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Resumen y Abstract IX

Resumen

Las nuevas alternativas; reguladores de crecimiento de insectos (IGR), piriproxifen y
diflubenzurén se estan utilizando en Colombia para el control del Aedes aegypti debido a
la resistencia al temefos en varias regiones del pais. En este estudio se determinaron las
concentraciones letales de los IGR para Ae. aegypti, cepa Rockefeller y los grados de
resistencia de seis muestras de poblaciones de campo que han sido presionadas con
temefos. Se evalu6é en condiciones de laboratorio el efecto regulador del crecimiento
sobre las poblaciones del vector de la cepa susceptible y las muestras de la poblacion de
campo con diferentes dosis que causaran la inhibicion de la emergencia de los adultos y
se midi6 el efecto de mortalidad en los inmaduros. Las concentraciones letales o
inhibiciones de emergencia IEsq, IEg € IEge calculadas para Ae. aegypti cepa Rockefeller
con piriproxifen fueron: 0,0179; 0,1061 y 0,4525 ppb y con diflubenzurén, 4,0742;
6,7553 y 10,2024 ppb, respectivamente. Los grados de resistencia GRs, de las muestras
de las poblaciones de campo de Quibdd, Barranquilla, Los Patios, Bucaramanga,
Villavicencio y Puerto Carrefio, con piriproxifen fueron: 1,54x; 1,77x; 1,56x; 1,30x; 1,23x y
1,43x y con diflubenzuron: 1,02x; 1,05x; 1,24x; 1,02x; 1,07x y 1,01x, respectivamente.
El analisis de los intervalos de confianza de los valores de IEs, de las muestras de las
poblaciones de campo para los IGR, no mostré diferencias significativas entre ellas, ni
con la cepa Rockefeller susceptible. En todas las muestras de campo el diflubenzurén
caus6 una mayor mortalidad sobre las larvas y el piriproxifen tuvo un mayor efecto letal
sobre las pupas, con una relacion de mortalidad media de 1:4 en cada caso. De acuerdo
a los resultados obtenidos, las muestras de campo evaluadas son susceptibles al
piriproxifen y diflubenzurén considerandose alternativas eficaces para el control de Ae.

aegypti en el pais.

Palabras claves: Aedes aegypti, resistencia, reguladores crecimiento insectos,

piriproxifen, diflubenzurén, inhibiciébn emergencia.
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Abstract

The new alternatives, insect growth regulators (IGR), pyriproxyfen and diflubenzuron are
being used in Colombia for control of Aedes aegypti due to temephos resistance in
various regions of the country. In this study it was determined the IGR lethal
concentrations for Ae. aegypti Rockefeller strain and resistance degrades of six samples
of field populations that have been pressed with temephos. It was evaluated under
laboratory the effect of growth regulator on susceptible strains vector populations and
field samples with different doses that caused inhibition of adult emergence and mortality
effect on immatures. Lethal concentrations or emergency inhibitions IEsy, |Egy and IEgg
calculated for Ae. aegypti Rockefeller strain with pyriproxyfen were: 0.0179, 0.1061 and
0.4525 ppb and diflubenzuron, 4.0742, 6.7553 and 10.2024 ppb, respectively. The GRs
resistance degrees of samples field population; Quibdd, Barranquilla, Los Patios,
Bucaramanga, Villavicencio and Puerto Carrefio, with pyriproxyfen were: 1.54x, 1.77x,
1.56x, 1.30x, 1.23x and 1.43x and diflubenzuron: 1.02x, 1.05x, 1.24x, 1.02x, 1.07x, 1.01x,
respectively. The analysis of the confidence intervals of the values of IEs; sample field
population for IGR, showed no significant differences between them, nor susceptible
Rockefeller strain. In all field samples diflubenzuron caused higher mortality on larvae
and pyriproxyfen had a greater lethal effect on pupae, with an average mortality ratio of
1:4 in each case. According to the results, the field samples tested are susceptible to
diflubenzuron and pyriproxyfen, which could be considered effective alternatives for

controlling Ae. aegypti in the country.

Keywords: Aedes aegypti, resistance, insect growth regulators, pyriproxyfen,

diflubenzuron, emergency inhibition.
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Introduccioén

El dengue es una enfermedad viral, transmitida por el mosquito Aedes aegypti Linnaeus,
1762, (Diptera: Culicidae). La enfermedad se presenta en los climas tropicales y
subtropicales de todo el planeta especialmente en las zonas urbanas y semiurbanas y se
distribuye en una amplia franja que comprende Africa, el Mediterraneo Oriental, Asia
Sudoriental, el Pacifico Occidental y las Américas. La incidencia del dengue en el mundo
en las Ultimas décadas ha aumentado ampliamente, donde cerca del 40% de la poblacién
mundial esta en riesgo de contraer la enfermedad y se estima que anualmente se

producen cerca de 50 millones de infecciones (OMS, 2009).

En la Region de las Américas, los casos de dengue han aumentado sostenidamente
durante los ultimos 25 afios (Gubler & Clark, 1995) y la subregion compuesta por los
paises andinos ha aportado el 19% de los casos de dengue desde el 2001 hasta el 2007.
Esta subregion es la que durante el periodo mencionado tuvo el mayor nimero de casos
de dengue grave (58% de todos los casos) (Nathan, Dayal-Drager & Guzman, 2009) y en
nuestro pais se reporté el mas alto numero de muertes por esta causa (73%). Desde el
afo 2008 al 2011 los casos por dengue aportados por la subregion corresponden al 15%
y por dengue grave el 26% (OPS, 2011).

En Colombia el dengue registra una tendencia ascendente con un incremento anual en
los casos debido a la aparicion frecuente de picos epidémicos y el aumento de casos de
formas graves de la enfermedad debido en gran medida por la conjuncion de varios
determinantes: la circulacion permanente de los cuatro serotipos virales y la presencia
del Ae. aegypti en el 90% del territorio nacional que esta por debajo de los 2200 metros
sobre el nivel del mar, donde viven cerca de 25 millones de personas (OPS, 2010). A la
semana epidemiolégica 40 del 2012, se han notificado para el pais, en el Sistema de
Vigilancia de Salud Publica (SIVIGILA), 38.948 casos de dengue (97%) y 1055 de
dengue grave (3%) (INS, 2006-2012).



2 Introduccién

Tanto el dengue como el dengue grave no tienen tratamiento especifico, pero la
deteccién oportuna y el acceso a la asistencia médica adecuada disminuyen las tasas de
mortalidad por debajo del 1% (OPS, 2011), por lo que la promocion y prevencién son
estrategias fundamentales en la reduccion de la incidencia de la enfermedad (MSPS,
OPS/OMS, EGI ETV, 2012-2021).

Desde el 2006, el Ministerio de Salud y Proteccion Social (MSPS), adopt6 la Estrategia
de Gestion Integrada (MSPS, OPS/OMS, EGI, 2006—-2010), en la cual la caracterizacién
del foco de transmision, la implementacion de las acciones de control con coberturas
focalizadas, el monitoreo del impacto de las intervenciones y la vigilancia de la
resistencia del vector son pasos fundamentales en el programa de vigilancia y control del
dengue en las Direcciones Territoriales de Salud (DTS). EI MSPS ha aunado esfuerzos
para que las acciones de control sean mucho méas costo-efectivas, ha limitado el uso de
los insecticidas solo cuando ocurre una epidemia o brote y ha fortalecido los otros
componentes de la EGI, como la salud ambiental y el empoderamiento de la comunidad
(MSPS, OPS/OMS, EGI ETV, 2012-2021)

Desde hace mas de dos décadas en el pais se ha empleado para el control del Ae.
aegypti, la estrategia combinada de los insecticidas organofosforados malation y temefos,
de los cuales el malatién se utiliza para el control de mosquitos infectados, mediante la
técnica de aplicacion espacial y el temefos, para el control del vector en su estado de
inmaduro, mediante la aplicacion focal en los depésitos de agua de consumo doméstico
(MSPS, 2010).

En el marco del proyecto “Estado actual de la susceptibilidad de los vectores primarios de
malaria (Anopheles spp) y del vector del dengue (Aedes aegypti) a los insecticidas
utilizados en salud publica en Colombia e iniciacion de la Red Nacional de vigilancia de
los Insecticidas” (2005-2007), suscrito entre el PECET de la Universidad de Antioquia,
CIDEIM de Cali, Universidad Nacional de Colombia (UNAL) e Instituto Nacional de Salud
(INS), con el apoyo de Colciencias, las Direcciones Territoriales de Salud (DTS)
participantes y el MSPS, se report6 la resistencia del Ae. aegypti al temefos en el 70%
de las poblaciones evaluadas (Proyecto Colciencias, INS, CIDEIM, UNAL y PECET,
(2007); Gonzélez y colaboradores, (2005); Anaya y colaboradores, (2007); Fonseca y

colaboradores, (2007); Salazar y colaboradores, (2007); Santacoloma y colaboradores,
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(2007), y se establecié la vigilancia de la resistencia de los vectores a los insecticidas de

uso en salud publica.

La resistencia es un proceso dindmico que puede aumentar o disminuir dependiendo de
la presion de los insecticidas que se ejerce sobre los vectores. Por lo tanto, en una
poblacién de mosquitos con el gen de la resistencia que ha sido presionada, el desarrollo
de la resistencia es un proceso inevitable que resulta del efecto selectivo de la
exposicion a dosis que matan a los individuos susceptibles, sobreviviendo los resistentes
gue transfieren esa capacidad a sus descendientes. A pesar de no ser posible evitar el
desarrollo de la resistencia en poblaciones de insectos expuestos a insecticidas, es
posible retardar este proceso (OMS, 1992).

La institucién oficial que lidera la vigilancia de la resistencia de los vectores a los
insecticidas es el INS, que en coordinacion con los laboratorios de entomologia de las
DTS, ejercen vigilancia estricta de las alternativas de control empleadas y a la fecha se
han establecido las concentraciones diagndsticas de los insecticidas lambdacihalotrina,

deltametrina, DDT, malatién, fenitrotion, propoxur y temefos para Ae. aegypti (INS, 2010).

El MSPS aprob6 el uso alternativo del Bacillus thuringiensis var. israeliensis (Bti) y de los
reguladores de crecimiento (IGR) diflubenzurén y piriproxifen; para el control del Ae.
aegypti y restringio el uso del temefos en aquellas localidades donde se habia

manifestado la resistencia en el vector (MSPS, 2010).

Los reguladores de crecimiento de insectos (IGR), son los grupos de compuestos
guimicos sintéticos eficaces contra estados inmaduros del Ae. aegypti y poseen un buen
margen de seguridad para los organismos no blanco (Mulla, 1995). Esta seguridad y
facilidad en el manejo constituyen una ventaja para su uso regular como larvicidas
alternos en un programa de control del dengue. Los IGR que se usan en el pais tienen la
capacidad especifica de interrumpir el ciclo de vida del Ae. aegypti mediante la inhibicién
de la madurez evitando que alcancen el estado de adulto. El piriproxifen es un juvenoide
0 analogo de la hormona de crecimiento y la mortalidad no ocurre en el estado larvario
sino sobre el estado de pupa, reduciendo la emergencia de mosquitos adultos

(WHOPES, 2004) y el diflubenzurén es de tipo ecdisoide, que actla selectivamente en la
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larva al bloquear los mecanismos de la ecdisis e interfiere en la sintesis de quitina,

ocasionandole la muerte posterior a la muda (Post LC, 1973).

Con el fin de fortalecer en el pais la vigilancia de la resistencia de los vectores a los
insecticidas y conocer el estado actual de la resistencia del vector en algunas
poblaciones de campo, se determin6 en condiciones de laboratorio las concentraciones
letales (CL) del 50%, 90% y 99% o inhibiciones de emergencia de adultos (IEsg, IEq €
IEgg) con el piriproxifen y diflubenzurén para Ae. aegypti cepa Rockefeller (susceptible) y
las poblaciones presionadas con temefos, provenientes de las localidades de Quibdo,
Barranquilla, Los Patios, Bucaramanga, Villavicencio y Puerto Carrefio.



1.Justificacion

El larvicida temefos ha sido ampliamente utilizado en Colombia desde que se inici6 el
programa de control del dengue desde hace mas de dos décadas y de acuerdo a los
resultados sobre el estado de la resistencia del vector Ae. aegypti a esta molécula, se ha
evidenciado la disminucion de la susceptibilidad en distintos niveles en varias ciudades
del pais (COLCIENCIAS, INS, CIDEIM, UNAL y PECET, 2007; MSPS, 2010).

Ante la resistencia manifiesta de varias poblaciones del Ae. aegypti al temefos, y
teniendo en cuenta los reportes técnicos de la Organizaciéon Mundial de la Salud y
Organizaciéon Panamericana de la Salud (OMS/OPS), en los cuales se consideran los
IGR piriproxifen y diflubenzurén, productos eficaces, de manejo seguro y de bajo impacto
negativo al ambiente; el MSPS aprobé incluirlos en el programa nacional de control del
dengue, como una alternativa para su uso en localidades donde se ha manifestado la
resistencia al temefos (MSPS, 2010).

Un factor implicado en la resistencia, es el operacional, que consiste en la intensidad de
la exposicidn de la poblacion en tiempo y espacio y en varias fases del ciclo biolégico del
mosquito. La tecnologia actual existente intenta reducir el impacto de los factores
operacionales por medio de la implementacion de la estrategia de control integrado que
restringe al maximo posible el uso de métodos quimicos de control vectorial y el
planeamiento del componente de control quimico de la estrategia, empleando
metodologias que retarden el proceso de la resistencia, como el uso de sinergistas,
aplicacion de insecticidas en mosaico, uso de mezclas y rotacion de insecticidas (IRAC,
2011; OMS, 1976, 1992 y Georghiou, 1976).

Debido a consideraciones ambientales, el control de vectores ha pasado de la utilizacién
de insecticidas de amplio espectro, a agentes de control especificos. Estos agentes no
sOlo deben ser muy activos en el organismo objeto de control, sino que también deben

tener caracteristicas ambientalmente aceptables, como actividad minima en los
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organismos no blanco y organismos benéficos y la ausencia de bio-acumulacion en la

cadena alimenticia (Mulla, 1995).

La seguridad y facilidad en el manejo de los IGR constituyen una ventaja para su uso
regular como larvicidas alternos en un programa de control del dengue y ademas de
tener el aval de la OMS/OPS, tienen registro World Health Organization Pesticide
Evaluation Scheme (WHOPES) vy Registro Sanitario del MSPS en el pais (WHOPES,
2001, 2006, 2008).

El Ae. aegypti proveniente de las seis localidades de campo (Quibdd, Los Patios,
Bucaramanga, Villavicencio, Puerto Carrefio y Barranquilla), seleccionadas para este
estudio se encuentran ubicadas en los departamentos de Choc6é, Norte de Santander,
Santander, Meta, Vichada y Distrito de Barranquilla respectivamente y se caracterizan

por ser cabeceras municipales, con conglomerados poblacionales de alto movimiento
migratorio y afluencia comercial, que histéricamente han sido intervenidas con el larvicida

temefos y reportan regularmente casos de dengue.

