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Resumen. El propésito del presente trabajo consistié en determinar los niveles de resistencia a temefos
y deltametrina en dos poblaciones naturales de Aedes aegypti del Perii. Los bioensayos en larvas y
adultos se realizaron siguiendo la metodologia de la Organizacién Mundial de la Salud. La visualizacion
de bandas de B-esterasas se hizo por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en larvas de cuarto
estadio. Las poblaciones naturales de Sullana (Piura) y El Porvenir (La Libertad) presentaron factores de
resistencia para temefos de 1,67 Xy 1,45 X, respectivamente, indicando susceptibilidad en ambas pobla-
ciones; para deltametrina la poblacién de Sullana presenté resistencia con un KDT,, de 106 min y 68%
de mortalidad a las 24 h, en la poblacion de El Porvenir se observé susceptibilidad con un KDT,_ de 36,9
min y 99% de mortalidad. Se identificé la esterasa B, con un Rf de 0,23 sélo en la poblacién El Porvenir.
El insecticida temefos puede seguir siendo utilizado en los programas de control del vector Aedes
aegypti ya que la especie aiun es susceptible a este organofosforado; caso contrario sucede con
deltametrina donde se debe evaluar su efecto en poblaciones naturales ya que algunas deben estar
presentando resistencia, como en el caso de la poblacién de Sullana.
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Summary. The purpose of this study was to determine resistance levels to temephos and deltametrine in
two natural populations of Aedes aegyptifrom Peru. Bioassays in larvae and adults were carried out
following the methodology of the World Health Organization. The visualization of B-esterase bands was
made by poliacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in fourth instar larvae. Natural populations from
Sullana (Piura) and El Porvenir (La Libertad) presented resistance ratios to temephos of 1.67 X and 1.45
X, respectively, indicating susceptibility in both populations; for deltametrine the Sullana population
presented resistance with a KDT, of 106 min and 68% mortality at 24 h; in the El Porvenir population
susceptibility was observed, with a KDT,, of 36.9 min and 99% mortality. Esterase B, was identified with
a Rf of 0.23 only in El Porvenir population. The insecticide temephos can continue being used in control
programs of the Aedes aegyptivector because the species is still susceptible to this organophosphorate;
on the contrary with deltametrine, where its effects should be evaluated in natural populations since
some of them should be presenting resistance, as in the case of the Sullana population.
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Introduccion

Aedes aegypti (Linnaeus) es el vector del
virus del dengue en las Américas, se distri-
buye usualmente entre las latitudes de 35°
LSy 35° LN; pero ha sido encontrado has-
ta una latitud de 45° LN (Bisset 2002). En
el Peri, fue detectado por primera vez en
1852, se cree que éste ingreso por el nor-
te, desde Guayaquil-Ecuador, para luego
establecerse progresivamente a lo largo de
la costa norte y central peruana, extendien-
do su distribucién hasta Tacna (Sevilla et
al. 2001).

En el Peru, frente a la presencia de Ae.
aegypti, el Programa de Control Vectorial
del Ministerio de Salud ha hecho uso del
larvicida organofosforado temefos y
nebulizacion espacial de piretroides como

el adulticida deltametrina (CICE 2000;
Vargas et al. 2003).

Estudios sobre el uso indiscriminado de
insecticidas indican que en 1947 se regis-
tro el primer caso de resistencia a DDT en
Ae. taeniorhynchus (Wiedemann) y Ae.
sollicitans (Walker) (Brown 1986); en po-
blaciones de A. aegypti de Venezuela y
Cuba se ha indicado la resistencia a temefos
pirimifos metil, clorpirifos y cipermetrina
(Bisset et al. 2001). Asimismo, la resisten-
cia a malation, diazinén y DDT ha sido re-
gistrada en Brasil y en Puerto Rico (Campos
y Andrade 2001).

Se ha demostrado que en Ae. aegypti, la
capacidad de resistir al malation esta aso-
ciada a la destoxificacion mediada por
enzimas de actividad especifica: carboxiles-

terasas y el incremento de los niveles de
resistencia a temefos esta presuntamente
asociado con este mecanismo, s6lo que
las enzimas destoxificadoras son fosfatasas
(Bisset ef al. 2001). Existen otros mecanis-
mos de resistencia en Ae. aegypti, como
son el gen kdr, basado en la insensibilidad
en el sitio de accion responsable de la re-
sistencia cruzada a DDT y piretroides, la
enzima glutation-s-transferasa, responsa-
ble de la resistencia a organofosforados y
DDT, finalmente la familia de oxidasas del
citocromo P-450 que interviene en la re-
sistencia a organofosforados, piretroides
y DDT (Bisset et al. 2001; Bisset 2002).

