seleccionados (Imagenes fotograficas No. 3 -
6).
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Figura 5. Localidades del departamento de Caldas donde se realizaron las colecciones de Ae. aegypti para la
evaluacion de laresistencia a insecticidas durante el 2010 -2011.
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Imégenes fotogréficas 1 y 2. Personal de la Universidad Nacional y La Secretaria de Salud de Marquetalia
recogiendo larvas de Ae. aegypti.
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Imégenes fotogréficas de criaderos artificiales de Ae. aegypti en los municipios 3. La Dorada, 4. Victoria, 5.
Marquetaliay 6. Viterbo, departamento de Caldas.
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5.2 Mantenimiento de las colonias de Ae. aegypti

Las larvas colectadas en los sitios de estudio, fueron llevadas al Laboratorio de
Entomologia Médica del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional, sede Bogotd y se mantuvieron siguiendo el protocolo de
mantenimiento de colonia de Ae. aegypti hasta obtener la F2, establecido por el
laboratorio. La determinacibn morfolégica se realizd teniendo en cuenta las
caracteristicas morfologicas (térax con espinas laterales largas y puntiagudas en forma de
ufia de gato y un sifén corto). Las larvas fueron criadas en bandejas plasticas y como
alimento se les proporciond concentrado para conejos. Las pupas se sacaron de las
bandejas a tazas plasticas con agua reposada y trasladadas a las jaulas hasta que
emergieron a adultos (Imagenes fotogréficas 7 y 8). Los mosquitos se alimentaron con
solucion de agua azucarada al 10% y con sangre de ratdn cada tres dias en promedio,
para la obtencién de huevos. Para controlar las posturas de huevos, se colocd una
servilleta de papel dentro de la taza con agua la cual estaba marcada con el nombre de la
cepa, fecha y nimero de generacion dentro de las jaulas de cria y se cambiaba cada
tercer dia. EIl insectario se mantuvo a una temperatura de 27 °C en promedio y una

humedad relativa de 60% con un fotoperiodo de 12 horas.

Imégenes fotograficas 7 y 8. Mantenimiento de larvas y adultos de Ae. aegypti en el Laboratorio de Entomologia
Médica de la Universidad Nacional de Colombia.
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5.3 Cepa de Referencia susceptible

Como cepa de referencia para el control positivo se utilizé la cepa susceptible Rockefeller
procedente del Laboratorio de Entomologia del Instituto Nacional de Salud (INS) que a su
vez procede del Laboratorio del Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de
Puerto Rico desde 1979.

5.4 Insecticidas evaluados

Se utilizaron soluciones de insecticida grado estandar diluidos en acetona. Los principios
activos evaluados fueron los organofosforados temephos, malathion, fenitrothion,
pirimiphos metil y el piretroide deltametrina. Todos los insecticidas grado técnico fueron
adquiridos de Chem Service ® (West Chester, PA).

5.5 Pruebas Biolégicas

Para el desarrollo de las pruebas bioldgicas se usaron larvas y adultos de la F2 obtenidas

a partir del material de campo recolectado en las localidades de estudio.

5.5.1 Pruebas bioldgicas con temephos en larvas: Los bioensayos con larvas de Ae.
aegypti se realizaron siguiendo la metodologia de la Organizacién Mundial de la Salud
(WHO, 1981). EI propésito de esta prueba fue medir el porcentaje de mortalidad de
individuos de Ae. aegypti de cinco localidades de estudio a diferentes concentraciones
con el insecticida temephos. Se evalu6 la DD a 0,02 ppm y cinco a siete concentraciones
gue oscilaron entre 0,00125 ppm y 0,03 ppm, que ocasionaron entre el 4, 25, 50, 75 y el
100% de la mortalidad de los individuos. Todas las concentraciones se ajustaron a un
volumen final de 100 ml de agua. Utilizando larvas de tercer estadio tardio y cuarto
estadio temprano se realizaron cuatro réplicas por bioensayo para un total de 100 larvas
por concentracion (Imagenes fotograficas 9 y 10). Se utilizaron dos grupos control, uno
con acetona (control negativo), la cual no causé mortalidad en las larvas y el otro con la

concentracion de insecticida a evaluar con la cepa susceptible Rockefeller (control

28



positivo). Las larvas que pasaron a estadio de pupa durante la prueba se descartaron, al
igual que los bioensayos con mortalidades superiores al 20% en el control negativo. La
lectura de las mortalidades se realiz6 a las 24 horas y los resultados se procesaron
mediante el andlisis Probit (SPSS 7,5) para obtener las dosis letales (DL) 50 y 90 y poder
calcular los grados de resistencia (GR) para cada una de las poblaciones.

Iméagenes fotograficas 9y 10. Desarrollo de bioensayo en larvas de Ae. aegypti con la metodologia de la OMS.

5.5.2 Reversion de la resistencia del organofosforado Temephos: para evaluar la
reversion de la resistencia al temephos en condiciones de laboratorio, se realizé presion
de seleccién en las generaciones F1 y F3 con la DL 50 estimado para cada poblacién
mediante el analisis Probit en las poblaciones de Las Margaritas y Victoria que fueron las
que reportaron los GR >5. Las larvas sobrevivientes se criaron sin presionar hasta
obtener el numero suficientes de individuos (cuarta y quinta generacion para Las
Margaritas y Victoria respectivamente) para poder calcular los GR para cada una de las

poblaciones mediante las pruebas biologicas descritas anteriormente.

5.5.3 Pruebas biolégicas en adultos: siguiendo la metodologia de la botella del CDC
descrita por Brogdon & McAllister (1998), se realizaron los bioensayos con adultos de Ae.
aegypti. El propésito de esta prueba consistié en medir el tiempo que tarda en intoxicarse
los mosquitos adultos a una dosis determinada de un insecticida (dosis diagndstica). Esta
metodologia permite evaluar el tiempo requerido por un insecticida para alcanzar e
interactuar con el sitio de accién o blanco. Este tiempo de accion se incrementa en

presencia de mecanismos de resistencia.