A la semana epidemioldgica 40 del 2012, se reportd por incidencia acumulada en estos
Departamentos y Distrito, 12.329 casos de dengue, correspondiente al 31% del total de
casos del pais. EIl departamento del Meta, reporté 5277 casos de dengue (13,3%), 32
casos de dengue grave y 6 muertes confirmadas, para una letalidad del 18,8%;
Santander, 3117 casos de dengue (8,1%) y 112 casos de dengue grave; Norte de
Santander, 2863 casos de dengue, (7,2%), 36 casos de dengue grave y 2 muertes
confirmadas, para una letalidad de 5,6%; el distrito de Barranquilla, 566 casos de dengue
(1,5%) y 17 casos de dengue grave; el departamento del Choc6, 184 casos de dengue
(0,5%) y 2 casos de dengue grave y el departamento de Vichada, 120 casos de dengue
(0,3%) y 3 casos de dengue grave (INS, 2006-2012).

Al igual que el dengue, el Ae. aegypti presenta una amplia distribucion en el pais, con
niveles diferentes de infestacion (Figura 1-1). En las localidades de estudio las

infestaciones larvales en la vivienda son mayores al 4% y para su control el MSPS asigno
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en el afio 2011, los insumos criticos (insecticidas) a las DTS priorizadas. La disposicion
de estos insumos a los departamentos objeto de estudio fueron los siguientes:
departamento del Meta, 1200 kilos de temefos, 396 kilos de Bacillus thuringiensis y 2760
litros de malatién, ademas el departamento adquiri6 con recursos propios 80 kilos de
diflubenzurén; Santander, 2800 kilos de temefos y 6000 litros de malation; Norte de
Santander, 1800 kilos de temefos, 110 kilos de piriproxifen y 5100 litros de malation;
Distrito de Barranquilla; 2700 kilos de temefos, 80 kilos de piriproxifen y 4140 litros de
malation; departamento del Choco, 350 kilos de temefos y 900 litros de malation y
departamento de Vichada, 175 kilos de temefos y 180 litros de malation (MSPS, 2012).

Teniendo en cuenta la magnitud de la problematica del dengue en el pais se revisaron
diferentes estudios publicados sobre la determinacion de concentraciones letales con el
fin de iniciar la vigilancia de la resistencia del piriproxifen y diflubenzurdon para el Ae.
aegypti. Los hallazgos no permitieron establecer una dosis letal Unica, puesto que los
valores encontrados son disimiles con rangos muy amplios. Por tal motivo, se plante6 en
este estudio determinar las concentraciones letales de los reguladores de crecimiento
piriproxifen y diflubenzurén en condiciones controladas de laboratorio para Ae. aegypti,
cepa Rockefeller (susceptible) y evaluar el estado de la resistencia de la especie
proveniente de seis localidades de campo presionadas con el temefos; esto con el fin de
dar respuesta a las necesidades operativas de la vigilancia entomoldgica y fortalecer la

estrategia de vigilancia de la resistencia en el pais.
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Figura 1-1: Distribucion espacial de Ae. aegypti, Colombia, 2010.

Fuente: Laboratorios de Entomologia de INS y DTS. Programa de ETV, MSPS. Imagen
referenciada (Padilla y colaboradores, 2012).



2.Marco tedrico

Segun la OMS (1980), la resistencia es un fendbmeno dindmico, que aparece en lapsos
sumamente variables en especies diferentes y aln en las mismas especies sometidas a
distintas intensidades de aplicacion de insecticidas. Los insecticidas contindan siendo el
soporte principal de los programas de control de enfermedades transmitidas por vectores
(ETV), sin embargo, el desarrollo de la resistencia a estos por las especies vectoras en
areas geogréficas mas amplias ha complicado los programas de control en muchos

paises.

La literatura y publicaciones sobre piriproxifen y diflubenzur6n mas abundantemente
encontrada es la referente a la residualidad de los IGR evaluados con Ae. aegypti de
diferentes cepas en condiciones de campo Yy laboratorio. En este estudio la blsqueda se
enfocd en publicaciones sobre evaluacion para la determinacién de las concentraciones
letales 6 Inhibicién de la emergencia (50%, 90% y 99%), con la especie Ae. aegypti. Al

respecto se presentan los hallazgos mas relevantes relacionados con el tema:

Estrada y Mulla (1986), Hatakoshi y colaboradores (1987) y Henrick (1995), reportaron la
CLso (Concentracion Letal) 6 IEs, (50% de Inhibicion de Emergencia) con piriproxifen.
Estos valores fueron 0,33 ppb, 0,023 ppb, y 0,0039 ppb, respectivamente. El nivel de
ClLgs (IE 95%) para el mismo IGR, fue estimado por Estrada y Mulla (1986), en 2,6 ppb.
Itoh y colaboradores (1994) reportaron que la CLsy para dos poblaciones de Ae. aegypti
el rango fue de 0,011 a 0,056 ppb. Lohy Yap (1989), reportaron un valor de IEs, de
0,214 ppb para piriproxifen.

Junqueira da Silva y colaboradores (2007), en Uberlandia, Minas Gerais, sudeste de
Brasil, evaluaron en condiciones de laboratorio varias concentraciones de diflubenzurén
en larvas de Ae. aegypti. Determinaron la CLso y CLgs, la susceptibilidad de los estados

inmaduros de diferentes edades con este regulador de crecimiento de insectos y la
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residualidad. Las ClLsg y ClLgs de diflubenzurén fueron 5,19 ppb y 12,24 ppb,

respectivamente.

Marcombe y colaboradores (2011), en Martinica evaluaron el piriproxifen y el
diflubenzurdon con Ae. aegypti cepa Bora (susceptible) y la muestra de campo Vauclin.
Los valores de CLso ¥ ClLgs de la cepa susceptible para piriproxifen fueron: 0,11 ppb (IC
0,10-0,11) y 0,32 ppb (IC 0,29-0,36) y para diflubenzurén: 1,7 ppb (IC 1,4-2,1) y 3,4
ppb (IC 2,4-4,9), respectivamente.

Emilia Seccacini y colaboradores (2008), en Argentina, evaluaron en condiciones de
laboratorio la eficacia del piriproxifen y diflubenzurén técnico con Ae. aegypti, y
obtuvieron una IEs, de 0,048 ppb y 1,59 ppb, respectivamente. Las |Es, obtenidas en el

laboratorio con una formulaciébn de concentrado emulsionable de piriproxifen y

diflubenzurén fueron 0,01y 0,02 ppb respectivamente.

Gbmez, y colaboradores (2011), evaluaron el efecto larvicida del piriproxifen en
poblaciones de mosquitos Ae. albopictus y Ae. aegypti. Las concentraciones letales
medias/mediana de los valores de inhibicibn para emergencia de Ae. aegypti y Ae.

albopictus, fueron: 0,00774 y 0,01642 ppb, respectivamente.

Ricardo y colaboradores (2010), evaluaron en Cuba la eficacia del piriproxifen en cepas
con diferentes niveles de resistencia a temefos. La IEsq encontrada para Ae. aegypti cepa
Rockefeller fue: 0,023 ppb (Limites de confianza: 0,015-0,032 ppb).

Sihuincha y colaboradores (2005), evaluaron el efecto del piriproxifen sobre una
poblacién de campo de Ae. aegypti (L.) en Iquitos, Perl. Los bioensayos demostraron
gue cuando se aplica en estadios tardios el piriproxifen previene la emergencia de
adultos a las concentraciones CLg, de 0,012 ppb (IC 0,005-0,021) y la CLgo fue de 0,61
ppb (IC 0,098-0,310).
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Paul y colaboradores (2006), determinaron la concentracion efectiva del piriproxifen que
causo el 50% de mortalidad o la inhibicién de la emergencia de los adultos sobre larvas
de cuarto instar de Ae. aegypti. La IEs, del IGR fue 0,0017 ppb (IC 95% 0,0007-0,0041).

Ali y colaboradores (1987), evaluaron la susceptibilidad de Ae. aegypti con diflubenzurén
en condiciones de laboratorio y determinaron la CLsg y CLgo €n 2,03 ppb (IC 1,72-2,34) y
4,72 ppb (IC 4,30-5,15).

Macoris y colaboradores (2008), evaluaron el efecto del piriproxifen en poblaciones de
Ae. aegypti, con diferentes niveles de susceptibilidad al organofosforado temefos. Para la
cepa Rockefeller, estimaron la inhibicion de la emergencia de adultos IEs, e 1Egs, en 0,52
ppb (IC 0,48-0,55) y 1,17 ppb (IC 1,06-1,32).






3.Marco conceptual

3.1 El exoesqueleto de los insectos

Los insectos presentan esqueleto externo, el cual le sirve como una coraza protectora de
las partes blandas. En el interior del exoesqueleto se adhieren los musculos y otros
tejidos que sostienen los érganos, da forma al insecto, permite la articulacion de las
patas, alas, cerco y otros apéndices locomotores y sensoriales, da proteccion mecanica
del efecto abrasivo del suelo, a las perforaciones intentadas por pardsitos y
depredadores, actla como barrera que previene el ingreso de micro-organismos y mitiga
la pérdida del agua interna por accién externa del clima. El tegumento externo esta
formado por varias capas sobrepuestas entre si; de adentro hacia afuera y son: la
membrana basal, la epidermis y la cuticula (Figura 3-2) (Gobierno de Espafia, Proyecto
Bioesfera).

La membrana basal, es una capa no celular, granular, amorfa, delgada de hasta 0,5 mu
de espesor, sobre ella descansa la epidermis, debajo de esta pueden aglomerarse
oenocitos, células de la hemolinfa, cuya funciéon posiblemente sea la de secretar cera,
lipoproteinas y ecdiesteroides, con ciclos de desarrollo relacionados con el proceso de la

muda en insectos inmaduros (Figura 3-2) (Universidad de Sevilla).

La epidermis, es la Unica capa celular viva del exoesqueleto; hacia arriba secreta y
transfiere los materiales que conforman la cuticula y hacia abajo aquellos que van a
formar la membrana basal. Las células de la epidermis estan ordenadas en una capa; su
tamafio y forma dependen de la fase de muda. La membrana celular es mas notoria
cuando el insecto esta mudando que en las fases, estados o estadios intermudas (Figura
3-2) (Universidad de Sevilla).

La cuticula, es el conjunto de capas que se sobrepone a la epidermis y sus

constituyentes provienen de la epidermis y eonocitos. Es producida durante la apdélisis
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antes de activarse el liquido de la muda (quitinasas), para proteger a la hueva cuticula en
formacion. La parte mas externa de la cuticula es la epicuticula y es formada en la fase
final de la apdlisis. Es una capa retractil, delgada de 0,03 mpu en larvas de Culicidae, esta
formada de adentro hacia afuera por dos capas de cera y luego la capa cementante,
formada por lipoproteinas. La cera es secretada por los eonocitos y llega a la epicuticula
a través de los canales poro (Figura 3-2) (Universidad de Sevilla).

Una vez que el insecto muda la cuticula es siempre blanda por estar formada por una
matriz de artropodina (proteina hidrosoluble maleable), asociada con microfibrillas y
lamelas de quitina (polisacérido flexible), denominada pro-cuticula. Con el transcurrir de
las horas, la parte exterior de la pro-cuticula, se endurece o esclerotiza y también se

melaniza, entonces toma el nombre de exocuticula (Figura 3-2) (Universidad de Sevilla).

Figura 3-2:  Diagrama de la cuticula de insectos.
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Fuente internet: Universidad de Sevilla, imagen referenciada.
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3.2 Hormonas y crecimiento en insectos

Los insectos, al igual que el resto de los artrépodos, tienen un esqueleto duro, externo,
denominado exoesqueleto. Este exoesqueleto confiere al animal una estructura
determinada, pero que le impide aumentar de tamafio de forma continuada. Por este
motivo, para desarrollarse y alcanzar el estado de adulto, el insecto debe liberarse de su
exoesqueleto, mediante un complejo mecanismo, denominado muda o ecdisis y el acto
por el que los insectos cambian elementos de su exoesqueleto durante su crecimiento
pos-embrionario. La muda tiene dos fases: la apdlisis y la ecdisis. En la apdlisis se
separa la epidermis de la cuticula vieja, después de la apdlisis ocurre la pos-apdlisis,
luego la pre-ecdisis que termina en la ecdisis, cuando el insecto abandona los

remanentes de la cuticula vieja (exuvia) a través de las lineas ecdisiales (Dale, W.).

En el control de la muda intervienen células neuro-secretoras, productoras de
ecdisotropina (neurohormona) y glandulas secretoras. Aparecen dos tipos de glandulas,
gue son los cuerpos alados, que liberan neotenina (hormona juvenil), y las glandulas
ecdisiales, estas sintetizan ecdisona, que es la hormona responsable de la muda (Dale,
W.).

El estimulo que dispara el proceso de la muda es la presion que ejercen los tejidos sobre
la pared del cuerpo cuando se alcanza la maxima capacidad del exoesqueleto. Los
estimulos son recibidos por el cerebro. Las células neuro-secretoras, que alli se
encuentran, liberan ecdisotropina a la hemolinfa. Esta neurohormona actta sobre las

glandulas hormonales (Dale, W.).

Durante el estadio larvario (o juvenil), las glandulas de los cuerpos alados liberan
neotenina y asi se mantienen las caracteristicas larvarias. Al desencadenar el proceso de
la muda, la ecdisotropina actla a dos niveles. Primero, inhibe la liberacion de neotenina 'y
posteriormente, estimula la produccion de ecdisona por las glandulas ecdisiales. Estos
cambios hormonales provocan la muda y el desprendimiento del exoesqueleto (Proyecto

Bioesfera, Gobierno de Espafia).

La sintesis y arreglo de la quitina en el exoesqueleto de los insectos es regulado por las

hormonas de la muda o ecdisonas y se realiza con la intervencion de numerosas



16 Determinacion de las concentraciones diagnosticas de los reguladores de
crecimiento de insectos piriproxifen y diflubenzurén para Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) cepa Rockefeller y el estado de la resistencia de seis poblaciones de

campo en Colombia

enzimas que catalizan las reacciones organicas a partir de la glucosa para terminar en la
guitina. La quitina sintetasa es la enzima mas importante del proceso. Durante el
proceso de la muda el endoesqueleto es digerido por quitinasa y quitobiasa. En los
insectos la cuticula no sélo actia como una barrera entre el insecto y el mundo exterior,
sino que también sirve como un exoesqueleto a la que los musculos se unen para la

locomocion (Proyecto Bioesfera, Gobierno de Espafia).

3.3 Los reguladores de crecimiento de insectos (IGR)

Dentro del término IGR se incluye a todos aquellos compuestos que de alguna forma
alteran el crecimiento y desarrollo de los insectos, e interfieren con la normal formacién
de la cuticula, (Chen y colaboradores, 1985), aunque en muchos casos, se desconoce

con exactitud la forma de accion.