Teniendo en cuenta que Ae. aegypti es
una especie que se ha establecido paulati-
namente en el Peri, ocasionando nume-
rosos casos de dengue en el ano 2002, es
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que el presente trabajo tuvo como objeti-
vo determinar los niveles de resistencia al
larvicida temefos y adulticida deltametrina
en dos poblaciones naturales de Aedes
aegyptidel norte peruano, colectadas du-
rante el ano 2002.

Materiales y Métodos
Material Biolégico

Para el trabajo se utilizaron 2 poblaciones
naturales de Aedes aegypti, una del distri-
to de Sullana (Piura) y la otra del distrito El
Porvenir (La Libertad) y una cepa de refe-
rencia Rockefeller, suministrada por el Ins-
tituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK) La Habana-Cuba. Las colonias se es-
tablecieron y mantuvieron en el insectario
del Instituto de Investigacion en Microbio-
logia y Parasitologia Tropical (INIMYPAT)
con temperatura de 26 * 2°C y humedad
relativa de 65%.

Insecticidas

El insecticida temefos al 93,3% de pureza,
fue suministrado por el Instituto de Medi-
cina Tropical “Pedro Kouri” La Habana-
Cuba. Los papeles impregnados con
deltametrina al 0,025%, fueron suminis-
trados por el Centro de Investigacion de
Paludismo, Tapachula, Chiapas-México.

Bioensayo de resistencia y/o suscep-
tibilidad a insecticidas en larvas

Los bioensayos se realizaron siguiendo la
metodologia de la Organizacién Mundial
de la Salud (WHO 1981). Se utilizaron lar-
vas del tercer o cuarto estadio temprano de
cada poblacién incluyendo la cepa de refe-
rencia Rockefeller. Se emplearon 5 réplicas
de cada concentracion del insecticida (20
larvas por réplica) produciéndose mortali-
dades entre 2 y 98%. Todas las soluciones
se ajustaron a un volumen final de 1 ml con
acetona. Esta concentracion de acetona no
caus6 mortalidad en los controles. La lec-
tura de las mortalidades se realiz6 a las 24
hy los resultados se procesaron mediante
el programa probit-log (Raymond 1985)
para obtenerlaCL, yCL,,.

Bioensayos de resistencia y/o suscep-
tibilidad a insecticidas en adultos

Los bioensayos se hicieron siguiendo la
metodologia de la Organizacién Mundial
de la Salud (WHO 1981). Grupos de 18-25
mosquitos adultos hembras se expusieron
a papeles impregnados con deltametrina
0,025% en tubos patrones de prueba de
la WHO (12 x4 cm) a 23 + 2°Cy 70% de
humedad relativa. El tiempo de exposicion
fue de 1 h, el nimero de mosquitos muer-
tos al contacto con el papel impregnado
con insecticida se registré a los 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 y 80 min, después se trans-
firieron a un tubo vacio limpio, provisto
con un algodén humedecido con agua
azucarada, y se mantuvieron hasta las 24
h para realizar la lectura de mortalidad,
donde 100 - 98% de mortalidad indica
susceptibilidad, 97-80% de mortalidad
indica que se debe realizar confirmaciéon
de resistencia y menos de 80% de mortali-
dad senala resistencia (WHO 1998). Se rea-
lizaron 5 réplicas para cada poblacion. Los
controles se expusieron a papeles impreg-
nados con aceite de oliva, los resultados
se procesaron mediante el programa
probit-log (Raymond 1985) para obtener
KDT, y KDT,.

Determinaciéon del factor de
resistencia

Se determiné mediante la férmula (Bisset
et al. 1996):

FR = CL,, cepa a evaluar/CL,  cepa
susceptible de referencia

FR < 5 = Susceptible
FR > 5 = Resistente

Electroforesis en gel de poliacrila-
mida (PAGE)

Se realizo electroforesis en gel de poliacrila-
mida (9%). Se homogeneiz6 cada larva con
200 ul de buffer fosfato 0,01M, pH 7,5. En
tubos Eppendor (1,5 ml) se adicionaron
15 ul del homogeneizado mas 10 ul del
indicador azul de bromofenol. Se aplica-
ron 20 ul de esta mezcla en el gel y se

corrié a 150V, durante 45 min. Para la
tincion de las bandas de esterasas, se su-
mergio el gel en 50 ml de buffer fosfato
(0,1M, pH 7,5), que contenia 4 ml cada
uno del sustrato inespecifico -naftila-
cetato. Después se aiadieron 2 ml de co-
lorante Fast Garnet, disuelto previamente
en buffer fosfato 0,1M, pH 7,5. Para obser-
var el nivel de migracién de las bandas de
esterasas en el gel, se determino la movili-
dad relativa de las mismas, mediante la
formula: M. R. = Distancia recorrida de la
enzima / Distancia total del gel (Murray et
al. 1997).