29



Los insecticidas, dosis diagndstico y tiempos diagnéstico evaluados en Ae. aegypti fueron:
deltametrina 6,25 pg/botella/30min, malation 100 pg/botella/30min, fenitrotion 75
ug/botella/45min (establecidos por el proyecto multicéntrico 2005 — 2007) y pirimiphos
metil 100 pg/botella/45min (establecidos por el Laboratorio de Entomologia UNAL). Las
dosis diagnostico de los insecticidas a evaluar se prepararon a partir de las soluciones
stock, dichas soluciones permanecieron protegidas de la luz, refrigeradas a 4°C. Los
bioensayos fueron realizados en botellas de vidrio Wheaton transparentes, autoclavables
de 250 ml, previamente lavadas y secadas. Cada botella fue impregnada con la dosis
diagndstico colocando un ml de la solucién de la dosis del insecticida y exponiendo la
totalidad de la superficie interna de la botella a la solucion, incluyendo el interior de la
tapa. Esto se logré realizando movimientos de rotacién hasta cerciorarse que el producto
se hubiese distribuido uniformemente dentro de la botella. Las botellas se dejaron secar
entre tres a cinco horas antes de iniciar las pruebas, teniendo la precaucion de
mantenerlas en un sitio oscuro para proteger el insecticida de la degradacion por el efecto

de la luz.

Cada prueba o bioensayo consistié de cuatro botellas impregnadas con el insecticida y
dos botellas para los controles, el control negativo (impregnada solo con acetona) y el
control positivo (impregnada con el insecticida donde se exponia hembras de la cepa
susceptible Rockefeller). En cada botella se expuso entre 15 a 25 0 mas mosquitos
hembras adultas de tres dias de emergidas. Cada 15 min se registr6 el nimero de
mosquitos vivos y muertos en la botella. El desarrollo de la prueba se llevd a cabo durante
1,5 — 2 horas o hasta que todos los mosquitos estuvieran muertos. El criterio de
intoxicacion se defini6 como los mosquitos con dificultades para volar, incapaces de
mantenerse parados sobre la superficie de la botella o que estuviesen caidos (imagenes

fotograficas 11y 12).
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Imégenes fotograficas 11y 12. Desarrollo de bioensayo en adultos de Ae. aegypti con la metodologia de la botella
del CDC.

5.6 Pruebas Bioquimicas en larvas

Para el desarrollo de las pruebas bioquimicas, se usaron larvas de tercer estado tardio y
cuarto estado temprano de las localidades de Victoria y Las Margaritas del municipio de
La Dorada, por presentar grados de resistencia (GR) medios al temephos. Entre 28 y 30
larvas por cada localidad fueron congeladas y almacenadas a -70 °C hasta que el analisis
bioquimico se llevé a cabo. La actividad enzimética de las a-esterasas, B-esterasas,
PNPA esterasas y oxidasas de funcion mixta (OFM) y la estimacion de proteinas totales
fue evaluada de acuerdo a la metodologia descrita por Brogdon (1984 a,b), Brogdon et al.
(1997) y Hemingway (1998). Cada larva se homogeniz6 en 100 puL de buffer de fosfato de
potasio (KPO.) (6,6 gr de fosfato de potasio dibasico/1,7 gr de fosfato monobasico/100 ml
de agua destilada (dH-0) pH 7,2) completando el homogenizado a 1 ml con el mismo
buffer.

100 pL de homogenizado se evaluaron por triplicado para cada larva y se transfirieron a
tres pozos en una microplaca de 96 pozos de fondo plano. Las absorbancias se midieron
por espectrofotometria con un lector de microplacas (DYNEX MRX®), en longitudes de
ondas indicadas para cada enzima. La cepa Rockefeller se utiliz6 como poblacion de
referencia susceptible en todo el analisis bioquimico realizado. Los reactivos y sustratos
para los ensayos bioquimicos fueron en su mayoria suministrados por Sigma — Aldrich ®.
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5.6.1 Andlisis de a- esterasas

Se afadioé 100 pL del sustrato a-Napthil acetato (56 mg/20 ml de acetona/80 ml de buffer
KPQ4) a 100 pL de homogenizado de larva de mosquito. Después de 10 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, se agregd 100 pL de dianisidina (100 mg O-
dianisidine tetrazotized/100 ml dH20) en todos los pozos, incluyendo los controles. Luego
de un periodo de incubacién de 2 min, la absorbancia se leyé a 540 nm. Como control
positivo se utilizé 40 uL de solucién diluida de a Naphtol (0,025 B Naphtol/ 5 ml acetona/
45 ml de buffer KPO4) en 700 uL de buffer KPOa4 gr y se ajusté el volumen final de 100 L

con KPO.. Como control negativo se emple6 100 uL buffer KPOa.

5.6.2 Andlisis de B- esterasas

Se afadio 100 pL del sustrato B-Napthil acetato (56 mg/20 ml de acetona/80 ml de buffer
KPO4) a 100 pL de homogenizado de larva de mosquito. Después de 10 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, se agregé 100 pL de dianisidina (100 mg O-
dianisidine tetrazotized/100 ml dH20) en todos los pozos, incluyendo los controles. Luego
de un periodo de incubacién de 2 min, la absorbancia se ley6 a 540 nm. Como control
positivo se utilizé 40 uL de solucion diluida de B Naphtol (0,025 8 Naphtol/ 5 ml acetona/
45 ml de buffer KPO.) en 700 uL de buffer KPO. gr y se ajusté el volumen final de 100 uL
con KPOa. Como control negativo se emple6 100 uL buffer KPOa.

5.6.3 Anédlisis de oxidasas de funcién mixta (OFM)

Para este ensayo, se prepar6 el buffer acetato de sodio (NaOAc) a 0,25 M (10,25 gr
NaOAc/ 500 ml dH20 ajustado a un pH 5). A los 100 pL de homogenizado de larva se
adicionaron 200 pL tetrametil-bencidina dihidrocloruro (TMBZ-50 mg de 3,3',5,5
tetrametil-bencidina dihidrocloruro/25 mL metanol/75 mL de buffer NaOAc a 0,25 M) y se
afadieron 25 pL de peréxido de hidrégeno (H:0:2) al 3%. La microplaca fue leida
inmediatamente y luego se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente para ser leida
nuevamente con un filtro de 620nm. Como control positivo se utilizé 7,5 pL de solucion
diluida de Citocromo C (10 mg Citocromo C/20 ml NaOAc) en 700 pL de solucién

amortiguadora fosfato y se ajusté el volumen final de 100 puL con solucién amortiguadora
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de fosfato. Como control negativo se empled 100 pL buffer fosfato. Esta prueba mide el
contenido del grupo hemo de las larvas, lo que permite una estimacion indirecta de la

actividad de la enzima OFM con lo cual el grupo hemo se asocia principalmente.