En salud publica, se reconocen dos grandes grupos de IGR: los miméticos de hormonas
juvenoides y los inhibidores de la biosintesis de la quitina. En los insectos ocurre la
metamorfosis desde huevo a adulto y esta regulada por un sistema hormonal complejo
en el que intervienen principalmente la ecdisona (hormona de la muda = HM) y la
hormona juvenil (HJ). Las concentraciones relativas de estas hormonas, en el cuerpo del
insecto son muy importantes, porque determinan la muda a juvenil o a adulto. Los
inhibidores de la sintesis de quitina, actlan especificamente sobre la cuticula de los
insectos, especificamente sobre las células epidérmicas que producen quitina y ejercen
un efecto en el metabolismo de la hormona de la muda. La principal actividad insecticida
de los IGR es por ingestion en holometabolos (Lepidoptera, Coledptera y Diptera) pero
también exhiben un pequefio efecto por contacto en algunas especies (Vifiuela, E. y

colaboradores, 1991).

En la Tabla 3-1, se presenta la clasificacion de los reguladores de crecimiento piriproxifen
y diflubenzurén. Los subgrupos representan clases estructuralmente distintas
supuestamente con el mismo modo de accion y aportan una diferenciacion entre

compuestos que pueden actuar en el mismo punto de accion (IRAC, 2009). No se
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relaciona la proteina responsable de la actividad bioldgica porque es desconocida o no
estd caracterizada (IRAC, 2011). Igualmente se relaciona el larvicida temefds, la

alternativa de uso mas frecuente empleado en el pais.

Tabla 3-1:  Alternativas de control de inmaduros de Ae. aegypti recomendados por la
OMS.

Grupo principal y grupo de | Subgrupo quimico 6 materia Ingrediente activo
acciéon primario activa
Grupo 1: Inhibidores de la Subgrupo 1B. Temefos
acetilcolinesterasa Organofosforados
Grupo 7. Miméticos de Subgrupo 7A. Andlogos de Metopreno
hormonas juvenoides hormonas juvenoides Hidropreno
Subgrupo 7C. Piriproxifen Piriproxifen
Grupo 15. Inhibidores de la Tipo 0. Benzoil Ureas Diflubenzurén
biosintesis de quitina Triflumurén
Novaluron

Fuente: IRAC, 2009, 2011 y WHO/HTM/NTD/DEN//2009.1

3.3.1 Piriproxifen

Nombre gquimico: 4-fenoxifenil (RS)-2-(2-piridiloxi) propil éter
Formula molecular: C20H19NO3

Férmula estructural del piriproxifen

N (0]
N \’/\0

Fuente: IRAC, 20009.

El piriproxifen es una hormona juvenoide, que interfiere en la transformacion de la pupa

al estado de adulto; consecuentemente actian durante un corto periodo en el estado
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larvario. Es un regulador del crecimiento de insectos que afecta a la fisiologia de la
morfogénesis, reproduccion y embriogénesis de los insectos. El efecto morfogenético de
piriproxifen se observa principalmente durante la transformacion de larva a pupa. Por lo
tanto la muerte se produce en la fase de pupa y los mosquitos adultos no emergen.
Presenta un alto nivel de actividad frente a la emergencia de adultos del mosquito en la
inhibicion de las larvas a muy bajas dosis (Mulder y Gijswijt, 1973).

La toxicidad del piriproxifen fue evaluada por la FAO/WHO vy por la IMPR (Joint Meeting
on Pesticide Residues) en 1999 y se concluyd que la toxicidad oral aguda es baja, con
valores de DLsy de > 5000 mg/kg de peso en ratones, ratas y perros. La toxicidad
dérmica también es baja con DLs, > 2000 mg/kg de peso en ratones, y ratas. La toxicidad
por inhalacién registra valores de ClLso > 1,3 mg/litro de aire en ratones y ratas
(WHOPES, 2001, 2008).

El piriproxifen no representa un riesgo carcinogénico para los humanos, no es geno-
téxico en una gama adecuada de las pruebas de mutagenicidad y citogenicidad in vitro e
in vivo y no es teratogénico (WHOPES, 2001, 2008).

El piriproxifen tiene un bajo impacto ambiental y es adecuado para el control de larvas de
mosquitos, pero como cualquier IGR puede tener algun efecto en otros artrépodos o
crustaceos. Por lo general, es bajo y las poblaciones se recuperan rapidamente, pero

debe evitarse su aplicacion en fuentes de aguas naturales (WHOPES, 2008).

La WHOPES concluyd que el “Piriproxifen no causa perjuicio a la gran mayoria de
invertebrados acuaticos y peces cuando se aplica a tasas de <50 ppb en los programas
de control de mosquitos" y ha sido aprobado por el Comité Mixto FAO/OMS sobre
Residuos de Plaguicidas, para el control de larvas de mosquitos en agua potable que es

esencial si el producto es utilizado en el control del dengue (WHOPES, 2001, 2008).

Los efectos del piriproxifen pueden ir mas alld de los estadios acuaticos como la

disminucion de la capacidad de las hembras sobrevivientes de reproducirse. El
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piriproxifen se degrada rapidamente en el suelo en condiciones aerébicas, con una vida
media de 36 dias. En criaderos con sedimentos el piriproxifen tiene una vida media de 16
a 21 dias (WHOPES, 2008).

El piriproxifen se utiliza para el control de larvas de mosquitos que se reproducen en
recipientes de agua potable a una dosis no superior a 0,01 mg/l. Se presenta en cristales
incoloros, su punto de fusién se encuentra entre los 45 a 47°C y tiene una densidad
relativa igual a 1,23 a 20°C. Es soluble en hexano, metanol y xileno, pero insoluble en
agua. Tiene una presion de vapor igual a 0,0003 a 20°C. Esta sustancia se descompone
al ser calentada o quemada, produciendo vapores toxicos que incluyen a los 6xidos de
nitrégeno y monoxido de carbono (WHOPES, 2008). Se emplea en contenedores de
agua potable para Ae. aegypti a dosis de 0,05 ppm, es decir, 10 g de producto formulado
al 0.05% por 1000 litros de agua.

3.3.2 Diflubenzuron

Nombre quimico: [1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil) urea]
Formula molecular: C14H9CIF2N202

Formula estructural del diflubenzurén:

e
o

I—=
T

Fuente: IRAC, 2009

El diflubenzurén, no regula el crecimiento de los insectos, sino que inhibe el proceso de
la disposicion de la quitina en la cuticula del insecto. Esto ocurre en todos los estadios
larvales y basado en su modo de accion, es adecuado clasificarlo como un inhibidor de
sintesis de quitina (Mulder y Gijswijt, 1973).

Los productos que interfieren en el proceso de la biosintesis de la quitina solo actian
durante la muda y son las benzoil Ureas y el buprofezin que tienen propiedades

inhibitorias. Dentro de las benzoil Ureas estan los ingredientes activos, catalogados como
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inhibidores de la sintesis de la quitina tipo 0 y empleados como insecticidas: bistrifluron,
clorfluazurén, flucicloxurén, flufenoxurén, hexaflumurén, Ilufenurén, novalurén,
noviflumurén, teflubenzurén, triflumurén y diflubenzurén (WHOPES, 2001, 2008; IRAC,
2009).

El diflubenzuron pertenece a la familia del benzoil Urea que actia mediante la
interrupcion de la sintesis y el depdsito de la quitina en los insectos. Al tratar las larvas
con el diflubenzurén, estas pierden la capacidad de mudar (Mulder y Gijswijt, 1973) y son
incapaces de escapar de las exuvias y con frecuencia mueren al dafiar la cuticula nueva,

e incluso cuando muda puede morir poco después (WHOPES, 2001, 2008).

Los efectos letales por diflubenzurén generalmente no se producen antes de la muda,
sino posteriormente, cuando el exoesqueleto de los sucesivos estadios se encuentra
seriamente debilitado por la falta de quitina, lo que resulta en la muerte durante la muda o
poco después. Este es el resultado de la perturbacion de la disposicién de quitina en las
nuevas capas cuticulares, que cada vez dificulta la locomociéon y la alimentacion

adecuada de la larva (Mulder y Gijswijt, 1973).

Como consecuencia de su modo de accién, las benzoil Greas no son de accién rapida,
por lo tanto, para evaluar su residualidad, se requiere mas tiempo de observacion que
con los insecticidas clasicos. A diferencia de la hormona juvenil o de analogos de
imitacion hormonal, las benzoil Ureas estan presentes en todos los estadios larvales,
aunque en general la eficacia disminuye con la edad. Con base en estas dos
propiedades, el diflubenzurén debe aplicarse preferentemente en una fase temprana del

ciclo de vida del insecto, especialmente en la fase larvaria (Mulder y Gijswijt, 1973).

El diflubenzurdn es un cristal blanco sélido, con una solubilidad en agua de 0,084 mg /l a
25 °C. La toxicidad de este IGR fue evaluada por la FAO/WHO por la JMPR (Joint
Meeting on Pesticide Residues) en 2001 y la WHO establecié que el diflubenzurén es un
producto con bajas probabilidades de riesgo de intoxicacion, en el uso normal en los
depositos de agua de uso en la vivienda. (WHOPES, 2001).
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El diflubenzurén, tiene una pureza del 99,6%, con una baja toxicidad aguda cuando se
administran por diferentes vias. La toxicidad aguda del diflubenzurén grado técnico y los
valores de DLg, tras la aplicacion oral a ratones y ratas fue > 4640 mg/kg de peso. El
diflubenzurén no es oncogénico, fetotdxico, mutagénico o teratogénico (WHOPES, 2006,
2008). Bajo condiciones normales de uso del agua, se recomienda una tableta por cada
200 litros, equivalente a 0,05 mg de ingrediente activo por cada litro (i.a./l), en los
contenedores que se mantienen con agua (WHOPES, 2006, 2008). El diflubenzurén es
uno de los compuestos recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud, para el
control de larvas de mosquitos. (WHOPES, 2006, 2008). Con dosis de 25 g de i.a./ha, la
concentracion en el agua potable no debe exceder de 0,25 mg /I (WHOPES, 2008).

3.4 Resistencia a los reguladores de crecimiento de
iInsectos

La bioquimica de la resistencia a los Simuladores de Hormonas Juvenoides (SHJ), ha
sido objeto de considerable interés. Existen dos procesos principales para la degradacién
de la hormona juvenil 1 (HJ1), (metil-(2E,6E,10Z)-10,11-epoxi-7-etil-3,11-dimetil-2,6-
tridecadienoato): a) hidrolisis del éster metilico, con produccién del acido; b) hidratacién
del anillo 10,11-epoéxido, con produccion del diol (WHO, 1980). Se ha demostrado que en
varios dipteros también existe un proceso metabdlico adicional, que depende de un
sistema oxidante. Se ignora si las esterasas microsémicas que causan la hidrdlisis de la
Hormona juvenil 1, son las mismas que acttan sobre los simuladores SHJ que poseen

estructuras del mismo tipo.

Una gran parte de los conocimientos de los mecanismos de resistencia de los vectores a
los insecticidas proviene de las investigaciones realizadas en Musca domestica. En las
moscas domésticas resistentes al metopreno se ha demostrado que la O-desmetilacion

es el principal mecanismo de la detoxicacion.

En el Quinto Informe del Comité de Expertos de la OMS en Biologia de los Vectores y
Lucha Antivectorial (1980), se reportaron algunos estudios de laboratorio sobre la
capacidad de desarrollar resistencia al metopreno, (simulador de la hormona juvenoide),

por Musca domestica, Culex quinquefasciatus y C. tarsalis, pero se requieren nuevas
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investigaciones de la resistencia de C. tarsalis al metopreno para llegar a conclusiones
firmes sobre cudl es la base del mecanismo de la resistencia (WHO, 1980). Se han
aportado pruebas de que se puede lograr un considerable grado de resistencia por medio
de una presién selectiva intensa, sin embargo, no se han observado manifestaciones de
resistencia por el uso de formulaciones de metopreno de liberacion lenta en escala

limitada contra los mosquitos (WHO, 1980).

En 1991, se llevd a cabo un estudio sobre la potencial resistencia al piriproxifen por una
cepa de Culex quinquefasciatus resistente a varios organofosforados. La especie fue
presionada con (Sumilarv) durante 17 generaciones para ver si la resistencia a este IGR
se desarrollaba rapidamente. Las pruebas de susceptibilidad con larvas de las
generaciones F5, F10, F15 y F17 no mostraron indicios de una mayor tolerancia al

piriproxifen (Schaefer, CH. y Mulligan, FS.).

En otros estudios se registrd la resistencia cruzada entre insecticidas convencionales y
algunos analogos de hormonas juvenoides para el escarabajo Tribolium casteneum (Dyte
CE., 1972) y moscas domésticas (Cerf DC., Georghiou GP., 1972).

Braga y colaboradores (2005), evaluaron en Brasil, en condiciones de laboratorio la
efectividad del metopreno con Ae. aegypti de poblaciones de campo con diferentes
grados de resistencia al temefos. Las poblaciones provenian de Natal, Macapa, Jardin
América (Rio de Janeiro), Presidente Prudente y Puerto Bello y los Grados de
Resistencia fueron 24,4; 13,3; 15,8; 1,8 y 2,6; respectivamente. La exposicion secuencial
de Macapa y Natal al temefos y al metopreno, indican una potencial resistencia cruzada
cuando las larvas son expuestas a ambos insecticidas. Los resultados de dosis
respuesta en la mayoria de los bioensayos del Ae. aegypti con solo metopreno
demostraron valores compatibles con susceptibilidad a este IGR independiente de su
nivel de resistencia al temefos, por lo que se sugiri6 que este IGR podria sustituir al

temefos en el control del vector del dengue.
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Macoris y colaboradores (2008), evaluaron en Brasil el efecto del piriproxifen sobre
poblaciones de campo de Ae. aegypti con diferentes niveles de susceptibilidad al
temefos. Los resultados observados en este estudio sugieren la posibilidad de resistencia
cruzada entre temefos y piriproxifen, sin tener claro el mecanismo con que actla esta
interferencia, por lo que los autores sugieren que deben realizarse nuevos estudios sobre

la accion de este IGR.

Es muy poco lo que se sabe acerca del metabolismo del diflubenzurén en vectores
distintos a Musca domestica. El diflubenzurén se conjuga y produce un solo compuesto
no polar (N-((4-cloro-2-hidroxifenil)-amino)-carbonil)-2,6-difluorobenzamida) y un
compuesto polar desconocido. Estudios realizados con diflubenzurén, han mostrado
resistencia en algunas variedades de moscas domésticas, pero no en C. tarsalis y C.
guinquefasciatus multiresistentes a organofosforados (WHO, 1980).

En Brasil, Martins y colaboradores (2008), analizaron el efecto del IGR triflumurén
(Inhibidor de la sintesis de quitina), sobre Ae. aegypti cepa Rockefeller y en dos
poblaciones de campo; una susceptible y otra resistente al organofosforado temefos. Los
resultados mostraron que el IGR fue efectivo sobre la cepa Rockefeller y sobre las
poblaciones de campo evaluadas, independientemente de su estado de resistencia al
organofosforado. Estos resultados se discutieron en el contexto de la utilizacién de los
inhibidores de sintesis de quitina como alternativas potenciales en el control de Ae.

aegypti en el pais.






