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RESUMEN

Palabras clave

Objetivos. Evaluar el estado de susceptibilidad a insecticidas piretroides deltametrina y
lambdacialotrina y al organoclorado DDT, e identificar los mecanismos bioquimicos asociados
con resistencia en 13 poblaciones naturales de Aedes aegypti recolectadas en localidades de
Colombia donde el dengue es un grave problema de salud piiblica.

Métodos. Se recolectaron y criaron en condiciones controladas formas inmaduras de dife-
rentes criaderos naturales del vector para cada localidad. Con la generacion F2 se realizaron
bioensayos utilizando las metodologins OMS 1981 (papeles impregnados) y CDC 1998 (bote-
llas impregnadas). En las poblaciones con mortalidades compatibles con disminucion de la sus-
ceptibilidad, se midieron los niveles de esterasas no especificas (ENE), oxidasas de funcion
mixta (OFM) y acetilcolinesterasa modificada (ACEM) mediante pruebas colorimétricas.
Resultados. Todas las poblaciones del mosquito evaluadas evidenciaron resistencia al orga-
noclorado DDT. En cuanto a los piretroides, se encontrd resistencia generalizada a lambda-
cialotrina pero no a deltametrina. Los mecanismos bioquimicos de resistencia evaluados
permitieron encontrar 7 de 11 poblaciones con ENE elevadas y una poblacion con OFM
incrementadas.

Conclusiones. Se descarta la resistencia cruzada de tipo fisiologico entre el DDT y lamb-
dacialotrina en las poblaciones de A. aegypti evaluadas. La resistencia fisiologica a lambda-
cialotrina parece asociarse con el incremento de las ENE. El comportamiento diferencial en los
niveles de susceptibilidad y los valores enzimdticos entre poblaciones se asociaron con la va-
riabilidad genética y presion de seleccion quimica a nivel local.

Aedes; DDT; dengue; insecticidas; mosquito; insecticidas organoclorados; resistencia
a los insecticidas; Colombia.

La fiebre del dengue es la enfermedad
viral méas extendida en el mundo (1). En
Colombia, 95% de los conglomerados
humanos por debajo de los 2 200 msnm
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se encuentran infestados con el mosquito
vector Aedes aegypti (2). Ante la ausencia
de una vacuna para humanos, las medi-
das para el control de la enfermedad
consisten en estrategias con enfoque eco-
sistémico en salud a partir de la partici-
pacién-accién de las comunidades con el
proposito de reducir los sitios de cria del
insecto, asi como también en la utiliza-
cién regular de insecticidas quimicos di-
rigidos a las poblaciones naturales del
vector (3). Colombia participé en la cam-
pafia de erradicacién continental del

mosquito A. aegyptiliderada por la Orga-
nizacién Panamericana de la Salud
(OPS), cuya principal estrategia estuvo
fundamentada en el uso del organoclo-
rado DDT. Actualmente, el uso del DDT
estd prohibido y el Programa Nacional
de Enfermedades Transmitidas por Vec-
tores (PETV) regula la compra y distri-
bucién de insecticidas quimicos a las se-
cretarfas de salud departamentales del
pais encargadas de la vigilancia entomo-
légica y control del insecto a nivel local.
Como insecticidas adulticidas se utilizan
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piretroides como deltametrina, lambda-
cialotrina y ciflutrina y el organofosfo-
rado malatién.

En este contexto y teniendo en cuenta
las metas del milenio que en materia de
control del dengue asumié el pais, se
hace necesario conocer el estado de la
susceptibilidad de las poblaciones natu-
rales de A. aegypti a los diferentes insec-
ticidas de uso autorizado en salud pu-
blica en Colombia. Durante 2005 y 2007
se llevé a cabo un proyecto nacional fi-
nanciado por Colciencias y ejecutado por
el Programa de Estudio y Control de En-
fermedades Tropicales (PECET) de la
Universidad de Antioquia, el Centro In-
ternacional de Entrenamiento e Investi-
gaciones Médicas (CIDEIM), la Universi-
dad Nacional de Colombia, el Instituto
Nacional de Salud (INS) y 12 secretarias
de salud departamentales. En este pro-
yecto multicéntrico, el INS evalu la sus-
ceptibilidad a diferentes moléculas in-
secticidas de uso en salud publica por
parte de poblaciones naturales de A.
aegypti en localidades del centro oriente
colombiano con alta incidencia de den-
gue. Los resultados que aqui se presen-
tan corresponden a un estudio que tuvo
como objetivos determinar la susceptibi-
lidad a los piretroides lambdacialotrina
y deltametrina y al organoclorado DDT
por parte de 13 poblaciones de A. aegypti
mediante dos metodologias de evalua-
cién, e identificar los mecanismos bio-
quimicos asociados con la resistencia fi-
sioldgica a estas moléculas.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de estudio