5.6.4 Analisis de PNPA esterasas

Los homogenizados de larva de mosquito se prepararon por separado para la realizacion
de la enzima para-nitrofenil acetato (PNPA) esterasa. Cada larva fue homogenizada en
100 pL de buffer de fosfato de sodio (NaPQO.) (6,6 gr de fosfato de sodio dibasico/1,7 gr de
fosfato monobasico/100 ml de agua destilada (dHz20) ajustado a un pH 7,2) y luego diluida
a 1 ml con el mismo buffer. En cada microplaca se adicioné 100 uL de homogeneizado
de larva de mosquito y se distribuy6 por duplicado. Las soluciones madre de PNPA en
acetonitrilo, se hicieron (0,01815 g PNPA / 1 ml de acetonitrilo) y se almacenaron a 4°C
antes de su uso. Para cada ensayo se prepard una solucién de trabajo fresca adicionando
250 pL de PNPA a 100 mM en acetonitrilo en 24,75 ml de buffer de fosfato de sodio
NaH:PO. a 50 mM pH 7,4. Luego se afiadieron 200 uL de la solucién de trabajo. Como
control negativo se empled 100 pL buffer KPOa. La absorbancia se ley6 de inmediato y en
intervalos de 15 s durante 2 min a 405 nm.

5.6.5 Andlisis de proteinas totales

Se determind la concentracion de proteina total para cada individuo usando la
metodologia descrita por Brogdon (1984 a,b). Esto permitié la deteccion de diferencias en
la masa del cuerpo de la larva, la cual fue utilizada como factor de correccién para el
analisis enzimatico. Para 20 yL de homogenizado se afiadié 80 uL de buffer KPO4y 200
uL del reactivo de proteina colorante (20 ml de concentrado de proteina colorante/80 ml
dH:20). La absorbancia fue leida inmediatamente a 620 nm. Como control positivo se
colocé 2,5 pL de albumina en los pozos marcados como positivos (0,01gr albumina/10 mi
dH:0) y se adicion6 97,5 uL de buffer KPOs. Como control negativo se empled 100 pL
buffer KPOa.
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5. 7 Andlisis e interpretacion de resultados

5.7.1 Andlisis de Bioensayos

Se uso la formula modificada Abbot (1987) para corregir los bioensayos de larvas y
adultos cuando la mortalidad en el control negativo se encontraba entre 5-20%

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

El estado de resistencia/susceptibilidad se evalué de acuerdo con los criterios de la WHO
(1981) los cuales establecen que mortalidades mas altas de 98% y mas bajas de 80% son
indicativos de susceptibilidad y resistencia respectivamente, y niveles de mortalidad
intermedia sugieren susceptibilidad alterada que ameritan vigilar la poblacion de

mosquitos.

Para los bioensayos con larvas se estimaron las dosis letales 50 y 90 (DL50 y DL90) con
el insecticida temephos por medio de la regresion dosis-mortalidad usando el andlisis de
de regresion Probit (SPSS, 7.5). A partir de las dosis letales calculadas para cada cepa
de Ae. aegypti y por comparacion con la linea de regresion de la cepa susceptible de
referencia Rockefeller, se calcularon los grados de resistencia (GR) para el insecticida. En
cuanto al andlisis de los grados de resistencia se utilizaron el criterio de Mazzarri y
Georghiou (1995), quienes sugieren que los grados de resistencia pueden ser clasificados

en altos (>10) medios (entre 5y 10) y bajos (<5).

Los datos de los bioensayos con adultos se graficaron usando Excel 2007. Se grafico el
tiempo vs el porcentaje de mortalidad. Todos los mosquitos sobrevivientes al tiempo y
dosis diagnostico de cada insecticida, establecidos con la cepa de referencia Rockefeller,

se consideraron resistentes (Brogdon y McAllister, 1998).

5.7.2 Andlisis de Pruebas Bioquimicas

Para el analisis bioguimico se calculd la absorbancia media, la desviaciéon estandar y el
coeficiente de variacion con base a los datos de las réplicas de los pozos de cada larva de
mosquito. Se descartaron las réplicas con un coeficiente de variacién mas alto que 0,15

para evitar discrepancias generadas por error manual. Se descont6 el promedio de las
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absorbancias del control negativo del valor de cada larva por cada enzima para eliminar
asi la reaccion de base. Pese a que se evallo las proteinas totales no se realizd
correccion por proteinas, debido a que no hubo diferencias significativas entre el tamafio
de los individuos.

Para determinar las diferencias en los niveles enzimaticos en cada poblacion, después de
una prueba de normalidad, se compararon los perfiles de actividad enzimatica mediante
pruebas de Andlisis de Varianza (ANOVA) de un factor el cual revela si existen diferencias
significativas entre las medias de las absorbancias de las poblaciones evaluadas.

Se diagramaron mediante Box — plots las diferencias de los valores de las medianas de
las absorbancias corregidas para la actividad de las enzimas (a — Esterasas, B —
Esterasas y OFM) de cepas de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas (La Dorada)
y Victoria, comparados con la cepa susceptible Rockefeller.
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6. Resultados

6.1 Pruebas Biolégicas OMS con larvas al insecticida Temephos

Basados en los criterios de interpretacion establecidos por la WHO (1981), en la Tabla 1
se presentan los porcentajes de mortalidad a la dosis diagnéstica (DD) de las poblaciones
de Ae. aegypti procedentes de los municipios de Caldas evaluados. Las poblaciones de
Marquetalia y Viterbo mostraron porcentajes de mortalidad correspondientes con
susceptibilidad. Las poblaciones de los barrios de Las Ferias y Las Margaritas del
municipio de La Dorada presentaron porcentajes de mortalidad compatibles con vigilancia
y la poblacion de Ae. aegypti procedente del municipio de Victoria, mostré porcentajes de

mortalidad correspondiente con resistencia.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad a la DD (Dosis Diagnéstica) 0,02 ppm con el insecticida organofosforado
Temephos en Aedes aegypti, colectados en cinco localidades procedentes del departamento de Caldas.