4.Hipotesis

4.1 Hipotesis nula

Los valores observados no difieren de los esperados de acuerdo al modelo Probit.

4.2 Hipotesis alterna

Los valores observados difieren de los esperados de acuerdo al modelo Probit.






5.0bjetivos

5.1 Objetivo general

Determinar las concentraciones diagndsticas de los reguladores de crecimiento de
insectos piriproxifen y diflubenzurén para Ae. aegypti, cepa Rockefeller y los grados de
resistencia de seis muestras de poblaciones de campo que han sido presionadas con

temefos.

5.2 Objetivos especificos

Establecer las lineas de dosis respuesta del piriproxifen y diflubenzurén para el Ae.

aegypti cepa Rockefeller.

Determinar las concentraciones letales (50, 90 y 99%) ¢é inhibicibn de emergencia de

adultos IExg, IEg € IEge del Ae. aegypti cepa Rockefeller con piriproxifen y diflubenzurén.

Calcular los grados de resistencia GRs, de seis muestras de poblaciones de campo de

Ae. aegypti para piriproxifen y diflubenzurén.






6.Diseno metodoldgico

Los procedimientos desarrollados en esta tesis siguieron las normas y criterios
establecidos en el Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS, 2005), para el manejo de animales invertebrados (larvas de Ae.
aegypti) expuestas en los bioensayos a los reguladores de crecimiento evaluados y
animales vertebrados (Mus musculus), empleados para alimentar las hembras de
mosquitos y mantener las colonias productivas. Se controlaron las condiciones de vida
de todos los animales procurandoles jaulas limpias, alimento, agua, temperatura y
humedad relativa adecuada, horarios de suefio, descanso y buen trato. Todas las
pruebas fueron realizadas siguiendo los lineamientos de las Normas técnicas de
evaluacién de plaguicidas de la OPS/OMS (WHO, 2005) y de acuerdo con los principios

de las Buenas Practicas de Laboratorio de la Superintendencia de Industria y Comercio.

6.1 Area de estudio

Se seleccionaron seis localidades indicadoras, representativas de las situaciones
ecoldgicas, considerando la incidencia de dengue en cada una de ellas con diferentes
escenarios epidemiolégicos, con riesgo de transmisién por circulacion de los virus DEN 1,
2, 3 y 4, con infestaciébn del vector en la vivienda >4%, con antecedentes de uso
frecuente del temefos para el control del vector y apoyo institucional de las DTS
involucradas. (MSPS/OPS —EGI, 2012; INS, 2010).

Las muestras de las poblaciones de campo evaluadas en este estudio provinieron de:
barrio Medrano de la cabecera municipal de Quibd6 (departamento de Chocd), barrio La
Ciudadela de Barranquilla (Atlantico), barrio Nazareth de Los patios (Norte de
Santander), barrio Mutis de Bucaramanga (Santander), barrio Marco Antonio Pinilla de
Villavicencio (Meta) y barrio El Recreo de Puerto Carrefio (Vichada), (Figura 6-3, Tabla 6-
2y Tabla 6-3).
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6.1.1 Quibdé

Cabecera municipal y capital del departamento del Chocd, situada en la regién occidental
del pais, en la costa pacifica, (Figura 6-3 y Tabla 6-2). En el territorio municipal se
distribuyen dos areas orogréficas, una plana que corresponde al Valle del rio Atrato, no
obstante que sus margenes han sido deforestadas, aln se encuentran extensas areas
selvaticas humedas y es la mas poblada; el area montafiosa corresponde al flanco
occidental de la cordillera Occidental de 1000 a 3000 msnm, cubiertas de selva y

escasamente pobladas.

La ciudad de Quibd6 esta construida en una planicie amplia muy humeda con abundante
precipitacion durante diez meses del afio. Gran cantidad de rios y corrientes menores
bafian el territorio. Las actividades econdmicas de mayor importancia tienen que ver con

la agricultura y la explotacion minera y maderera (IGAC, 1996).

6.1.2 Barranquilla

Cabecera municipal y capital del departamento del Atlantico situada en el norte del pais
en la region caribe (Figura 6-3 y Tabla 6-2). Predominan los vientos alisios del noroeste
gue soplan de diciembre a marzo, las temperaturas son altas, refrescadas por las brisas
marinas; el régimen pluviométrico es mono modal y los meses mas lluviosos son agosto,
septiembre y octubre. La actividad econémica es dindmica y se concentra principalmente

en la industria, el comercio y la pesca (IGAC, 1996).

6.1.3 Los Patios

Cabecera municipal del departamento de Norte de Santander, ubicada al nororiente del
pais cerca a Venezuela (Figura 6-3 y Tabla 6-2). El relieve est4 conformado por una faja
montafiosa. Las actividades econdmicas de mayor importancia son la agricultura, la
ganaderia y la pesca. Las actividades comerciales mas destacadas en el municipio
guardan relacién con los productos de origen agricola y productos manufacturados
provenientes de Cucuta (IGAC, 1996).
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6.1.4 Bucaramanga

Cabecera municipal y capital departamental del departamento de Santander, situada al
nororiente del pais en la cordillera Oriental (Figura 6-3 y Tabla 6-3). El territorio es
montafioso, formado por varias terrazas de diferentes alturas que propician la erosion de
los suelos. La actividad comercial es intensa, favorecida por su estratégica posicion en el
eje de las vias de comunicacion del oriente colombiano, es el mas importante centro
tabacalero del pais y constituye igualmente el principal nacleo cafetero del departamento
(IGAC, 1996).

6.1.5 Villavicencio

Cabecera municipal y capital departamental del Meta, situada en el centro oriente del
pais, en el piedemonte de la cordillera oriental (Figura 6-3 y Tabla 6-3). En el territorio
municipal se distinguen dos regiones: una montafiosa, ubicada al oeste y noroeste del
municipio, conformada por el costado oriental de la cordillera Oriental; y otra, una planicie
ligeramente inclinada hacia el oriente y nororiente, correspondiente al piedemonte. Las
lluvias estan distribuidas en un régimen mono modal donde los meses mas lluviosos son
abril, mayo y octubre y los menos lluviosos de diciembre a marzo. La actividad
economica es dinamica y se concentra principalmente en el comercio, la agricultura, la

ganaderia y la explotacion del petréleo y gas (IGAC, 1996).

6.1.6 Puerto Carrefio

Cabecera municipal y capital del departamento de Vichada, situada en el oriente del pais,
en la region fisiografica de los Llanos Orientales, conformadas por Altillanuras disectadas
de formas planas onduladas y altillanuras de planas a quebradas con afloramientos
locales del escudo Guayanés (Figura 6-3 y Tabla 6-3). En el municipio se encuentran 5
resguardos indigenas. Las actividades econdmicas de mayor importancia son la

ganaderia, la pesca, la agricultura y la mineria (IGAC, 1996).
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Figura 6-3:  Distribucion espacial del area de estudio

(O]
BARRANQUILLA

®
LOS PATIOS

@
BUCARAMANGA

® (=)
QUIEDO PUERTO CARRERND

®
VILLAVICENCIO

0 25125 250
— —

1.5.000.000




Disefio metodologico 33

Tabla 6-2: Caracteristicas geogréficas, climaticas y poblacionales de Quibdo,

Barranquilla y Los Patios.

Departamento Choco Atlantico Norte de
Santander
Quibdo Barranquilla Los Patios
Localidad
Mar Caribe 4 ‘
¥ W \
4 i )

Ubicacion geografica Coordenadas 5° | Coordenadas Coordenadas
41°41" de latitud | 10° 57" 42 de|7° 50" 18 latitud
norte y 76° 39" 40" | latitud norte y 74° | norte y 72° 30" 48"
de longitud oeste 46" 54°" de longitud | de longitud oeste

oeste
Altitud 32 msnm 18 msnm 380 msnm
Temperatura media 28 °C 27,4°C 27,6 °C
Piso térmico Calido Calido Calido
Precipitacion media 7748 mm 843 mm 806 mm
HR media 90 % 80 % 70 %
Area municipal 3.337,5 km? 166 km? 181 km?
Barrio muestreado Medrano La Ciudadela Nazareth
Poblacion urbana a | 109.078 habitantes | 1°186.640 71.483 habitantes
riesgo habitantes

Fuente: Instituto Geogréfico Agustin Codazzi, 1996.
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Tabla 6-3:

Villavicencio y Puerto Carrefio.

Caracteristicas geograficas, climaticas y poblacionales de Bucaramanga,

Departamento Santander Meta Vichada
Bucaramanga Villavicencio Puerto Carrefio

Localidad

<} 4

‘. .
E -
Ubicacion Coordenadas 7° | Coordenadas Coordenadas
geogréfica 7" 477 de latitud | 4° 9" 12" de latitud | 6°11°16"" de latitud
nortey 73°7 33" | Norte y 73°386" | norte y 62°2823"
de longitud oeste | de longitud oeste de longitud oeste
Altitud 959 msnm 467 msnm 51 msnm
Temperatura media | 24 °C 27°C 28 °C
Piso térmico Célido Célido Célido
Precipitacion media | 1235 mm 3.663 mm 2.176 mm
HR media 80 % 80 % 80 %
Superficie 154 km* 1.328 km? 12.409 km*
Barrio muestreado Mutis Marco Antonio | El Recreo
Pinilla

Poblacion urbana a | 524.012 407.977 habitantes | 10.034 habitantes
riesgo habitantes

Fuente: Instituto Geografico Agustin Codazzi, 1996.

6.2 Material entomoldgico

Los huevos o pie de cria de Ae. aegypti cepa Rockefeller susceptible a insecticidas

fueron suministrados por el Laboratorio de Entomologia del INS de Colombia.

Los especimenes de campo fueron colectados durante los meses de septiembre a

noviembre del 2011, por el personal profesional y técnico de los Laboratorios de
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Entomologia y del programa de ETV de las DTS de los departamentos de Choco, Norte
de Santander, Santander, Meta, Vichada y Distrito de Barranquilla, capacitados en
colecta, transporte y mantenimiento de material entomolégico vivo. Las larvas fueron
remitidas a la ciudad de Bogota donde se iniciaron y mantuvieron las colonias

productivas para la obtencién de larvas para los bioensayos

6.2.1 Recoleccion de larvas en las localidades de estudio

Las larvas de Ae. aegypti provenientes de campo, fueron recolectadas empleando el
método del cuchardn en depdsitos bajos. Las larvas se trasvasaron una a una con un
gotero a un recipiente plastico con agua del depdsito y se dejaron con una camara de
aire a un tercio del volumen del recipiente, este se cerraba para evitar el vertimiento del
agua y cada hora se destapaba por 5 minutos para permitir la ventilacion y oxigenacion;

de esta manera se aseguraba la sobrevivencia de las larvas.

6.2.2 Mantenimiento de las colonias en laboratorio

Las colonias de Ae. aegypti cepa Rockefeller y de las muestras de campo se
establecieron en el Laboratorio de Entomologia Médica de la facultad de Medicina de la

Universidad Nacional de Colombia.

Los huevos de los mosquitos Ae. aegypti cepa Rockefeller fueron inundados en
bandejas con agua reposada a la sombra y las larvas provenientes de campo se llevaron
al laboratorio, donde se trasvasaron a una bandeja con agua reposada. Todas las larvas
tanto susceptibles como de campo fueron alimentadas cada tercer dia con Rodentina,
(alimento de ratones bajo en grasa), suministrado por el laboratorio de entomologia del
INS.

Las bandejas plasticas utilizadas para inundar los huevos, se lavaban regularmente con
jabon y agua abundante y posteriormente se desinfectaban con alcohol al 70%, antes de
realizar el cambio de agua reposada. Una vez que emergian las pupas, se retiraban
cuidadosamente con un gotero plastico tipo pipeta Pasteur a recipientes plasticos

pequefios que eran colocados dentro de las jaulas hasta la eclosion de los mosquitos.
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Se mantuvieron jaulas separadas para cada colonia y dentro de cada jaula se introducia
una torunda de algodén con agua azucarada al (x2) 8%, para alimentar los mosquitos.
Para lograr la ovipostura de las hembras, cada colonia se alimentaba en promedio tres
veces por semana con ratones provenientes del bioterio de la Universidad Nacional de
Colombia y los huevos de las posturas se recolectaban en una servilleta que era
colocada en un recipiente plastico con un poco de agua en el fondo.

Cada servilleta se rotulaba con el nombre de la especie, cepa 0 muestra y fecha. Una
vez realizadas las posturas, las servilletas se retiraban del recipiente y se colocaban en
un sitio plano para el secado al aire libre (Figura 6-4). Las servilletas secas se doblaban
suavemente y se guardaban en una bolsa plastica en un sitio alejado de la humedad.

Figura 6-4: Secado de las oviposturas.

Las seis colonias de Ae. aegypti de las muestras de poblaciones de campo, se
mantuvieron productivas hasta la F2, con el fin de aumentar y disponer de abundante
material entomoldgico para los bioensayos, dada la dificultad de realizar desplazamientos

continuos para colectar el material de campo.

Para establecer y mantener las colonias de Ae. aegypti cepa Rockefeller y de las
poblaciones de campo, se empled una camara climatizada (Figura 6-5), la cual se
programo a una temperatura constante de (+2) 30 OC, humedad relativa de (+2) 80% y
fotoperiodos de luz y oscuridad de 12 horas.
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Figura 6-5: Cémara climatizada.

6.3 Preparacion de las soluciones de piriproxifen y
diflubenzurén

Para los bioensayos se emplearon los IGR diflubenzurén y piriproxifen grado técnico con
>99% de pureza. El piriproxifen fue suministrado por el Laboratorio de Entomologia del
INS y el diflubenzurén fue donado por la empresa Chemtura.

Se preparé una solucion madre con cada uno de los IGR, utilizando etanol absoluto como
solvente para los bioensayos de los expuestos y para las larvas control se emple6
Unicamente el solvente. Se afiadieron las alicuotas de la solucibn madre al agua
destilada para obtener las concentraciones deseadas. Se prepararon concentraciones en
ppb para calcular las IEs, |IEq € IEq9 del  Ae. aegypti, cepa Rockefeller.

Para la preparacion de la solucion madre, las soluciones de trabajo, las dosis a evaluar
de los IGR y el montaje de los bioensayos en larvas de Ae. aegypti, con reguladores de
crecimiento de insectos, se siguidé la metodologia recomendada por la Organizacion
Mundial de la Salud especificada en el manual (WHO/CDS/WHOPES/GCDPP/2005.13).



38 Determinacion de las concentraciones diagnosticas de los reguladores de
crecimiento de insectos piriproxifen y diflubenzurén para Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) cepa Rockefeller y el estado de la resistencia de seis poblaciones de

campo en Colombia

6.3.1 Soluciéon madre

La concentracion de la solucion madre fue de 1000 ppm y se prepardé de la siguiente
manera: se peso 20 miligramos (mg) del IGR grado técnico y se disolvié en 20 mililitros
(ml) de etanol absoluto (Figura 6-6). Cada uno de los frascos de soluciones madre para
diflubenzurén y piriproxifen se rotularon con la informacién correspondiente al nombre del

IGR preparado, volumen y fecha de preparacién (WHO, 2005).