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos en los bioensa-
yos en larvas (Tabla 1) indican valores de
factores de resistenciade 1,67 Xy 1,45 X
para las poblaciones de Sullana y El Porve-
nir frente a temefos respectivamente, el
resultado encontrado en la poblacién El
Porvenir es similar al hallado para esta zona
1,93 X (Vargas et al. 2003). Se registraron
altos niveles de resistencia a temefos en
poblaciones de Venezuela y Cuba con un
FR,,de 11,1 Xy FR, de 5,9 X, respectiva-
mente (Bisset et al. 2001), una poblaciéon
de Brasil present6 un FR,  de 6,3 X (Cam-
pos y Andrade 2001); poblaciones de Ve-
nezuela manifestaron susceptibilidad con
FR,,de 3,9 Xy 2,58 X (Bisset ef al. 2001),
en Brasil una poblacién manifesté un FR_
de 2,7 X (Campos y Andrade 2001). La
explicacion de estos valores altos, 11,1 X
6,3 Xy 5,9 X, es que a partir de 1977-
1980 aparecio la epidemia del dengue 1
en el Caribe produciéndose luego la fiebre
del dengue hemorragico con su primera
gran epidemia en Cuba en 1981
(Schneider y Droll 2001), por lo que se
realizaron campanas de erradicacion del
vector donde se emplearon insecticidas,
ocasionando como consecuencia los pri-
meros casos de resistencia. En el Perii, den-
gue 1 aparece recién en Loreto en 1990
(Schneider y Droll 2001); haciéndose uso
de temefos para el control de Ae. aegypti
en los anos 1999 y 2000 cuando se tiene
un gran niimero de casos de dengue en el
norte peruano (CICE 2000; Vargas et al.

Tabla 1. Concentraciones letales 50 y 95%, valor de la pendiente de regresion y factor de resistencia a temefos para larvas de Aedes
aegypti de las poblaciones colectadas en el aiilo 2002 en Sullana (Piura) y El Porvenir (La Libertad) comparado con la cepa de referencia

Rockefeller
Poblacion CL_? CL b® FR,_©
Sullana 0,01712 0,04361 4,0513
(0,01185 - 0,02473) (0,02396 - 0,08068) (% 1,1341) 1,67
El Porvenir 0,01554 0,03742 4,3113
(0,01415 - 0,01710) (0,03236 - 0,04785) (¥ 0,3121) 1,45
Rockeffeller* 0,01055 0,02166 5,2672
(0,00976 - 0,01156) (0,01805 - 0,02932) (£ 0,7052) -

a s 2 . z .
Concentracion en ppm. Intervalo de confianza entre paréntesis.

® Pendiente. Desviacién estandar (£ DE) entre paréntesis.

< ry .
Factor de resistencia.
B
Cepa de referencia.
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2003); es probable que esta diferencia se
pueda asociar a la baja presion de selec-
cion ejercida en el norte peruano, compa-
rada con el extensivo uso de temefos en
paises como Cuba.

El KDT, encontrado para Ae. aegyptide
la poblacion Sullana es 106,31 min, lo cual
indicaria la evolucion de su resistencia a
deltametrina (Tabla 2), que comparado con
otras especies fue superior, como en
Anopheles gambiae (Giles) de Africa de la
localidad de Kao Koffikro que present6 un
KDT,  de 78,7 min para este insecticida
(Chandre ef al. 1999) y Aedes albopictus
(Skuse) que present6 un KDT, aproxima-
do de 53,66 min frente al piretroide
cipermetrina (Sulaiman et al. 2002). Asi-
mismo, en trabajos realizados en Malasia
con los piretroides cipermetrinay ciflutrina
en Ae. albopictus, 1a especie presento6 sus-
ceptibilidad con porcentajes de mortali-
dad de 97,1 y 97,2%, respectivamente
(Sulaiman ef al. 2002), semejantes a los
resultados encontrados en la poblacion El
Porvenir con un porcentaje de mortalidad
de 99% frente a deltametrina. La resisten-
cia a deltametrina presentada en la pobla-
cion Sullana, es el resultado de la presion
de seleccion por el empleo de aspersiones
de deltametrina en viviendas y, otra causa
probable en forma indirecta de la presen-
cia de resistencia de Ae. aegypties debido
a los insecticidas empleados para el con-
trol de Anopheles albimanus (Wiedemann),
principal vector de la malaria en el norte
del Per1, ya que las viviendas se encuen-
tran muy cercanas a los campos de culti-
vos, presentando esta especie, en la
actualidad, resistencia a alfacipermetrina,
lambdacialotrina, ciflutrina y deltametrina
(CICE 2000).