Localidad No de % dfe Estad_o_d.e
expuestos Mortalidad susceptibilidad
La Dorada
Las Ferias 190 83,5 Vigilancia
Las Margaritas 90 81,11 Vigilancia
Victoria 192 71,15 Resistencia
Marquetalia 196 98,98 Susceptible
Viterbo 100 99 Susceptible

En la Tabla 2 se presentan los grados de resistencia (GR) obtenidos para cada
poblacion. De acuerdo a los criterios de Mazzarri y Georghiou (1995), las poblaciones de
Viterbo, Marquetalia y Las Ferias presentaron GR menores a 5 con valores que oscilaron
entre 0,75 y 4,75 compatibles con susceptibilidad. Las poblaciones de Las Margaritas y
Victoria, presentaron GR mayores a 5, con valores que fluctuaron entre 5,525 y 5,61

correspondientes a una resistencia incipiente o moderada.
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Tabla 2. Grados de resistencia (GR) al insecticida organofosforado Temephos en Aedes aegypti, colectados en
cinco localidades procedentes del departamento de Caldas.

Localidad n DLso ppm IC 95% DL90 ppm IC 95% GRso GR9o
La Dorada
Las Ferias 677 0,01141 0,00671-0,01567 0,02064 0,01622-0,03322 4,75 4,41
Las Margaritas 566 0,01348 0,01041-0,01625 0,02266 0,01935-0,02900 5,61 4,84
Victoria 777 0,01326 0,01016-0,01606 0,02570 0,02189-0,03271 5,525 5,49
Marquetalia 1070 0,00609 0,00395-0,00867 0,01177 0,00903-0,02188 2,53 2,51
Viterbo 487 0,00239 0,00191-0,00303 0,00355 0,00294-0,00533 0,099 0,75
Rockefeller 0,0024 0,00468 1 1

6.2 Reversion de la resistencia al organofosforado Temephos

En la Tabla 3 se presentan los grados de resistencia (GR) obtenidos de las poblaciones
de Las Margaritas y Victoria que presentaron inicialmente GR mayores a 5 y que se

dejaron de presionar.

Tabla 3. Reversion de los GR al insecticida organofosforado Temephos en Aedes aegypti de las localidades Las
Margaritas y Victoria

Localidad n  Generaciones . o om  1C95% P |C95%  GRso GRewo
Sin presionar ppm

Las Margaritas 566 1 0,01348 0,01041- 0,02266 0,01935- 5,61 4,84
0,01625 0,02900

Victoria 777 1 0,01326 0,01016- 0,02570 0,02189- 5,525 5,49
0,01606 0,03271

Las Margaritas 882 4 0,00609 0,00208- 0,01177 0,00415- 1,17 1,10
0,00374 0,00724

Victoria 340 5 0,00239 -0,37082 0,00355 0,00509- 1,20 1,69
0,00583 0,37919
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6.3 Pruebas Biologicas CDC con adultos al insecticida Deltametrina

Las figuras 6-10 presentan los resultados de las pruebas biol6gicas con botellas CDC
para el insecticida deltametrina, realizadas en poblaciones de adultos de Ae. aegypti de
cinco localidades del departamento de Caldas. La linea punteada negra indica el tiempo
diagndstico (Tx), es decir el umbral de resistencia donde los mosquitos que sobreviven a
ese limite de tiempo se consideran resistentes; para el insecticida deltametrina el Tx es de
30 min.

Todas las poblaciones evaluadas mostraron resultados correspondientes con

susceptibilidad al insecticida deltametrina.

Aedes aegypti - Las Ferias - Deltametrina 6,25 pg/botella/30min
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Figura 6. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de las Ferias (La Dorada) con deltametrina.
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Aedes aegypti - Las Margaritas - Deltametrina 6,25 pg/botella/30 min
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Figura 7. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Margaritas (La Dorada) con deltametrina.
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Figura 8. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Victoria con deltametrina.
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Aedes aegypti - Marquetalia - Deltametrina 6,25 pg/botella/30min
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Figura 9. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Marquetalia con deltametrina.

Aedes aegypti - Viterbo - Deltametrina 6,25 pg/botella/30min
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Figura 10. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Viterbo con deltametrina.
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6.4 Pruebas Biolégicas CDC con adultos al insecticida Malathion

Las figuras 11-15 presentan los resultados de las pruebas biolégicas con botellas CDC al
insecticida malathion, realizadas en poblaciones de adultos de Ae. aegypti en cinco

localidades del departamento de Caldas. Para el insecticida malathion el Tx es de 30 min.

Todas las poblaciones evaluadas mostraron resultados compatibles con susceptibilidad al

insecticida malathion.

Aedes aegypti - Las Ferias - Malathion 100 pg/botella/30min
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Figura 11. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Ferias (La Dorada) con malathion.
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Aedes aegypti - Las Margaritas - Malathion 100 pug/botella/30min
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Figura 12. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Margaritas (La Dorada) con malathion.

Aedes aegypti - Victoria - Malathion 100 pg/botella/30min
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Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Victoria con malathion.
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Aedes aegypti - Marquetalia - Malathion 100 pug/botella/30min
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Figura 14. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municpio de Marquetalia con malathion.
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Figura 15. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio Viterbo con malathion.
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6.5 Pruebas Biologicas CDC con adultos al insecticida Fenitrothion

Las figuras 16-20 presentan los resultados de las pruebas biolégicas con botellas CDC al
insecticida fenitrothion, realizadas en poblaciones de adultos de Ae. aegypti en cinco

localidades del departamento de Calda. Para el insecticida fenitrothion el Tx es de 45 min.

Todas las poblaciones mostraron resultados compatibles con susceptibilidad al insecticida

fenitrothion.

Aedes aegypti - Las Ferias - Fenitrothion 75 pg/botella/45min
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Figura 16. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Ferias (La Dorada) con fenitrothion.
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Aedes aegypti - Las Margaritas - Fenitrothion 75 pg/botella/45min
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Figura 17. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Margaritas (La Dorada) con fenitrothion.
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Figura 18. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Victoria con fenitrothion.
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Aedes aegypti - Marquetalia - Fenitrothion 75 pg/botella/45min
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Figura 19. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Marquetalia con fenitrothion.
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Figura 20. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Viterbo con fenitrothion.
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6.6 Pruebas Biologicas CDC con adultos al insecticida Pirimiphos Metil

Las figuras 21-25 presentan los resultados de las pruebas biologicas con botellas CDC al
insecticida pirimiphos metil, realizadas en poblaciones de adultos de Ae. aegypti en cinco
localidades del departamento de Caldas. Para el insecticida pirimiphos metil el Tx es de
45 min.