Figura 6-6: Diagrama de preparacion de la solucion madre.

2
20 mg de IGR
1 Grado técnico
ﬁ
IGR Grado £
técnico >99% >
pureza '
f &
3
4 m 20 ml etanol
absoluto

Solucion madre de
IGR a 1000 ppm
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6.3.2 Preparacion de las diluciones

Para la preparacion de las diluciones del piriproxifen y el diflubenzurén se sigui6 la
metodologia de la Organizacion Mundial de la Salud. (WHO, 2005).

Solucion de 100 ppm

A partir de la solucion madre de 1000 ppm se prepararon 100 ml de una solucion de 100
ppm. Se empled la formula V1 x Cl1 = V2 x C2; donde V1= volumen inicial, Cl=

concentracion inicial, V2= volumen final y C2= concentracion final.

Vi=?

C1= 1000 ppm
C2=100 ppm
V2= 100 ml

Se reemplazo la formula, V1= (V2 x C2)/C1y se obtuvo:
V1= (100 ml x 100 ppm)/1000 ppm
Vi=10ml

Se tomaron 10 ml de la solucién de 1000 ppm y se adicionaron 90 ml de etanol absoluto

para obtener un volumen final de 100 ml (Figura 6-7).

Solucion de 10 ppm

A partir de la solucién anterior de 100 ppm se prepararon 100 ml de una solucién de 10

ppm de la siguiente manera:

V1i=7?
C1=100 ppm
V2= 100 ml
C2=10 ppm

Se reemplazé la férmula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (100 ml x 10 ppm)/100 ppm
V1= 10 ml
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Se tomaron 10 ml de la solucién de 100 ppm y se adicionaron 90 ml de etanol absoluto

para obtener un volumen final de 100 ml (Figura 6-7).

Solucién 1 ppm

A partir de la solucién anterior de 10 ppm se prepararon 100 ml de una solucién de 1

ppm.

V1="7?

C1=10 ppm
Vv2=100 ml
C2=1 ppm

Se reemplazo la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (100 ml x 1 ppm)/10 ppm
V1= 10 ml

Se tomaron 10 ml de la solucion de 10 ppm y se adicionaron 90 ml de etanol absoluto

para obtener un volumen final de 100 ml (Figura 6-7).

6.3.3 Dosis de IGR evaluadas

Para Ae. aegypti cepa Rockefeller expuesto al piriproxifen se evaluaron las dosis: 0,05
ppb; 0,033 ppb; 0,03 ppb; 0,023 ppb; 0,02 ppb; 0,015 ppb; 0,0129 ppb; 0,01 ppb; 0,002
ppb y 0,001 ppb y para el diflubenzurén fueron: 8,0 ppb; 7,0 ppb; 6,9 ppb; 6,4 ppb; 5,0
ppb; 4,0 ppb; 3,6 ppb; 3,2 ppb y 1,4 ppb (Tabla 6-4).

Las muestras de campo de Ae. aegypti expuestas al piriproxifen se evaluaron con las
dosis: 0,05 ppb; 0,033 ppb; 0,03 ppb; 0,02 ppb; 0,0129 ppb y 0,001 ppb y para el
diflubenzurén las dosis evaluadas fueron: 8,0 ppb; 6,9 ppb; 6,4 ppb; 4 ppb; 3,6 ppby 1,4
ppb (Tabla 6-4). En el anexo A, se presenta el método de preparacion de las dosis de

piriproxifen y diflubenzurén evaluadas.
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Figura 6-7: Diagrama de preparacion de las diluciones de los IGR.
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Tabla 6-4: Dosis de IGR evaluadas con Ae. aegypti.

Cepa susceptible y muestra
de campo

IGR

Dosis evaluadas (ppb)

Rockefeller (susceptible)

Piriproxifen

0,05 - 0,033 - 0,03 - 0,023 - 0,02 -
0,015 - 0,0129 - 0,01 — 0,002 y
0,001

Diflubenzurdén

80-7,0-69-64-50-40-36
~32y14

Quibdd, Barranquilla, Los
Patios, Bucaramanga,
Villavicencio y Puerto Carrefio
(de campo)

Piriproxifen

0,05 -0,033-0,03-0,02-0,0129 y
0,001

Diflubenzurdén

80-69-64-40-36y14
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6.4 Bioensayos con piriproxifen y diflubenzurdn

Se evalud el efecto regulador del crecimiento del piriproxifen y diflubenzurén sobre Ae.
aegypti cepa Rockefeller (susceptible) y seis muestras de poblaciones de campo con
diferentes dosis que causaran la inhibicion de la emergencia de los adultos, siguiendo la
metodologia de la OMS (WHO, 2005).

En el montaje de los bioensayos se utilizaron vasos de precipitado de 250 mililitros. Se
prepararon las dosis del IGR a evaluar hasta un volumen final de 1000 ml y
posteriormente se distribuyeron 200 ml de la solucién en cada uno de los 5 vasos de
precipitado para cada réplica. En cada vaso se introdujo un namero minimo de 20 larvas
de Ae. aegypti de la muestra evaluada (susceptible o de campo) de Il estadio tardio o IV
estadio temprano, bien alimentadas, sanas, sin deformidades y con movimiento rapido.
Las larvas que no cumplian estos criterios de seleccién fueron rechazadas y no se

utilizaron en los bioensayos.

Las larvas de los expuestos y controles en los bioensayos fueron alimentadas cada tercer
dia durante el tiempo total de sobrevivencia de estas. La cantidad de alimento aplicado

en cada vaso fue de = 2 mg/ 200 ml.

Para la recoleccion de los datos se disefid un formato (Tabla 6-5), para registrar la
mortalidad de las larvas y pupas y la emergencia de los adultos. Se recopil6 informacion
a partir del cuarto dia de exposicion y durante el tiempo del bioensayo hasta que las
larvas expuestas y del control emergieron a adulto o murieron en la fase de inmaduros.
(Abbot, 1925).

Los datos del formato se consolidaron en una base en Excel especialmente disefiada
para el estudio con formulas que permitian calcular por periodo de tiempo los inmaduros
vivos, los individuos vivos, las larvas muertas, % de larvas muertas, % acumulado de
larvas muertas, % acumulado de mortalidad corregida de larvas, % de pupas muertas,

% acumulado de pupas muertas, % acumulado de mortalidad corregida de pupas, %
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acumulado de mortalidad total, % acumulado mortalidad corregida total, % de
emergencia, % acumulado de emergencia, % de sobrevivencia, % inhibicién de
emergencia corregida total y total acumulado, tanto para los expuestos como los
controles. Para calcular la sobrevivencia se ajusté la formula propuesta en Colimon KM,
2010.

Tabla 6-5: Formato de recoleccion de informacion.

LARVICIDA CONCENTRACION ENSAYO NUMERO
FECHA EXPOSICION FECHA DE LECTURA DIAS POST
EXPUESTOS CONTROL
NUMERO | LARVAS | PUPAS | PUPAS | ADULTOS | | NUMERO | LARVAS | PUPAS | PUPAS | ADULTOS
DE VASO | VIVAS | VIVAS | MUERTAS | EMERGEN | | DEVASO | VIVAS | VIVAS | MUERTAS | EMERGEN
E1 C1
E2 C2
E3 C3
E4 c4
E5 C5
TOTAL TOTAL

El: Expuesto 1 (Réplica 1 del expuesto)
E2: Expuesto 2 (Réplica 2 del expuesto)
E3: Expuesto 3 (Réplica 3 del expuesto)
E4: Expuesto 4 (Réplica 4 del expuesto)
E5: Expuesto 5 (Réplica 5 del expuesto)
C1: Control 1 (Réplica 1 del control)
C2: Control 2 (Réplica 2 del control)
C3: Control 3 (Réplica 3 del control)
C4: Control 4 (Réplica 4 del control)
C5: Control 5 (Réplica 5 del control).
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6.5 Célculo de los datos

Para el calculo de los datos se tuvo en cuenta el tiempo diagndstico, que se considerd
como el momento en que el acumulado de mortalidad de larvas, pupas y emergencia en
el control fue del 100%.

6.5.1 Mortalidad corregida en los expuestos

Para corregir la mortalidad en los expuestos, al tiempo diagnéstico se empled la férmula
de Abbott. Si la mortalidad en el control fue inferior al 5%, la prueba no se corrigio, si la
mortalidad del control fue mayor del 20% la prueba se desechd y si la mortalidad del
control fue entre el 5 y el 20%, la prueba se corrigié utilizando la férmula de Abbott.
(Abbot W, 1925).

Formula de Abbott= % E —%C x 100
100- % C

Donde,
%E= % Mortalidad en los expuestos
%C= % Mortalidad en los controles

Para calcular los % de mortalidad en los expuestos y control se realizé de la siguiente

manera:

% Mortalidad expuestos= Sumatoria de % larvas muertas expuestas y % pupas

muertas expuestas.

% Mortalidad controles= Sumatoria de % larvas muertas controles y % pupas muertas

controles.
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6.5.2 Inhibicion de la emergencia en los expuestos (%IE)

Para calcular la Inhibicién de la emergencia en los expuestos al tiempo diagnéstico se
empleé la formula de Mulla MS, (1975):

% Inhibicion Emergencia= 100 — (% E x 100)
% C

Donde,
% E= % Sobrevivencia del expuesto

% C= % Sobrevivencia del control

6.5.3 Sobrevivencia

Para calcular el % de sobrevivencia en los expuestos y en los controles al tiempo

diagnostico se realizd de la siguiente manera:

% Sobrevivencia expuesto= Numero de individuos vivos en los expuestos x 100

Numero de larvas expuestas

% Sobrevivencia control= Numero de individuos vivos en los controles x 100

NUmero de larvas controles

6.5.4 Grados de resistencia

Se calcularon las proporciones de inhibiciones de emergencia IEs, para el piriproxifen y
diflubenzurén del Ae. aegypti de la cepa susceptible y muestras de campo y con estos

valores se determinaron los grados de resistencia GRs, empleando la siguiente formula:

Grado de Resistencia (GRsg)=  CLso 0 IEsg muestra evaluada de campo

CLso 0 IEso cepa Rockefeller (susceptible)

Los grados de resistencia con valores cercanos a 1,0; indican que la muestra de
poblacion de campo es susceptible al IGR expuesto. A medida que los valores de GR
aumentan (>5<10) se pone en evidencia que la muestra de poblacién evaluada tiene una

ligera pero significativa reduccion en la actividad larvicida y si los valores de GR
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aumentan (>10), se observa que la actividad larvicida de los IGR es muy limitada o nula.
Mazarri y Georhgiou (1995), han propuesto los siguientes criterios, donde GR<5: indica
gue la muestra es susceptible, 5<GR<10: indica que la muestra presenta una resistencia
incipiente o moderada y GR>10: indica resistencia manifiesta. Aunque este concepto se
ha aplicado ampliamente para el entendimiento de la resistencia de los vectores a los
insecticidas quimicos; se puede adaptar para los IGR.

6.6 Analisis estadistico

Se realizé un andlisis Probit, mediante el cual se observo la relacién entre un estimulo
(dosis) y la respuesta (vive o muere), por lo que fue posible determinar si una respuesta

dada (como la muerte) se habia producido.

En los bioensayos de respuesta, a los grupos de expuestos se les dieron diferentes dosis
de un IGR; donde el porcentaje de muerte a cada nivel de dosis fue registrado. Estos
datos fueron analizados utilizando analisis Probit, particularmente el método Finney que
proporciond el paquete computacional Probit-log StatPlus® 2009 Portable 5.8.4.
(Copyright © 2001-2007 AnalystSoft, Aleksey Simachov) (Figura 6-8).

El modelo Probit asumié que el porcentaje de respuesta estaba relacionada con el
logaritmo de la dosis como la distribucion normal acumulativa. Es decir, las dosis de
registro se pudieron utilizar como variable al leer el porcentaje de muerte de la normal
acumulativa, el uso de la distribucién normal influyé en la tasa de respuesta predicha en
los extremos alto y bajo de las dosis posibles. EI modelo Probit pudo expresarse

matematicamente como sigue:
P = a + B[log10 (Dosis)]
En el software estadistico se corri6 lo siguiente: Service->Survival Analysis->Probit

analysis; el cual proporcion6 informacion para los IGR piriproxifen y diflubenzurén. En las

Figuras 6-8 a 6-12, se relacionan los pasos del proceso. Inicialmente se abre el programa
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Probit StatPlus, (Figura 6-8), se despliega una pagina donde se ingresan los valores
obtenidos en los bioensayos. En la columna A las dosis evaluadas, en la columna B, el
namero total de larvas expuestas en el bioensayo y en la columna C, el nimero ajustado

de muertos para cada dosis (Figura 6-9).

Con el puntero se dié “click” en estadistica, andlisis de supervivencia y analisis Probit
(Figura 6-10). En la columna izquierda se marco el primer valor y en la columna derecha
el correspondiente a estimulo o dosis y asi sucesivamente hasta activar las tres
columnas, posteriormente se oprimio el boton “ya” (Figura 6-11) y se despliega el andlisis
de los datos (Figura 6-12).

Figura 6-8: Apertura del programa Probit.

StatPlusrortabie

for Windows

Professional Package
Release 2009 v5.8.4

Licensed to:
Warni is computer prog protec e by copvrjght Iaw and"'
Unaut onze Jrepr uction or stn utlo is program

in severe civil and criminal penalties, an wull e prosecuted to ﬂm g
under the law.

Copyright ® 2010 AnalystSoft Inc. All rights reserved.
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Figura 6-9: Inclusion de los datos en el programa estadistico.
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Figura 6-10: Seleccion del andlisis estadistico.
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Figura 6-11: Ingreso de las columnas en el andlisis.
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Figura 6-12: Despliegue del anélisis de los datos.
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Para la interpretacién de las salidas del analisis Probit de Ae. aegypti para la cepa
susceptible y las muestras de las poblaciones de campo tratadas con los IGR piriproxifen
y diflubenzurén, se consulté el link del programa de Statplus:
http://www.analystsoft.com/en/products/statplus/content/help/src/analysis_survival-
analysis_probit_regression_finney_Id50_ed50.html.

En la primera columna se muestra el estimulo dosis del Probit, en la segunda el
porcentaje de mortalidad observado, en la tercera la mortalidad ajustada del modelo y se
denomina Porcentaje Probit que es la relacion estimada (R/N) basado en el modelo
Probit, en la cuarta, N es el tamafio de la muestra, en la quinta R, es la cantidad de
muertes observadas, en la sexta columna E (R), es la cantidad de muertes esperadas
basadas en el modelo Probit, en la séptima la Diferencia que se obtiene restando la
cantidad de muertes reales con la cantidad de muertes esperadas en el modelo Probit.
(Tabla 7-6 y Tabla 7-7).

El valor Chi-Square es el total de los valores de Chi-cuadrado, que se utiliza para probar
la significacion global de las diferencias con el modelo y los Grados de libertad son los

grados de libertad de la prueba de Chi-cuadrado.