Se seleccionaron localidades donde el
dengue constituia un grave problema de
salud publica, mediante criterios de in-
clusién definidos con base en altas tasas
de incidencia de dengue, recurrencia de
valores de indice de Breteau superiores a
cinco e historia intensiva de uso de in-
secticidas para el control del vector du-
rante los dltimos cuatro a cinco afios. El
estudio se llevé a cabo en cinco departa-
mentos en los cuales se seleccionaron
entre uno y dos municipios. En cada mu-
nicipio se escogieron dos areas geografi-
cas definidas como “comunas”. Una co-
muna correspondié a la agrupacién de
barrios con caracteristicas sociodemo-
graficas similares. Para efectos del anali-
sis, se supuso que cada comuna corres-
pondia a una poblacién natural del
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mosquito evaluada. En total se evalua-
ron 13 comunas en ocho municipios de
cinco departamentos del centro oriente
del pais (figura 1).

Material biolégico

Durante 2006 y el primer semestre de
2007 se recolectaron formas inmaduras
de A. aegypti de las 13 comunas evalua-
das, utilizdndose la estrategia de mues-
treo estandarizada para el levantamiento
de indices de infestacién aédicos pro-
puesta por la OPS (4). Para cada pobla-
cién natural del vector objeto de evalua-
cidn, se realizé una unica recoleccion de
material biolégico en los sitios de cria del
insecto en los predios inspeccionados de
cada localidad. A partir de este material
biolégico se obtuvieron generaciones F1
y F2 en condiciones controladas de labo-
ratorio: 24 °C + 4 de temperatura, 70% de
humedad y un fotoperiodo de 12:12
horas. Cien hembras de la generacién F1
con dos dias de vida se almacenaron a
-70 °C para determinar mecanismos de
resistencia, en tanto que hembras de la
F2 se utilizaron para los bioensayos.

FIGURA 1. Municipios donde se realiz6 la evalua
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Determinacion de susceptibilidad

En Colombia, los bioensayos de pape-
les impregnados de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) constituian
la tnica metodologia estandarizada para
evaluar la susceptibilidad a insecticidas
(5). Con el propésito de implementar la
metodologia de botellas impregnadas
desarrollada por los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermeda-
des (CDC), se evaluaron las mismas po-
blaciones e insecticidas utilizando las
dos metodologias (6). Cada bioensayo
para evaluar un insecticida consisti6é en
cuatro réplicas del tratamiento y un con-
trol. Una réplica estuvo representada por
un tubo (OMS) o una botella (CDC)
donde se colocaron entre 20 y 25 hem-
bras del mosquito F2 con tres a seis dias
de vida para exponerlos a una dosis
diagnéstica de insecticida. Para los bio-
ensayos OMS los mosquitos se alimenta-
ron previamente con sangre de ratén
Mus musculus, y para los bioensayos
CDC con agua azucarada al 10%. Cada
bioensayo se repitié tres veces en condi-
ciones controladas de laboratorio.
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En los bioensayos OMS, los papeles im-
pregnados estuvieron a una concentracion
de 4% para DDT y de 0,05% para lamb-
dacialotrina y deltametrina, respectiva-
mente. Los controles consistieron en pa-
peles impregnados con los solventes
utilizados para cada grupo quimico, co-
rrespondientes a aceite de risella para el
organoclorado y aceite de silicona para los
piretroides (5). Tanto los papeles impreg-
nados como los controles fueron adquiri-
dos en Malasia de acuerdo a las recomen-
daciones de la OMS (5). El criterio de
mortalidad se evalué con los individuos
muertos a las 24 horas de post-exposicion.