De las poblaciones evaluadas, Las Ferias, Las Margaritas y Victoria (figuras 21 - 23)
reportaron una susceptibilidad alterada por presentar porcentajes de mortalidad
intermedia (80 - 98 %) en el Tx, las poblaciones de los municipios Marquetalia y Viterbo
(figuras 24 y 25) mostraron resultados compatibles con susceptibilidad al insecticida
pirimiphos metil.

Aedes aegypti - Las Ferias - Pirimiphos Metil 100 ug/botella/45min
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Figura 21. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Ferias (La Dorada) con pirimiphos metil.
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Aedes aegypti - Las Margaritas - Pirimiphos Metil 100 pg/botella/45min
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Figura 22. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti de Las Margaritas (La Dorada) con pirimiphos

metil.
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Figura 23. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Victoria con pirimiphos metil.
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Aedes aegypti - Marquetalia - Pirimifés Metil 100 pg/botella/45min
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Figura 24. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Marquetalia con pirimiphos

metil.
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Figura 25. Resultados de porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti del municipio de Viterbo con pirimiphos metil.

49




6.7 Pruebas Bioquimicas

Para el desarrollo de las pruebas bioquimicas, se usaron larvas de tercer estadio tardio y
cuarto estadio temprano descendientes (F5 de Las Margaritas y F6 de Victoria) de larvas
qgue fueron presionadas con temephos dos veces (F1 y F3) con la DL50 estimada para
cada cepa, del municipio de Victoria y Las Margaritas, La Dorada.

La verificacién del supuesto de normalidad para la actividad de cada enzima se cumplio
entre las variables de las cepas de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas, Victoria y
Rockefeller. En el andlisis se eliminaron los individuos que presentaron valores negativos
resultantes de la diferencia entre la media del valor de las absorbancias y el promedio del

control negativo.

Las Tablas 4, 6, 8 y 10 muestran las estadisticas descriptivas para la actividad enzimatica
de a — Esterasas, B — Esterasas, OFM y PNPA entre las poblaciones Las Margaritas,
Victoria y Rockefeller.

Las Tablas 5, 7, 9 y 11 exponen el ANOVA (a=0,05) de un factor para la actividad de
cada enzima, el cual revela que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias
de las poblaciones evaluadas para la actividad enzimatica de las a — Esterasas, B —

Esterasas, OFM y PNPA- Esterasas, pues el valor de F es menor al valor critico para F.

Las figuras 26 — 29 exponen los Box-plots o diagrama de cajas que representan la
distribucion las absorbancias de las actividades enziméaticas (o — Esterasas, B —
Esterasas, OFM y PNPA Esteresas) de las cepas de Ae. aegypti procedentes de Las
Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con la cepa susceptible Rockefeller. En
cada una de las cajas se puede observar la mediana, los percentiles y el valor maximo y
minimo. Igualmente se puede notar que no hay un incremento significativo en la actividad

de cada una de las enzimas entre las poblaciones con respecto a la cepa susceptible.
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6.7.1 a - Esterasas

Tabla 4. Estadistica descriptiva de la actividad enzimatica de las a Esterasas en larvas de Ae. aegypti procedentes
de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Margaritas

Victoria

Rockefeller

Media
Error tipico
Mediana

Desviacion estandar
Varianza de la muestra

Minimo
Maximo

Suma

Tamaiio de la muestra

Nivel de confianza (95%)

0,135970238
0,011797135
0,126
0,062424573
0,003896827
0,0015
0,268
3,807166667
28

0,139033333
0,013890526
0,151333333
0,076081543
0,005788401
0,039333333
0,278666667
4,171
30

0,137572222
0,011910532
0,1365
0,06523667
0,004255823
0,031333333
0,279666667
4,127166667
30

0,024205722

0,028409315

0,024359773

Tabla 5. Andlisis de varianza de la actividad enzimatica de las a Esterasas en larvas de Ae. aegypti procedentes de
Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 0,000135891 2 6,79457E-05 0,01456603 0,985542 3,103838661
Dentro de los 0,396496841 85 0,004664669

grupos
Total 0,396632732 87
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Figura 26. Box-plot de los valores de absorbancias corregidas para la actividad enzimética de las o Esterasas de
cepas de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

6.7.2 B - Esterasas

Tabla 6. Estadistica descriptiva de la actividad enzimatica de las 8 Esterasas en larvas de Ae. aegypti procedentes
de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Margaritas Victoria Rockefeller
Media 0,2039 0,19235 0,153083333
Error tipico 0,019308824 0,022012558 0,015325035
Mediana 0,19375 0,176166667 0,155416667
Desviacién estandar 0,105758785 0,120567745 0,083938672
Varianza de la muestra 0,011184921 0,014536581 0,007045701
Minimo 0,045666667 0,007666667 0,030166667
Maximo 0,604333333 0,5035 0,338166667
Suma 6,117 5,7705 4,5925
Tamafio de muestra 30 30 30
Nivel de confianza (95 %) 0,039490979 0,045020735 0,031343215
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Tabla 7. Andlisis de varianza de la actividad enzimatica de las B Esterasas en larvas de Ae. aegypti procedentes de
Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 0,042576072 2 0,021288036 1,94902535 0,14858114 3,101295757
Dentrodelos  0,950248872 87 0,010922401
grupos
Total 0,992824944 89
7
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Figura 27. Box-plot de los valores de absorbancias corregidas para la actividad enzimatica de las B Esterasas de
cepas de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.
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6.7.3 Oxidasas de Funcién Mixta (OFM)

Tabla 8. Estadistica descriptiva de la actividad enzimética de las OFM en larvas de Ae. aegypti procedentes de
Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Margaritas Victoria Rockefeller