Para los IGR piriproxifen y diflubenzurén la relaciéon entre la dosis y el porcentaje de

muertes esta dada por la siguiente funcion:
Probit del Regulador de crecimiento = Intercepto + Beta[log10(Dosis)]
Donde:

Intercepto= Punto de corte de la curva de mortalidad con el eje Y

Beta= Mortalidad de la muestra evaluada.
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En la Tabla 7-6, se observa el Chi cuadrado (X2) obtenido durante el andlisis Probit de
Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con piriproxifen y su valor fue de 9,8981, menor que
el X2 critico de 15,51; (8 grados de libertad), por lo que no se rechaza la hip6tesis nula 'y
se concluye que no hay diferencia estadisticamente significativa con un 95% de
confianza (p>0,05.).

En las columnas 2 y 3, de la tabla mencionada, se evidencia la similitud entre el
porcentaje de muerte observada Yy el porcentaje de mortalidad Probit y en la Figura 7-13,
se observa que los valores para la curva experimental estdn muy cercanos a los de las

dosis previstas y la curva sigue una distribucion Probit.

Tabla 7-6: Andlisis Probit de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con piriproxifen.

Analisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]
Log10 [Dosis | Porcentaje | Porcentaje
(Estimulo)] | Actual (%) Probit (%) n R RE Diferencia
-3 0,032 0,0189 125 4 2,3577 1,6423
-2,699 0,1 0,0572 100 10 5,7219 4,2781
-2 0,29 0,3375 100 29 33,7519 -4,7519
-1,8894 0,336 0,4068 125 42 50,8483 -8,8483
-1,8239 0,368 0,4494 125 46 56,1749 -10,1749
-1,699 0,56 0,5319 125 70 66,4874 3,5126
-1,6383 0,568 0,5717 125 71 71,4632 -0,4632
-1,5229 0,656 0,6451 125 82 80,6368 1,3632
-1,4815 0,6748 0,6703 123 83 82,4479 0,5521
-1,301 0,87 0,7704 100 87 77,0371 9,9629

Nivel del intervalo de confianza: 0,05
Chi cuadrado = 9,8981

Grados de Libertad = 8

nivel p =0,2723
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Figura 7-13: Curva de regresion de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con
piriproxifen.
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En la Tabla 7-7, se presenta el analisis Probit de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con
diflubenzurén. El X? total obtenido mediante el andlisis es de 7,5331 < X critico de 14,07
(7 grados de libertad) y teniendo en cuenta la interpretacién del Chi cuadrado en el
modelo y con un nivel de significancia del 5%, (p>0,05), se dice que no se rechaza la
hipétesis nula. Al observar la Figura 7-14, se evidencia que la curva de las mortalidades

observadas sigue una distribucién Probit similar a la de la curva de regresion.
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Tabla 7-7: Andlisis Probit de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con diflubenzurén.
Analisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]
Log10 [Dosis | Porcentaje | Porcentaje
(Estimulo)] Actual (%) Probit (%) n R E[R] Diferencia
0,1461 0,016 0,0034 125 2 0,4236 1,5764
0,5051 0,232 0,2702 125 29 33,7764 -4,7764
0,5563 0,3629 0,3769 124 45 46,736 -1,736
0,6021 0,52 0,4814 125 65 60,1788 4,8212
0,699 0,656 0,6981 125 82 87,2669 -5,2669
0,8062 0,848 0,8738 125 106 109,231 -3,231
0,8388 0,928 0,9091 125 116 113,6417 2,3583
0,8451 0,936 0,915 125 117 114,3693 2,6307
0,9031 0,968 0,9564 125 121 119,5503 1,4497

Nivel del intervalo de confianza: 0,05
Chi cuadrado = 7,5331
Grados de Libertad = 7
nivel p =0,3756

Figura 7-14: Curva de regresion de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con

diflubenzurén.
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En la Tabla 7-8, se observan los resultados de mortalidad o de inhibicién de emergencia
de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con piriproxifen. Con una confianza del 95%, se
evidencio que una dosis de piriproxifen entre 0,0147 y 0,0218 ppb fue letal para el 50%
de la muestra de la poblacion expuesta susceptible (IEsg); una dosis entre 0,0602 vy
0,1520 ppb fue letal para el 90% de la muestra de la poblacion expuesta (IEq)) Yy para
que muriera el 99% de la muestra de la poblacion expuesta (IEg) la dosis letal estuvo
entre 0,1115 y 0,79 ppb. Los valores de IEs, IEg € IEgg para la cepa susceptible tratada
con piriproxifen fueron: 0,0179 ppb; 0,1061 ppb y 0,4525 ppb; respectivamente.

La relacion entre las dosis de piriproxifen y el porcentaje de muertes que provocé en Ae.
aegypti cepa Rockefeller esta dada por la funcion:

Phiriproxiten = 7,898 + 1,6586[log0(Dosis)]

Las inhibiciones de emergencia IEsy de Ae. aegypti tratado con piriproxifen encontradas
en la literatura recopilada, sugiere un rango de 0,0017 ppb (Paul y colaboradores, 2006)
a 0,33 ppb (Estrada y Mulla, 1986). En este estudio la dosis de piriproxifen que causé
una inhibicion de la emergencia de adultos IEso en Ae. aegypti cepa Rockefeller fue de
0,0179 ppb (IC de 0,0147-0,0218), similar a la dosis letal CLs, reportada por Hatakoshi y
colaboradores (1987) y Ricardo y colaboradores (2010), con un valor de 0,023 ppb. Itoh
y colaboradores (1994), reportaron un rango de CLso de 0,011 a 0,056 ppb; Loh y Yap
(1989), reportaron una IEsy de 0,214 ppb; Sihuincha y colaboradores (2005), una IEg, de
0,012 ppb y Seccacini y colaboradores (2008), una IEsq de 0,01 ppb. Esto sugiere que lo

hallado en este estudio es consistente con lo encontrado por otros autores.
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Tabla 7-8: Concentraciones letales (50, 90 y 99%) 6 Inhibiciones de emergencia IEsy,

IEg € IEgg de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con piriproxifen.

Percentil de Probit (Y) | Dosis ppb o )
_ ’ ’ Limites de confianza
Dosis (Estimulo) (Estimulo)
50 5 0,0179 0,0147 0,0218
90 6,2817 0,1061 0,0602 0,1520
99 7,3268 0,4525 0,1115 0,79

Intercepto: 7,898
Beta: 1,6586

En la Tabla 7-9, se presentan los resultados del 50, 90 y 99% de mortalidad 6 inhibicion
de emergencia de adultos (IEsq, |IEg € IEge) de Ae. aegypti cepa Rockefeller expuesto al
diflubenzurén. Con una confianza del 95%, se observé que una dosis de este IGR entre
3,9077 y 4,2323 ppb fue letal para el 50% (IEso) de la muestra de la poblacion expuesta
susceptible, una dosis entre 6,38 y 7,12 ppb fue letal para el 90% (IEqo) de la muestra de
la poblacion susceptible y para que muriera el 99% (IEq) de la muestra de la poblacion
susceptible, la dosis letal estuvo entre 9,23 y 11,17 ppb. Los valores de IEs, IEg € 1Egg
para la cepa susceptible tratada con diflubenzurén fueron: 4,0742 ppb; 6,7553 ppb y
10,2024 ppb; respectivamente.

La relacién entre las dosis y el porcentaje de muertes que provoco el diflubenzurén a Ae.

aegypti cepa Rockefeller esta dada por la funcién:

Pdiflubenzurén = 1,4395 + 5,8364[log10(Dosis)]

Las IEs, de Ae. aegypti tratado con diflubenzurén, reportadas por los investigadores en
la bibliografia recopilada, muestran un rango entre 1,59 ppb (Seccacini, 2008) a 5,19 ppb
(Junqueira, 2007). En este estudio la dosis de diflubenzurdon calculada que causo la
inhibicion de la emergencia IEs, de Ae. aegypti cepa Rockefeller fue de 4,0742 ppb (IC
3,9077-4,2323) y estd dentro del rango de valores reportados en los estudios
recopilados. La dosis correspondiente a la IEs, del estudio es similar al de Junqueira da

Silva (2007), quien reporté un valor de 5,19 ppb. Otros autores hallaron dosis un poco
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menores como Ali et al (1987), de 2,03 ppb (IC 1,72-2,34); Seccacini E. (2008), de 1,59
ppb y Marcombe (2011), una IEs, de 1,7 ppb (IC 1,4-2,1). Estas diferencias son debidas
probablemente a la no uniformidad en las condiciones de desarrollo de los bioensayos,
los ingredientes activos empleados y las cepas de Ae. aegypti utilizadas en los estudios.

Tabla 7-9:
IEqo € IEge de Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con diflubenzurén.

Concentraciones letales (50, 90 y 99%) 6 Inhibiciones de emergencia IEsy,

Percentil de Probit (Y) Dosis ) )
; ; Limites de confianza
Dosis(Estimulo) (Estimulo)
50 5 4,0742 3,9077 4,2323
90 6,2817 6,7553 6,38 7,12
99 7,3268 10,2024 9,23 11,17

Intercepto: 1,4395
Beta: 5,8364

En la Tabla 7-10 y Tabla 7-11, se evidencia que en todas las pruebas con las muestras
de las poblaciones de campo de Ae. aegypti tratadas tanto con piriproxifen, como con
diflubenzurén; el Chi cuadrado critico o esperado fue de 9,49 (4 grados de libertad), pero
en todos los casos el X? observado fue menor que el esperado, por lo tanto teniendo en
cuenta la interpretacion del Probit y con un nivel de significancia del 5% no se rechaza la
hipétesis nula y se concluye que la diferencia observada es estadisticamente significativa

con un 95% de confianza (p>0,05).

En la Figura 7-15 y Figura 7-16, se observan las Curvas de regresién comparativas de
las muestras de poblaciones de campo de Ae. aegypti tratadas con piriproxifen y

diflubenzurén, en todos los casos siguen una distribucién probit.
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Tabla 7-10:

Porcentajes de mortalidad, observada y esperada en el modelo Probit, de

Ae. aegypti de campo con las dosis evaluadas de piriproxifen y las Diferencias.

Muestras de
las

Log10 [Dosis

Porcentaje

Porcentaje

poblaciones (Estimulo)] Actual (%) Probit (%) n X E[R] DHiErEEE
de campo
-3 0,01 0,0018 100 1 0,176 0,824
© -1,8894 0,1524 0,2508 105 16 26,329 -10,329
= -1,699 0,45 0,3871 100 45 38,7071 6,2929
3 -1,5229 0,54 0,5276 100 54 52,7578 1,2422
-1,4815 0,6038 0,5608 106 64 59,4407 4,5593
-1,301 0,67 0,6977 100 67 69,7725 -2,7725
Chi cuadrado global muestra de Quibdé (X = 9,4225), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,0514
m -3 0,03 0,0089 100 3 0,8867 2,1133
= -1,8894 0,2 0,2683 125 25 33,5425 -8,5425
=3 -1,699 0,35 0,3756 100 35 37,555 -2,555
g -1,5229 0,4556 0,4844 169 77 81,8583 -4,8583
s -1,4815 0,58 0,5104 100 58 51,0433 6,9567
-1,301 0,68 0,6221 100 68 62,2116 5,7884
Chi cuadrado global muestra de Barranquilla (X = 9,1616), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,0572
-3 0,01 0,0012 100 1 0,1205 0,8795
3 -1,8894 0,192 0,2357 125 24 29,4628 -5,4628
E -1,699 0,38 0,3732 100 38 37,3216 0,6784
o -1,5229 0,4715 0,5174 123 58 63,6386 -5,6386
S -1,4815 0,6 0,5517 150 90 82,7487 7,2513
-1,301 0,71 0,6935 100 71 69,3534 1,6466
Chi cuadrado global muestra de Los Patios (X = 8,6197), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,0713
« -3 0,01 0,0014 100 1 0,1417 0,8583
2 -1,8894 0,272 0,2867 125 34 35,8424 -1,8424
E -1,699 0,44 0,4413 100 44 44,1336 -0,1336
g -1,5229 0,5342 0,5935 161 86 95,5483 -9,5483
s -1,4815 0,64 0,6281 150 96 94,2108 1,7892
@ -1,301 0,84 0,7643 100 84 76,4339 7,5661
Chi cuadrado global muestra de Bucaramanga (X° = 7,0296), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,1343
o -3 0,03 0,01 100 3 1,0006 1,9994
= -1,8894 0,304 0,3433 125 38 42,9134 -4,9134
Q -1,699 0,43 0,4706 100 43 47,0601 -4,0601
= -1,5229 0,5323 0,5914 124 66 73,3309 -7,3309
E -1,4815 0,64 0,619 125 80 77,3701 2,6299
-1,301 0,83 0,7308 100 83 73,0776 9,9224
Chi cuadrado global muestra de Villavicencio (XZ =7,0777), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,1318
2 -3 0,02 0,0049 100 2 0,4899 1,5101
o -1,8894 0,208 0,2924 125 26 36,5543 -10,5543
S -1,699 0,45 0,4219 100 45 42,1892 2,8108
o -1,5229 0,5251 0,5501 179 94 98,4643 -4,4643
§ -1,4815 0,6532 0,58 124 81 71,914 9,086
o -1,301 0,71 0,7029 100 71 70,2877 0,7123

Chi cuadrado global muestra de Puerto Carrefio (X° = 9,2475), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,0552

Diferencia: Entre las muertes observadas y las muertes esperadas basadas en el modelo Probit.
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Figura 7-15: Curvas de regresion comparativas de

campo de Ae. aegypti tratadas con piriproxifen.
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Tabla 7-11:

Porcentajes de mortalidad, observada y esperada en el modelo Probit, de

Ae. aegypti de campo con las dosis evaluadas de diflubenzurén y las Diferencias.