En las tablas 1y 2 se aprecia un valor ma-
yor de la pendiente en las poblaciones El
Porvenir y la cepa Rockefeller, siendo estas
poblaciones mas susceptibles a temefos y
deltametrina que la poblacion Sullana, por
lo que cuanto mas bajo sea el valor de la
pendiente de la regresion, mas hetero-
génea sera la poblacion y presentara una
tendencia mayor a la resistencia (Bisset ef
al. 2001).

La banda que se distingue en la figura 1
en el gel de poliacrilamida (PAGE) perte-
nece sélo a la poblacion El Porvenir, iden-
tificindose a la esterasa B, con una
movilidad relativa aproximada de 0,23, lo
cual concuerda con lo seinalado en traba-
jos previos para la poblacién de El Porve-
nir, indicindose ademas la presencia de
una esterasa A, (Vargas et al. 2003). El re-
sultado obtenido difiere con el tipo de
esterasas detectadas en poblaciones de
Venezuela y Cuba en donde el 98% de la
poblaciones de Ae. aegypti estudiadas
predomina la esterasa A, con una movili-
dad relativa de 0,779 (Bisset ef al. 2001),
la cual estaria produciendo resistencia a
organofosforados en estas regiones. Otros
estudios en poblaciones de Venezuela de-
tectaron la presencia de otra esterasa de-
nominada A, con una movilidad relativa
de 0,61 (Bisset et al. 2001).

Ha sido demostrado la correlacion existen-
te entre la actividad de esterasasy la resis-
tencia a insecticidas organofosforados
(Bisset ef al. 2001). En insectos, de los
géneros Culex, Anopheles, Blatella y
Pediculus el mecanismo mas comin de
resistencia a insecticidas organofosforados
involucra la presencia de una o mas
esterasas (Amevigbe ef al. 2000; Chandre
et al. 1999).

La probable intervencion de las esterasas
en la resistencia cruzada a piretroides ha
sido senalada en Culex quinquefasciatus
(Say) a través de estudios con sinergistas,
detectandose juntos a las esterasas B A B,
ya habiéndose registrado previamente
también en afidos (Bisset et al. 1996). Otro
mecanismo de resistencia a piretroides es
la aparicion del gen kdr, y la presencia de
oxidasas del citocromo P-450. El primero
se debe al producirse un simple cambio de

.y

B.

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) mostrando patrones de bandas de
esterasa B2 relacionada con la resistencia a organofosforados.

R = Rockeffeller, S = Sullana y P = El Porvenir.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad, tiempo “knockdown” (KDT,, y KDT,;), valor de la pendiente de regresion y estado de resistencia en
poblaciones coleccionadas en el 2002 de Aedes aegypti (adultos) usando tubos de prueba de la OMS

Deltametrina 0,025%
Estado de
Poblacién % Mortalidad KDT,* (min) KDT,,* (min) b* Resistencia
Sullana 68 (100) 106,31 313,02 3,49 (% 0,55) Resistente
El Porvenir 99 (100) 36,95 101,95 3,72 (£ 0,27) Susceptible
Rockefeller’ 100 (100) 27,10 41,02 4,10 (£ 0,38) Susceptible

a . .
Tiempo en minutos

® Pendiente. Desviacién estandar (% DE) entre paréntesis.

“Niimero de mosquitos hembras utilizados para los bioensayos.

.
Cepa de referencia.
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algin aminoacido en el sitio de anclaje
del insecticida en el canal de sodio (CICE
2000), y el sequndo es un mecanismo de
detoxificacion mediante oxidaciones e
hidroxilaciones (Bisset 2002). Se ha indi-
cado que, en poblaciones de Brasil y Viet-
nam, la causa de resistencia a piretroides y
DDT es la presencia del gen kdr (Brengues
et al. 2003), de lo cual se infiere que éste
seria el mecanismo probable que estuvie-
ra interviniendo en la resistencia a
deltametrina en la poblacion Sullana de
Ae. aegypti al no detectarse bandas de
esterasas B,y B

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo indican la necesidad de realizar
monitoreos para determinar los niveles de
resistencia en poblaciones naturales, pues
Ae. aegyptipodria convertirse en una se-
ria amenaza para las operaciones de con-
trol quimico.

Conclusiones

* El insecticida temefos puede seguir sien-
do utilizado en los programas de control
del vector Aedes aegyptial mostrar esta
especie aiuin susceptibilidad a este organo-
fosforado, caso contrario sucede para
deltametrina donde se debe evaluar su efec-
to en poblaciones naturales ya que algu-
nas deben estar presentando resistencia
como es el caso de la poblacion Sullana.

* Por otro lado, la aparicion de la esterasa
B, en la poblacién El Porvenir representa
un problema a futuro, ya que este tipo de
enzima es la responsable de generar resis-
tencia a los insecticidas organofosforados,
debiéndose tomar las medidas necesarias
para el caso.
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