Media 0,069619048 0,089108696 0,09802381
Error tipico 0,015336935 0,014697565 0,013827857
Mediana 0,047166667 0,056 0,069166667
Desviacion estandar 0,070282666 0,070487043 0,073170143
Varianza de la muestra 0,004939653 0,004968423 0,00535387
Minimo 0,009666667 0,015666667 0,009333333
Maximo 0,249 0,259 0,320833333
Suma 1,462 2,0495 2,744666667
Tamaiio de muestra 21 23 28

Nivel de confianza (95%) 0,031992286 0,030480883 0,028372419

Tabla 9. Andlisis de varianza de la actividad enzimética de las OFM en larvas de Ae. aegypti procedentes de Las
Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los para F
cuadrados
Entre grupos 0,00984815 2 0,00492407 0,96344367 0,38664958 3,129643983
Dentro de los 0,352652859 69 0,00511091
grupos
Total 0,362501009 71
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Figura 28. Box-plot de los valores de absorbancias corregidas para la actividad enzimatica de las OFM de cepas
de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

6.7.4 PNPA Esterasas

Tabla 10. Estadistica descriptiva de la actividad enzimética de las PNPA Esterasas en larvas de Ae. aegypti
procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Rockefeller Victoria Margaritas

Media 0,0155 0,019928571 0,013704545
Error tipico 0,003413724 0,002833323 0,00241784
Mediana 0,0135 0,02 0,01275
Desviacion estandar 0,014880076 0,012983919 0,011340676
Varianza de la muestra 0,000221417 0,000168582 0,000128611
Minimo 0 0 0
Maximo 0,05 0,047 0,0415
Suma 0,2945 0,4185 0,3015
Tamafio de muestra 19 21 22
Nivel de confianza (95%) 0,007171967 0,005910209 0,005028174
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Tabla 11. Andlisis de varianza de la actividad enziméatica de las PNPA Esterasas en larvas de Ae. aegypti
procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 0,000436612 2 0,000218306 1,280582367 0,285484751  3,15312326

Dentro de los 0,010057972 59 0,000170474
grupos
Total 0,010494585 61
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Figura 29. Box-plot de los valores de absorbancias corregidas para la actividad enzimatica de las PNPA Esterasas
de cepas de Ae. aegypti procedentes de Las Margaritas (La Dorada) y Victoria, comparados con Rockefeller.
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7. Discusion

7.1 Grados de Resistencia (GR) y Reversion de la Resistencia del Temephos

El temephos es el principal insecticida que se ha empleado en el pais para controlar las
formas larvarias indicado para ser utilizado como medida de control en situaciones
epidémicas de dengue, MPS et al. (sin fecha de publicacion). Sin embargo su uso
indiscriminado no solo ha generado el desarrollo de la resistencia en varias localidades
del pais sino en paises de la regiébn como Argentina, Brasil y Cuba (Seccacini et al. 2008;
Montella et al. 2007; Rodriguez et al. 2004), ademas de reportar resistencia cruzada a
piretroides (Montella et al. 2007).

Colombia ha reportado la resistencia al temephos desde 1995 (Ocampo et al. 2011). Los
resultados obtenidos recientemente en el pais como parte de un estudio multicéntrico
desarrollado entre el 2005 — 2007 (Fonseca et al, sin publicar; Santacoloma 2008;
Ocampo 2011), con las pruebas OMS a la DD evidenciaron la necesidad de mantener la
vigilancia no solo en las localidades que se evaluaron, sino de iniciar la vigilancia en

localidades que faltaron por valorar, entre ellas el departamento de Caldas.

El departamento de Caldas durante el 2006 y 2007 report6 antecedentes de resistencia
altos de 13,27 y 11,48 grados en Las Ferias y Las Margaritas, La Dorada,
respectivamente (Herrera et al. 2007). Basados en esos antecedentes se quiso evaluar el
grado de resistencia al temephos teniendo en cuenta las localidades anteriormente

mencionadas e incluir otras localidades (Victoria, Marquetalia y Viterbo) del departamento.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian variabilidad de la susceptibilidad del
Ae. aegypti al temephos en las cinco poblaciones evaluadas en el departamento de
Caldas. Las cepas de los municipios de Viterbo, Marquetalia, Las Ferias presentaron GR
bajos (menores a 5) y las poblaciones Las Margaritas y Victoria mostraron GR medios

(superiores a 5).
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Esta disminucion de la resistencia puede ser el producto de la estrategia de control
adoptada por el departamento de Caldas y que han adoptado los municipios en los
ultimos dos afos, al usar el temephos solo para controlar los brotes de dengue y la
adopcion de otras medidas como la educacion a la comunidad, promocionar el lavado y
cepillado de albercas ademas de las organizaciébn de jornadas de recoleccion de
inservibles, lo que ha permitido controlar la densidad del vector evitando el abuso en la
frecuencia de aplicacién del insecticida. Sin embargo frente a epidemias de dengue como
la ocurrida en el pais durante el 2010 donde se registraron mas de 157.000 casos con
una letalidad del 2,28% (INS, 2011), las localidades de estudio implementaron las
medidas de choque como la utilizacion del temephos y la fumigacion con malathion que
recomienda el nivel central (Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Salud) de lo

contrario podria traducirse en el aumento de nimero de casos y quizas en muertes.

Para Las Ferias y Las Margaritas, es interesante observar el descenso de GR (13,27 y
11,48) a GR (4,75 y 5,61) respectivamente. Esta diferencia en los resultados obtenidos
previamente, sugiere que debido a la suspensién del temephos por el programa de control de
ETV desde el afio 2007 en estas localidades, por el cambio de otras medidas como el uso del
Bti, ha generado la reversion en campo de la resistencia a este larvicida en tres afios. Esta
misma reversion lo ratific6 (Rey, 2011) en ocho de nueve localidades evaluadas en los

departamentos de La Guajira, Cauca, Atlantico y Cundinamarca.

La reversion de la resistencia en ausencia de presién con temephos se confirmé en
condiciones de laboratorio y se estimaron los GR después de cuatro y cinco generaciones
sin presionar para las localidades Las Margaritas y Victoria respectivamente, quienes
recientemente habian tenido GR medios. Los resultados obtenidos en este ensayo (Tabla
3) mostraron la reversion de la resistencia al pasar de GR medios o resistencia moderada
(5,61 y 5,525) de Las Margaritas y Victoria, a GR bajos (1,17 y 1,20) compatibles con
resistencia baja. Quizas esta reversion se deba a que la velocidad y el grado de
desarrollo de la resistencia dependan de una frecuencia (en este caso muy baja) del gen
0 genes resistentes en la poblacion, la dosis de insecticida aplicada y la frecuencia de

aplicacion (Thomas, 1968 citado por Nazni et al. 1998).