Muestras de

las Loglp Porcentaje | Porcentaje it .
poblaciones (Egtjl'?nslljlso)] Actual (%) Probit (%) n R EIR] IS
de campo
0,1461 0,02 0,0063 100 2 0,6281 1,3719
© 0,5563 0,36 0,3708 100 36 37,0784 -1,0784
3 0,6021 0,4 0,4649 100 40 46,4887 -6,4887
3 0,8062 0,8478 0,8389 138 117 115,7647 1,2353
0,8388 0,9097 0,8775 144 131 126,3539 4,6461
0,9031 0,92 0,9334 100 92 93,3404 -1,3404
Chi cuadrado global muestra de Quibdd (X* = 4,1366), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,3878
m 0,1461 0,03 0,0084 100 3 0,84 2,16
% 0,5563 0,312 0,3521 125 39 44,0181 -5,0181
g 0,6021 0,39 0,4384 100 39 43,8356 -4,8356
g 0,8062 0,7943 0,8012 141 112 112,9677 -0,9677
3 0,8388 0,8936 0,8428 141 126 118,8367 7,1633
0,9031 0,9 0,9068 100 90 90,6771 -0,6771
Chi cuadrado global muestra de Barranquilla (X* = 7,1049), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,01304
0,1461 0,01 0,0084 100 1 0,8379 0,1621
a 0,5563 0,296 0,263 125 37 32,8788 4,1212
E 0,6021 0,312 0,3307 125 39 41,3402 -2,3402
@ 0,8062 0,5429 0,6689 140 76 93,6476 -17,6476
3 0,8388 0,7933 0,718 150 119 107,7008 11,2992
0,9031 0,84 0,803 100 84 80,2963 3,7037
Chi cuadrado global muestra de Los Patios (X° = 5,3623), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,2521
o 0,1461 0,01 0,0024 100 1 0,2377 0,7623
g 0,5563 0,3733 0,3505 150 56 52,5746 3,4254
I 0,6021 0,384 0,4555 125 48 56,9336 -8,9336
g 0,8062 0,879 0,8648 124 109 107,2327 1,7673
S 0,8388 0,913 0,9026 184 168 166,0729 1,9271
@ 0,9031 0,95 0,9534 100 95 95,3363 -0,3363
Chi cuadrado global muestra de Bucaramanga (X° = 4,1228), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,3896
o 0,1461 0,01 0,0011 100 1 0,1134 0,8866
g 0,5563 0,256 0,298 125 32 37,2534 -5,2534
Q 0,6021 0,424 0,4018 125 53 50,2264 2,7736
= 0,8062 0,7823 0,843 124 97 104,528 -7,528
E 0,8388 0,936 0,8864 125 117 110,8012 6,1988
0,9031 0,96 0,9455 100 96 94,5505 1,4495
Chi cuadrado global muestra de Villavicencio (X° = 8,7385), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,068
kel 0,1461 0,03 0,0067 100 3 0,6745 2,3255
g 0,5563 0,3629 0,3757 248 90 93,1849 -3,1849
8 0,6021 0,408 0,4696 125 51 58,6941 -7,6941
o) 0,8062 0,8468 0,8402 124 105 104,1906 0,8094
E_:-v 0,8388 0,904 0,8784 125 113 109,7999 3,2001
o 0,9031 0,95 0,9338 100 95 93,3756 1,6244

Chi cuadrado global muestra de Puerto Carrefio (X = 9,263), Grados de libertad= 4, nivel p= 0,0549

Diferencia: Entre las muertes observadas y las muertes esperadas basadas en el modelo Probit.
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Figura 7-16: Curvas de regresion comparativas de las muestras de poblaciones de

campo de Ae. aegypti tratadas con diflubenzurén.
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Para hallar las Concentraciones Letales o Inhibiciones de Emergencia de piriproxifen y
diflubenzurén para Ae. aegypti, se empled el andlisis Probit, método Finney, distribucion
Log normal. En todos los bioensayos realizados con los IGR, el andlisis Probit mostro
varios percentiles de dosis estimulo, de los cuales se seleccioné el percentil 50 para
calcular los Grados de Resistencia GRsg y realizar las comparaciones de las muestras de

poblacién de campo con la cepa Rockefeller con cada uno de los IGR evaluados.

Enla Tabla 7-12, se presentan los valores de Concentraciones letales (CLso) 0 Inhibicion
de la Emergencia de adultos (IEsq) en ppb, y los grados de resistencia (GRsy) de Ae.
aegypti para la cepa Rockefeller y las muestras de poblaciones de campo tratadas con
piriproxifen. Los GRs, de las muestras en orden ascendente fueron: barrio Marco Antonio
Pinilla de Villavicencio (Meta) (1,23x); barrio Mutis de Bucaramanga (Santander) (1,30x);
barrio Nazareth de Los Patios (Norte de Santander) (1,37x); barrio EI Recreo de Puerto
Carrefio (Vichada) (1,43x); barrio Medrano de Quibdé (Chocé) (1,54x) y barrio La
Ciudadela de Barranquilla (Atlantico) (1,77x). Nétese que los valores de grados de
resistencia muestran un leve incremento, pero teniendo en cuenta la interpretacion de los
Grados de Resistencia propuesta por Mazarri y Georhgiou (1995), los valores cercanos al
1,0; indican que todas las muestras de Ae. aegypti de las poblaciones de campo son

susceptibles al piriproxifen.

Con relaciéon al analisis de los intervalos de confianza de los valores de |IEsy hallados
para cada una de las muestras de las poblaciones de campo tratadas con piriproxifen,
(Figura 7-17), se observa que los limites inferiores y superiores se tocan entre si por lo
gue sugiere que no hay diferencias estadisticamente significativas al interior de las

muestras de campo, ni con la cepa Rockefeller.
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Tabla 7-12: Grados de Resistencia GRsy de las muestras de las poblaciones de

campo de Ae. aegypti tratadas con piriproxifen.

Cepa susceptible y n Clsg 6 Limites de GRsg
muestras de las IEso(ppb) confianza
poblaciones de Inferior | Superior

campo
Rockefeller 1173 0,0179 0,0147 | 0,0218 1,0
Quibdo 611 0,0277 0,0193 | 0,043 1,54
Barranquilla 694 0,0318 0,0218 | 0,0608 1,77
Los Patios 698 0,0281 0,0205 | 0,0414 1,56
Bucaramanga 736 0,0234 0,0166 | 0,0304 1,30
Villavicencio 674 0,0221 0,014 0,0323 1,23
Puerto Carrefio 728 0,0256 0,0175 | 0,0377 1,43

Figura 7-17: Intervalos de confianza de Ae. aegypti tratado con piriproxifen.
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En la Tabla 7-13, se evidencian los hallazgos de las CLs, 6 IEsg en ppb y los GRs, de Ae.
aegypti de la cepa Rockefeller y las muestras de las poblaciones de campo tratadas con
diflubenzurén. Los valores de GRsq para cada una de las muestras de campo, en orden
ascendente fueron: barrio El Recreo de Puerto Carrefio (1,01x); barrio Mutis de
Bucaramanga (1,02x); barrio Medrano de Quibd6é (1,02x); barrio La Ciudadela de
Barranquilla (1,05x); barrio Marco Antonio Pinilla de Villavicencio (1,07x) y barrio
Nazareth de Los Patios (1,24x). Obsérvese que todos los valores son cercanos al 1,0 y
de acuerdo a la interpretacion de los Grados de Resistencia propuesta por Mazarri y
Georhgiou (1995), se concluyd que todas las muestras de campo evaluadas son
susceptibles al diflubenzurén.

Los intervalos de confianza de las CLso 0 IEsy de la especie tratada con diflubenzurén,
mostraron que no hay diferencia significativa entre las muestras de campo comparadas

con la cepa susceptible (Figura 7-18).

Tabla 7-13: Grados de Resistencia GRsy de las muestras de las poblaciones de

campo de Ae. aegypti tratadas con diflubenzurén.

Cepa susceptibley N Clg 6 Limites de GRs
muestras de las I[Eso(ppb) confianza
poblaciones de Inferior | Superior
campo

Rockefeller 1124 4,0742 3,9077 | 4,2323 1,0
Quibdd 682 4,1567 3,8943 | 4,3966 1,02
Barranquilla 707 4,3022 3,6586 | 4,851 1,05
Los Patios 740 5,061 4,1834 | 5,9637 1,24
Bucaramanga 783 4,177 3,9672 | 4,3728 1,02
Villavicencio 699 4,3903 3,7243 | 4,9605 1,07
Puerto Carrefio 822 4,1299 3,6024 | 4,6155 1,01
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Figura 7-18: Intervalos de confianza de Ae. aegypti tratado con diflubenzurdn.
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En la Tabla 7-14 y Tabla 7-15, se presentan los valores ajustados al tiempo diagnéstico,
de las proporciones de mortalidad de los inmaduros disgregados en larvas y pupas; la
sobrevivencia de los expuestos de Ae. aegypti tratados con piriproxifen y diflubenzurén
con las dosis evaluadas y la emergencia de adultos en los controles. Las emergencias de
mosquitos en el grupo control fue 290%, indicando que las mortalidades mas altas de los

controles fueron del 10%.

Se ajustaron las mortalidades en el expuesto con la formula de Abbott cuando el control
presentdé mortalidades entre el 5y 20%, pero en este estudio se rechazaron todos los
bioensayos con mortalidades en el control superiores al 10%, debido a que la
metodologia empleada es muy sensible y un individuo muerto en el control afectaba

notablemente los resultados de mortalidad en los expuestos.
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Obsérvese en la Tabla 7-14 y Tabla 7-15, que en los individuos tratados con piriproxifen,
la mayor mortalidad en todas las dosis, se presentd en el estado de pupa y en los
tratados con diflubenzurén, la mayor mortalidad se registr6 en el estado de larva. La
relacibn media de mortalidad con el piriproxifen fue larva:pupa (1:4) y la de diflubenzurén
pupa:larva, igualmente (1:4). Estos hallazgos en el laboratorio concuerdan con lo
reportado por Mulder y Gijswijt (1973), quienes afirman que el efecto morfo-genético de
piriproxifen se observa principalmente durante la transformacion de larva a pupa, por lo
gue la muerte se produce principalmente en la fase de pupa y los mosquitos adultos no
emergen. En cuanto al diflubenzurén las larvas al ser tratadas pierden la capacidad de
mudar y son incapaces de escapar de las exuvias y con frecuencia mueren en mayor
proporcion antes de pasar al estado de pupa (WHOPES, 2001; 2008).
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Tabla 7-14:

de campo de Ae. aegypti tratadas con piriproxifen.

Mortalidad, sobrevivencia y emergencia de la cepa susceptible y muestras

Mortalidad, L .
Dosis sobrevivenciay Relac_|on
0,05 0,033 0,03 0,02 | 0,0129 | 0,001 : mortalidad
(ppb) emergencia larva:pupa
corregidas pup
i’ 7,37 2,67 7,51 0,52 4,71 0,19 | % Larvas muertas (1:13)
% 80| 65,04 58,4 56 29,6 3,2| % Pupas muertas
S 12 30,1 32 40 60 91,2 % Sobrevivencia
& 95 93 94 92 91 93 % Emergencia Control
Ne) 4,37 6,95 12,2 2,74 2,2 1,71 | % Larvas muertas 1:7
9 (1:7)
2 63| 53,77 42 44 13,33 0| % Pupas muertas
8' 31 36 43 49 77 92 | % Sobrevivencia
95 91 94 92 91 94 % Emergencia Control
o
5 14,42 22,37| 11,47 4,87 9,55 0,66 | % Larvas muertas (1:3)
g 54 36| 34,32 31 16 4| % Pupas muertas
g 30 38 50,89 59 68 90 % Sobrevivencia
3 95| 91,27 93,88 92 91,33 94,4 % Emergencia Control
2 21,58| 1,29| 4,08| 16,04| 262| 048] % Larvas muertas (1:4)
§° 50 61,3 43,09 22 16,8 1| % Pupas muertas
» 27| 35,33| 49,59 57 73,6 93| % Sobrevivencia
-t 95 95 94 92 91 94 % Emergencia| Control
o
g 42,21 9,55 6,48 | 11,57 2,68 0,48 | % Larvas muertas (1:3)
e 42| 54,67 47,2 33 24,8 1| % Pupas muertas
g 15| 33,33| 27,33 48 67,2 93| % Sobrevivencia
S 95 93,2 93,9 92 92,7 94,4 % Emergencia Control
m
'§ 38,16 7,99 13,29 2,48 2,57 1,6 | % Larvas muertas (1:3)
) 45 56,8 40,32 43 28 2| % Pupas muertas
% 16 32,8 43,5 47 64,8 91 % Sobrevivencia
§ 95 93,2 93,9 92 93,3| 94,4 % Emergencia Control
o O 26,58 15,25 19,47 3,65 1,17 1,54 | % Larvas muertas (1:3)
£'% 45| 50,81| 33,52 42 20 1| % Pupas muertas
& 3 27| 31,45| 44,13 50 72 92 % Sobrevivencia
O 95 93 94 92 91 94 % Emergencia Control

% Larvas muertas.: % acumulado de mortalidad corregida en larvas; % Pupas muertas: %
acumulado de mortalidad corregida en pupas, % Sobrevivencia: % acumulado sobrevivencia de
inmaduros y mosquitos emergidos y % Emergencia: % de mosquitos que emergen en el control.
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Tabla 7-15:

de campo de Ae. aegypti tratadas con diflubenzurén.

Mortalidad, sobrevivencia y emergencia de la cepa susceptible y muestras

Dosis Mortalidad, Relacién
(opb) 8 6,9 6,4 4 3,6 1.4 sobrevivenciay | mortalidad
PP emergencia pupa:larva
E 2,4 24 5,6 19,2 16,94 1,6 % Pupas muertas (1:4)
..g 9499 69,01 7951 33,01 1944 0,1| % Larvas muertas
S 24 6,4 13,6 43,2 59,68 88| % Sobrevivencia
@]
. 92 92 91 90 94 94 % Emergencia | Control
o 2 22,22 12,32 21 14 1| % Pupas muertas (1:4)
3 90,39| 69,44| 72,61| 19,22 22,39 1,17 | % Larvas muertas
'8 7 7,64| 13,77 55 60 90| % Sobrevivencia
92 92 91 92 94 92 % Emergencia | Control
o
= 10 14,18 13,48 6 16 1| % Pupas muertas (1:5)
=3 80,22| 75,75| 66,34 3357| 15,78 2,02 | % Larvas muertas
g 9 9,22 18,44 57 64 90 % Sobrevivencia
©
@ 92 92 91 94 94 93 % Emergencia | Control
_§ 14 24 9,29 14,4 12 1| % Pupas muertas (1:3)
3 70,78 55,62 | 45,68 17,38 21,6 0,94 | % Larvas muertas
@ 14| 70,62, 41,43 64 66,4 91| % Sobrevivencia
-
92 92 92 94 94 93 % Emergencia | Control
o
= 14 31,5| 16,13 13,6| 17,33 1| % Pupas muertas (1:3)
g 81,65 60,17 7248 25| 20,12 0,94 | % Larvas muertas
g 4 761 10,48 57,6 | 58,67 91| % Sobrevivencia
(&}
@ 92 91,6 92 93,8 93,8 92,8 % Emergencia | Control
o
g 17 49,6 12,1 12 6,4 1| % Pupas muertas (1:3)
o 79,74| 45,16| 66,15| 30,64 19,7 0,71 | % Larvas muertas
'g 3 56| 20,16 54,4 68,8 92| % Sobrevivencia
S 92 91,6 92,7 94,8 93,1 93,6 % Emergencia | Control
o O 22 23,2 42,74 11,2 15,32 1| % Pupas muertas (1:2)
5 '@ 73,65 68,07 4225 29,96 21,09 2,02 | % Larvas muertas
g 5 4 8| 13,71 55,2| 60,08 90| % Sobrevivencia
92 92 91 94 94 92,8 % Emergencia | Control

% Larvas muertas: % acumulado mortalidad corregida larvas; % Pupas muertas: % acumulado

mortalidad corregida pupas, % Sobrevivencia: % acumulado sobrevivencia de

emergidos y % Emergencia: % acumulado de la emergencia en los controles.

inmaduros y







8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

Las concentraciones letales (50, 90 y 99%) 6 inhibicibn de emergencia de adultos IEsy,
IEg € IEge para Ae. aegypti cepa Rockefeller con el IGR piriproxifen, en este estudio bajo
las condiciones controladas de laboratorio fueron: 0,0179 ppb; 0,1061 ppb y 0,4525 ppb;

respectivamente.