Estos resultados son compatibles con lo obtenido por Melo — Santos et al. (2010) en Brasil
donde los experimentos sobre la inversion de resistencia, realizados a través de tres

esquemas simulando diferentes campos y utilizando una cepa resistente, mostro que la
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susceptibilidad a temephos se puede recuperar. Los resultados de Caldas muestran que
con 5 generaciones, lo que se puede aproximar a 5 meses, sin presion con temephos, es

posible reducir los GR.

Este panorama nos indica que es muy importante seguir vigilando el estado de la
susceptibilidad de las localidades a través del tiempo no solo con la DD sino estimando
los GR que nos permite caracterizar la resistencia de manera méas precisa (alta, moderada
o baja, Mazzarri & Georghiou 1995), ademas nos da las herramientas para la toma de
decisiones, como por ejemplo complementar con los estudios de eficacia y deteccién de
mecanismos para las poblaciones que presentan GR altos (Rey, 2011), y asimismo poder

comparar los resultados con lo reportado internacionalmente.

Montella et al., (2007) mencionan que en la reunién de la red MoReNa/PNCD en Brasil,
establecieron la necesidad de comenzar la reversion sustituyendo el temephos por otro
larvicida a partir de mas de 3 GR y no como anteriormente se hacia a partir > 10 GR.
Concluyeron que se requiere una modificacion enorme en los aspectos operativos de
control de vectores, se requiere un cambio de mentalidad. En ese sentido, aprovechando
la ventaja que tiene Colombia al poseer una red de entomologia, con unidades en casi
todos los departamentos y distritos especiales, es necesario continuar con la vigilancia
periodica del temephos con estimacion de GR mediante la realizacién de los bioensayos
practicos que ha sugerido la OMS. Si esto no se realiza como una vigilancia rutinaria no
solo se desconoceria el comportamiento de la susceptibilidad al insecticida a través del
tiempo, sino ademas se va a desconocer los posibles mecanismos que pueden estar

expresandose en las poblaciones y que ya se han venido reportando.

De hecho, muchas unidades de entomologia sino en su mayoria, desconocen el grado de
resistencia al temephos de sus localidades en riesgo, estando la posibilidad que haya
localidades que nunca se haya hecho una vigilancia al menos con la DD. Esta vigilancia
requiere un seguimiento a lo largo del tiempo para clasificar las localidades que estan en
riesgo de una resistencia incipiente, moderada o alta. Las localidades con grados de
resistencia moderada, alta e incluso incipiente (en caso que haya resistencia cruzada con
piretroides), requeriran andlisis complementarios a través de la realizacion de pruebas
bioquimicas o la utilizacion de sinergistas y la realizacion de pruebas de eficacia, con el fin

de detectar el posible o los posibles mecanismos de resistencia, analizar la eficacia de los
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productos en campo, lo que se traducird eventualmente en la toma de mejores decisiones

que retrasara la resistencia y el generamiento de mecanismos.

Fortalecer la red de entomologia del pais, mediante el desarrollo de una vigilancia de la
resistencia de manera precisa, sistematica y actualizada, ayudara a la toma adecuada de
decisiones a nivel operacional donde, sera posible anticipar los posibles problemas de
control de vectores derivados de la resistencia y se podra evitar el desarrollo de la

resistencia en muchas localidades y lograr la reversion en aquellas resistentes.

7.2 Deltametrina

En este estudio se encontrd susceptibilidad de Ae. aegypti a la deltametrina en todas las
cinco poblaciones de mosquitos evaluadas en el departamento de Caldas, resultados
equivalentes con lo valorado durante el 2006 y 2007 en las localidades de Las Margaritas
y Las Ferias (La Dorada) y el municipio de Chinchina (Herrera et al. 2007). Estos
resultados son compatibles con lo reportado por el departamento en cuanto al uso de la
deltametrina, ya que en ninguna de las localidades evaluadas, el programa de control de
vectores ha utilizado este insecticida para el control de Ae. aegypti. En Colombia sélo se
ha reportado resistencia o pérdida de la susceptibilidad en La Mesa 1, Villavicencio 7,
Florencia, Puerto L6pez 1 y 2 y Sabana de Torres 1 y 2 (Santacoloma et al. 2010),
Oasis, Dorada, Hormiga y Orito (Fonseca et al. 2010) y en Neiva, Campoalegre y Cartago

(Ocampo et al. 2011) y en paises como Peru (Vargas et al. 2006).

La deltametrina es un insecticida de uso no frecuente para el control de Ae. aegypti en el
pais. Sin embargo, es importante mantener la vigilancia de la susceptibilidad no solo por
la evidencia que se ha registrado por resistencia cruzada con el malathion (Rodriguez et
al. 2003) y con el temephos (Rodriguez (a) et al. 2007), sino como un insecticida alterno

gue puede utilizarse en el control de la especie cuando haya oportunidad para ello.
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7.3 Malathion

El malathion es uno de los principales insecticidas que se ha empleado en el
departamento de Caldas y en el pais desde los afios 80’s como medida de contingencia
para el control de brotes y epidemias de dengue mediante la aplicacién espacial, MPS et
al. (sin fecha de publicacion) y DSS Caldas (comunicado personal). Sin embargo es muy
importante mantener la vigilancia a este insecticida debido a la evidencia que se ha
registrado sobre resistencia cruzada que puede haber entre piretroides vy
organofosforados (Rodriguez et al. 2003) y al temephos (Melo. 2010).

Las evaluaciones realizadas recientemente en Colombia con la metodologia OMS y CDC,
mostraron que la mayoria de las poblaciones de Ae. aegypti son susceptibles al malathion
(Fonseca et al. 2010, INS sin fecha de publicacion), con excepcion de dos poblaciones
Campoalegre (Huila) y Palmira (Valle) (Ocampo et al. 2011).