Para Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con piriproxifen una dosis entre 0,0147 y
0,0218 ppb fue letal para el 50% (IEs), de la muestra de la poblacién susceptible
expuesta; una dosis entre 0,0602 y 0,1520 ppb fue letal para el 90% (IEq), de la
muestra expuesta y para que muriera el 99% de la muestra (IEq), la dosis letal estuvo
entre 0,1115y 0,79 ppb.

Los valores de IEsy, |IEgy € IEgg 6 ClLsy, CLog Y Clgg, para Ae. aegypti cepa Rockefeller
tratada con diflubenzurén obtenidos bajo las condiciones controladas de laboratorio

propias de este estudio fueron: 4,0742 ppb; 6,7553 ppb y 10,2024 ppb; respectivamente.

Para Ae. aegypti cepa Rockefeller tratado con diflubenzurén una dosis entre 3,9077 y
4,2323 ppb fue letal para el 50% (IEsy), de la muestra de la poblacién susceptible
expuesta; una dosis entre 6,38 y 7,12 ppb fue letal para el 90% de la muestra (IEg) Y

para que muriera el 99% de la muestra (IEg) la dosis letal estuvo entre 9,23y 11,17 ppb.

Los GRsp de las seis muestras de poblaciones de campo de Ae. aegypti provenientes de
los barrios Medrano de Quibdd (Chocd), La Ciudadela de Barranquilla (Atlantico),
Nazareth de Los Patios (Norte de Santander), Mutis de Bucaramanga (Santander), Marco
Antonio Pinilla de Villavicencio (Meta) y El Recreo de Puerto Carrefio (Vichada),

evaluadas con piriproxifen y diflubenzurén fueron en todos los casos cercanos al valor
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de 1,0x y de acuerdo a la interpretacion propuesta por Mazarri y Georhgiou, (1995), se

puede concluir que son susceptibles a los IGR evaluados.

Los mayores valores de GRs, obtenidos en este estudio con las muestras de las
poblaciones de campo correspondieron a los bioensayos realizados con piriproxifen. En
orden descendente estos valores fueron: barrio La Ciudadela de Barranquilla (Atlantico)
(1,77x); barrio Medrano de Quibdd (Chocd) (1,54x); barrio El Recreo de Puerto Carrefio
(Vichada) (1,43x); barrio Nazareth de Los Patios (Norte de Santander) (1,37x); barrio
Mutis de Bucaramanga (Santander) (1,30x) y barrio Marco Antonio Pinilla de Villavicencio
(Meta) (1,23x). Estos valores podrian explicarse debido probablemente a que el
piriproxifen se ha utilizado de manera frecuente desde hace varios afios en el pais.
Igualmente deberia considerarse los hallazgos de Macoris y colaboradores, (2008),
guienes sugieren la posibilidad de resistencia cruzada entre temefos y piriproxifen. Los
autores igualmente manifiestan que se desconoce el mecanismo con que actla esta

interferencia.

Los menores valores de GRs, muy cercanos a 1,0; correspondieron al diflubenzurén
para las muestras de las poblaciones de campo evaluadas en este estudio, debido
probablemente a la baja presion del IGR por la reciente inclusion como alternativa de
rotacion. Los valores de GRsy en orden descendiente fueron: barrio Nazareth de Los
Patios (Norte de Santander) (1,24x); barrio Marco Antonio Pinilla de Villavicencio (Meta)
(1,07x); barrio La Ciudadela de Barranquilla (Atlantico) (1,05x); barrio Medrano de Quibdd
(Choco) (1,02x); barrio Mutis de Bucaramanga (Santander) (1,02x) y barrio El Recreo de
Puerto Carrefio (Vichada) (1,01x).

Las diferencias en los valores de las concentraciones letales (50, 90 y 99%) 6
inhibiciones de emergencia (IEsq IEgy € |Ege) de piriproxifen y diflubenzurén para Ae.
aegypti, reportadas en los estudios recopilados, son debidas probablemente a la no
uniformidad en las condiciones de desarrollo de los bioensayos (laboratorio y campo), los
ingredientes activos empleados (grado técnico y comercial) y a la cepa control de Ae.

aegypti utilizada en los estudios (Rockefeller y otras).
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Se cumplié el objetivo de este estudio, el cual fue: determinar las CLgp, CLgy ¥ ClLgg, 6
IEso, IEqo € IEge de los IGR piriproxifen y diflubenzurén para Ae. aegypti cepa Rockefeller
y calcular los GRsy para las muestras de las poblaciones de campo provenientes de los
diferentes barrios de las ciudades de Quibdd, Barranquilla, Los Patios, Bucaramanga,

Villavicencio y Puerto Carrefio.

Los hallazgos en este estudio sobre la susceptibilidad del Ae. aegypti al piriproxifen y
diflubenzurdén en el 100% de las muestras de las poblaciones de campo evaluadas,
presentan implicaciones positivas en salud publica para el control del dengue,
permitiéndole al MSPS, como ente rector de las politicas de control vectorial, recomendar
Su uso ante situaciones de emergencia de transmision en aquellas localidades donde la

especie es resistente al temefos.

En todas las pruebas realizadas con Ae. aegypti cepa Rockefeller y con las muestras de
las poblaciones de campo tratadas con piriproxifen y diflubenzurén, el Chi cuadrado (X2)
global observado fue menor que el esperado, por lo tanto teniendo en cuenta la
interpretacion del Probit y con un nivel de significancia del 5% en ninguno de los casos se
rechazé la hipétesis nula y se concluyé que las diferencias observadas fueron

estadisticamente significativa con un 95% de confianza (p>0,05).

Comparando las curvas de regresidbn de la cepa susceptible y las muestras de
poblaciones de campo para Ae. aegypti tratadas con piriproxifen y diflubenzurén, en
todos los casos los valores para las curvas experimentales estuvieron muy cercanos a

los de las dosis previstas siguiendo una distribucion Probit.

Con todas las dosis evaluadas con piriproxifen, tanto para la cepa susceptible como las
muestras de las poblaciones de campo, el mayor nimero de individuos muertos se
observd en el estado de pupa. La relacion media de mortalidad con este IGR fue
larva:pupa (1:4), donde en los bioensayos por cada larva muerta murieron alrededor de 4
pupas. Los hallazgos obtenidos en este estudio en condiciones de laboratorio
concuerdan con lo reportado por Mulder y Gijswijt, (1973), quienes afirman que el efecto

morfogenético de piriproxifen se observa principalmente durante la transformacion de
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larva a pupa, por lo que la muerte se produce principalmente en la fase de pupa y los

mosquitos adultos no emergen.

En los bioensayos con los individuos expuestos tratados con diflubenzurén, de la cepa
susceptible y de las seis muestras de las poblaciones de campo, la mayor mortalidad se
registré en el estado de larva. La relacién media de mortalidad con el diflubenzurén fue
pupa:larva, 1:4, donde por cada pupa muerta, morian en promedio cuatro larvas. Estos
resultados son consecuentes con lo reportado por Mulder y Gijswijt (1973), quienes
afirman que las larvas al ser tratadas con diflubenzurén pierden la capacidad de mudar y
son incapaces de escapar de las exuvias y con frecuencia mueren en mayor proporcion

antes de pasar al estado de pupa.

8.2 Recomendaciones

Se recomienda el fortalecimiento de la vigilancia de la resistencia del Ae. aegypti a los
IGR empleados en el pais, adaptando una metodologia de menor complejidad como la
evaluacion de la residualidad de los IGR, en formulaciones comerciales en condiciones
controladas de laboratorio con larvas procedentes de campo y con las dosis
recomendadas por los fabricantes; de acuerdo a las orientaciones técnicas

estandarizadas por el laboratorio de entomologia del Instituto Nacional de Salud.

Si se tiene planeado realizar un estudio similar con los IGR, se recomienda estandarizar
previamente los bioensayos, bajo las condiciones particulares del laboratorio, por lo que
probablemente los valores de las concentraciones letales o inhibiciones de emergencia
de Ae. aegypti cepa Rockefeller pueden no ser necesariamente iguales a los obtenidos
en este estudio. El tiempo de evaluacion y medicion de la mortalidad de los inmaduros se
puede prolongar durante varias semanas, por lo que los individuos expuestos y control
deben manipularse cuidadosamente para evitar sesgos o errores en los resultados de las

pruebas.
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Para compensar el esfuerzo en un estudio similar se recomienda emplear una cepa de
Ae. aegypti susceptible y seleccionar varias muestras poblacionales de campo para
establecer una linea de base sobre la situacién global del estado de la resistencia de los

IGR en el area de importancia epidemioldgica.






A. Anexo: Preparacion de las dosis
de IGR evaluadas

Dosis evaluadas de piriproxifen en ppb

Dosis 0,05 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

preparo un litro de solucién de 0,05 ppb.

Vi="?

Cl1=1 ppm

C2= 0,05 ppb = 0,00005 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplaz6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,00005 ppm)/1 ppm

V1= 10,05 ml = 50 pl

Se tomaron 50 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adiciond agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.
Dosis 0,033 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

preparé un litro de solucién de 0,033 ppb.
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Vi="7?

Cl=1ppm

C2= 0,033 ppb = 0,000033 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazo la formula, V1= (V2 x C2)/C1y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,000033 ppm)/1 ppm
V1=10,033 ml = 33 pl

Se tomaron 33 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,03 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se
preparo un litro de solucién de 0,03 ppb.

V1="?

Cl1l=1 ppm

C2= 0,03 ppb = 0,00003 ppm = 0,03 ppb
V2=1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,00003 ppm)/1 ppm
V1= 0,03 ml = 30 pl

Se tomaron 30 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.



Anexo A. Preparacion de las dosis de IGR evaluadas 77

Dosis 0,023 ppb

A partir de la solucidn de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

preparé un litro de solucion de 0,023 ppb.

Vi=~?

Cl1=1 ppm

C2= 0,023 ppb = 0,000023 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,000023 ppm)/1 ppm
V1= 0,023 ml = 23 pl

Se tomaron 23 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,02 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

prepard un litro de solucién de 0,02 ppb.

Vi="?

C1=1 ppm

C2=0,02 ppb = 0,00002 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,00002 ppm)/1 ppm
V1= 0,02 ml = 20 pl

Se tomaron 20 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.
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Dosis 0,015 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

prepard un litro de solucion de 0,015 ppb.

Vi="?

C1=1 ppm

C2= 0,015 ppb = 0,000015 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,000015 ppm)/1 ppm
V1=10,015ml =15 pl

Se tomaron 15 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,0129 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se
preparé un litro de solucién de 0,0129 ppb.

V1i=?

Cl=1 ppm

C2=0,0129 ppb = 0,0000129 ppm
V2= 1000 ml
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Se reemplazo la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0000129 ppm)/1 ppm
V1= 10,0129 ml = 12,9 pl

Se tomaron 12,9 ul de la solucién de 1 ppm de piriproxifen y se adiciond agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,01 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se
preparo un litro de solucién de 0,01 ppb.

Vi="?

C1=1 ppm

C2= 0,01 ppb = 0,00001 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,00001 ppm)/1 ppm
V1=0,01 ml= 10 pl

Se tomaron 10 pl de la solucion de 1 ppm de piriproxifen y se adicion6 agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,002 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

prepardé un litro de solucién de 0,002 ppb.

V1="?

Cl=1 ppm

C2= 0,002 ppb = 0,000002 ppm
V2= 1000 ml
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Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,000002 ppm)/1 ppm
V1=0,002 ml = 2 pl

Se tomaron 2 pul de la solucién de 1 ppm de piriproxifen y se adicion6 agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 0,001 ppb

A partir de la solucién de piriproxifen de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo se

preparé un litro de solucién de 0,001 ppb.

Vi=~?

Cl1l=1 ppm

C2= 0,001 ppb = 0,000001 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,000001 ppm)/1 ppm

V1=10,001 ml =1 pl

Se tom6 1 ul de la solucién de 1 ppm de piriproxifen y se adicioné agua destilada hasta

un volumen final de 1000 ml.

Dosis evaluadas para diflubenzuron

Dosis 8,0 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se preparo un litro de solucién de 8,0 ppb.
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V1i=?

Cl1=1 ppm

C2= 8,0 ppb = 0,008 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,008 ppm)/1 ppm
V1=8ml

Se tomaron 8 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adicioné agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 7,0 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se preparo un litro de solucion de 7,0 ppb.

Vi="?

C1=1 ppm

C2=7 ppb = 0,007 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,007 ppm)/1 ppm

V1=7 mi

Se tomaron 7 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adicion6 agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 6,9 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se prepard un litro de solucién de 6,9 ppb.
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Vi="7?

Cl=1ppm

C2=6,9 ppb = 0,0069 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazo la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0069 ppm)/1 ppm
V1= 6,9 mi

Se tomaron 6,9 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adicion6 agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 6,4 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo
se preparo un litro de solucién de 6,4 ppb.

V1="?

Cl1l=1 ppm

C2= 6,4 ppb = 0,0064 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0064 ppm)/1 ppm
V1= 6,4 mi

Se tomaron 6,4 ml de la solucion de 1 ppm de diflubenzurén y se adicion6 agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.
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Dosis 5,0 ppb

A partir de la solucion de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se prepar6 un litro de solucién de 5,0 ppb.

V1i="?

Cl1=1 ppm

C2= 5,0 ppb = 0,005 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,005 ppm)/1 ppm
V1=5ml

Se tomaron 5 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adiciond agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 4,0 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se preparo un litro de soluciéon de 4,0 ppb.

Vi="?

C1=1 ppm

C2=4,0 ppb = 0,004 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,004 ppm)/1 ppm
V1i=4ml

Se tomaron 4 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adicion6 agua destilada

hasta un volumen final de 1000 ml.
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Dosis 3,6 ppb

A partir de la solucion de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo

se preparé un litro de solucién de 3,6 ppb.

Vi="7?

Cl=1ppm

C2= 3,6 ppb = 0,0036 ppm
V2=1000 ml

Se reemplazo6 la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0036 ppm)/1 ppm
V1= 3,6 mi

Se tomaron 3,6 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurén y se adicion6 agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 3,2 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo
se prepar6 un litro de solucién de 3,2 ppb.

V1="?

Cl1l=1 ppm

C2= 3,2 ppb = 0,0032 ppm
V2= 1000 mi

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0032 ppm)/1 ppm
V1= 3,2 mi
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Se tomaron 3,2 ml de la solucién de 1 ppm de diflubenzurdn y se adicioné agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.

Dosis 1,4 ppb

A partir de la solucién de diflubenzurén de 1 ppm, para las 5 réplicas de cada bioensayo
se prepar6 un litro de solucién de 1,4 ppb.

V1i="?

Cl1=1 ppm

C2=1,4ppb = 0,0014 ppm
V2= 1000 ml

Se reemplazé la formula, V1= (V2 x C2)/C1 y se obtuvo:
V1= (1000 ml x 0,0014 ppm)/1 ppm
Vi=1,4ml

Se tomaron 1,4 ml de la solucion de 1 ppm de diflubenzurén y se adicioné agua destilada
hasta un volumen final de 1000 ml.
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