Todas las cinco poblaciones de mosquitos de Ae. aegypti evaluadas en el departamento
de Caldas se encontraron susceptibles al malathion, resultados equivalentes con lo
valorado durante el 2006 y 2007 en las localidades de Las Margaritas y Las Ferias (La
Dorada) y el municipio de Chinchina (Herrera et al. 2007). Pese a que ha existido un
reporte de alta resistencia al temephos (13,27 y 11,48 grados) en Las Ferias y Las
Margaritas para el 2006 - 2007 y grados medios (5,61 y 5,525) para Las Margaritas y
Victoria, la susceptibilidad al malathion puede estar relacionada con la presencia de
mecanismos de resistencia diferentes para insecticidas de la misma clase (Melo — Santos et
al. 2010), teniendo en cuenta que las enzimas detoxificantes para el malathion son las
malathion carboxil — esterasas que contribuyen secuestrando el insecticida antes que
llegue su sitio de accién (Fonseca, 2005), aunque también debe considerarse que un
mecanismo de resistencia no se encuentra asociado en los diferentes fases de desarrollo de la

misma especie (Symondson & Hemingway. 1997).

Se sugiere sin embargo alternar o rotar el uso del malathion con otros insecticidas o intentar
con otros tipos de control como el bioldgico o el fisico con el fin de bloquear la presién de
seleccion que se ha venido realizando con los organofosforados desde hace mas de tres

décadas.
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7.4 Fenitrothion

El fenitrothion es un insecticida de uso no frecuente para el control de Ae. aegypti en el
pais. Sin embargo, su uso esta indicado como medida de contingencia para el control de
brotes y epidemias de dengue mediante la aplicacion espacial, MPS et al. (sin fecha de
publicacién). Colombia ha reportado la resistencia al fenitrothion en Guadalupe,
Campoalegre y La Plata (Huila), Cartago (Valle), Olaya Herrera (Narifio) (Ocampo et al.
2011); Santa Fe (Antioquia), Jardin y Paraiso (Choc6), Dorada, Hormiga, Orito y Puerto
Caicedo (Putumayo) (Fonseca et al. 2010).

En este estudio se encontrd susceptibilidad del Ae. aegypti al fenitrothion en las cinco
poblaciones de mosquitos evaluadas en el departamento de Caldas, resultados
equivalentes con lo reportado durante el 2006 y 2007 en las localidades de Las Margaritas
y Las Ferias (La Dorada) y el municipio de Chinchina (Herrera et al. 2007). Estos
resultados son compatibles con las medidas de control que ha realizado el programa de
de ETV en las localidades estudiadas en cuanto al uso del fenitrothion, ya que en ninguna
de las localidades evaluadas, el programa ha utilizado este insecticida para el control de
Ae. aegypti. Es importante mantener la vigilancia de la susceptibilidad al fenitrothion por la
evidencia que se ha registrado en la resistencia cruzada con el temephos (Rodriguez et
al. 2004).

7.5 Pirimiphos Metil

De las poblaciones evaluadas, Las Ferias, Las Margaritas y Victoria reportaron una
susceptibilidad alterada por presentar porcentajes de mortalidad intermedia (98 - 80%), y
las poblaciones de los municipios Marguetalia y Viterbo mostraron resultados compatibles
con susceptibilidad. Estos resultados son diferentes a los reportado por Herrera et al.
(2007) ya que en las localidades de Las Margaritas y Las Ferias (La Dorada) y el
municipio de Chinching, habian reportado susceptibilidad al pirimiphos metil. Es
necesario realizar mas nameros de réplicas para confirmar la susceptibilidad alterada en

los municipios que se present6 esa condicion y mantener la vigilancia sobre el insecticida.
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El pirimiphos metil es un insecticida de uso no frecuente para el control de Ae. aegypti en
el departamento y en el pais. Sin embargo, su uso esta indicado como medida de
contingencia para el control de brotes y epidemias de dengue mediante la aplicacion
espacial, MPS et al. (sin fecha de publicacién). Paises como Cuba y Panamé (Bisset et al.
2001; Bisset et al. 2003), y algunas cepas de América Latina (Rodriguez (b) et al. 2007)
han reportado la resistencia de moderada a alta en larvas de Ae. aegypti al pirimiphos

metil.

7.6 Analisis de Resultados de Pruebas Bioquimicas

La realizacibn de pruebas bioquimicas permite la detecciébn de los mecanismos
enzimaticos de resistencia a insecticidas, por lo que se puede confirmar la presencia de
resistencia utilizando un pequefio nUmero de insectos y detectar genes de resistencia

cuando estos se encuentren en bajas frecuencias (Brogdon et.al. 1998).

Las esterasas elevadas han estado involucradas en la resistencia a los insecticidas
organofosforados y en menor medida en la resistencia a los piretroides y carbamatos.

7.6.1 a - Esterasas

Las a-Esterasas se han asociado con la resistencia a Temephos en Brasil y Trinidad y
Tobago (Montella et al. 2007, Martins et al. 2009, Melo—Santos et al. 2010, Polson et al.
2011, Lima et a. 2011). En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) en las poblaciones evaluadas (Las Margaritas y Victoria) y la cepa
susceptible de referencia Rockefeller, indicando que este mecanismo no esta asociado
con la resistencia moderada al temephos en las poblaciones evaluadas. Hasta el
momento en Colombia no se ha reportado poblaciones resistentes al temephos que

presenten este mecanismo de resistencia incrementado.
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7.6.2 B — Esterasas

Las B-Esterasas al igual que las a —Esterasas se han asociado con la resistencia a
Temephos en Brasil y Trinidad y Tobago (Montella et al. 2007, Martins et al. 2009, Melo—
Santos et al. 2010, Polson et al. 2011). En este estudio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en las poblaciones evaluadas (Las Margaritas y
Victoria) y la cepa susceptible de referencia Rockefeller, exponiendo que este mecanismo
no esté asociado con la resistencia moderada al temephos en las poblaciones evaluadas.

En Colombia, Ocampo et al. (2011) reporta que el aumento de las - Esterasas en cinco
localidades (Santander de Quilichao, Guadalupe, Tumaco, Cartago y Palmira) podria
estar asociada con la alta resistencia al temephos y recientemente Rey (2011) asocia el
incremento de las B- Esterasas con la resistencia al temephos en La Mesa,

Cundinamarca.

Martins et al. (2009) observaron en adultos de Ae. aegypti con poblaciones resistentes a
los piretroides y al temephos, que los sustratos