Para los bioensayos CDC, las dosis y
los tiempos diagnoésticos se establecieron
previamente a partir de la cepa de refe-
rencia Rockefeller mantenida en condi-
ciones controladas de laboratorio, es
decir: DDT 150 pg/ml por 30 min; lamb-
dacialotrina 6,25 pg/ml por 15 min; del-
tametrina 6,25 pg/ml por 30 min (7, 8).
Los insecticidas grado estandar DDT
(92,4%), lambdacialotrina (99,0%) y del-
tametrina (99,9%) utilizados, tanto en la
obtencién de las dosis diagndsticas como
en los bioensayos, fueron adquiridos en
Chem Service®. Las botellas control se
impregnaron con etanol absoluto grado
reactivo (Sigma®). El criterio de mortali-
dad incluyé los mosquitos evidente-
mente muertos, asi como los que presen-
taron sintomas de intoxicacién tales
como incapacidad de volar o pararse
después de caer sobre el dorso. Para
todos los andlisis relacionados con bio-
ensayos, tanto de la OMS como de los
CDC, se obtuvieron los promedios de las
mortalidades expresadas en porcentajes
de las tres repeticiones.

Teniendo en cuenta los requerimientos
de personal e infraestructura demanda-
dos por el estudio, las crias de mosquitos
y el desarrollo de las pruebas biolégicas
correspondientes a Bucaramanga, Girar-
dot 1y 3, La Mesa 1y 2, Villavicencio 5 y
7 y San José del Guaviare se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Entomologia
del INS, y las restantes —Sabana de To-
rres 1 y 2, Puerto Lépez 1y 2 y Floren-
cia— en los respectivos laboratorios de
entomologia departamentales.

Determinacion de los mecanismos de
resistencia

Las poblaciones naturales de A. aegypti
que registraron pérdida de susceptibi-
lidad a las dosis de insecticida en cada
tiempo diagndstico fueron evaluadas
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mediante pruebas colorimétricas para
determinar los posibles mecanismos bio-
quimicos de resistencia. Las pruebas,
desarrolladas siguiendo el protocolo es-
tandarizado por el Laboratorio de Ento-
mologia del INS y de acuerdo con la me-
todologia propuesta por otros autores,
consistieron en medir las densidades 6p-
ticas a longitudes de onda predetermina-
das para cada enzima, utilizando reacti-
vos que permiten revelar las reacciones
mediante cambios de color, para lo cual
se utiliz6 un lector de ELISA (Thermo
Labsystems®) (9-11). Las enzimas eva-
luadas consistieron en esterasas no espe-
cificas (ENE) asociadas con resistencia a
organofosforados y piretroides; oxidasas
de funcién mixta (OFM) asociadas con
resistencia al organoclorado DDT, carba-
matos y piretroides, y acetilcolinesterasa
modificada (ACEM) relacionada con
resistencia a organofosforados y carba-
matos (12). Se utilizaron hembras de la
generacion F1 de dos dias de vida pre-
viamente conservadas a —70 °C. Para
cada enzima se realizaron tres repeti-
ciones. El nimero de individuos utiliza-
dos por repeticion fue de 30 mosquitos y
cada individuo se evalu6 para las dife-
rentes enzimas.

En la evaluacién de la concentracién de
OFM se utiliz6 como sustrato peréxido de
hidrégeno (Microgen Chemicals®) y 3.3',
5,5' tetrametil-benzidina-TMBZ (Sigma®)
compuesto, que reacciona ante la presen-
cia de peroxidasas y peréxido de hidré-
geno, produciendo TMBZ oxidada. Se
utilizé citocromo C (Merck®) como con-
trol positivo y buffer fosfato como control
negativo. El valor de la densidad 6ptica se
ley6 utilizando el filtro de 630 nm. Para
ENE se utiliz6 B-naphtil acetato (Merck®),
un éster que actia como sustrato, y diani-
sidina (Sigma®) compuesto que reacciona
con el grupo alcohol cuando hay forma-
cién de B naphtol. Se utiliz6 B naphtol
(Merck®) como control positivo y buffer
fosfato como control negativo. Se ley6 la
absorbancia utilizando el filtro de 570 nm.
La prueba ACEM consisti6 en determinar
la proporcién de individuos de la pobla-
cién que presentaran acetilcolinesterasa
modificada. Se utilizé una mezcla de ace-
tilcolina (Sigma® mas propoxur (Chem
Service®) como sustrato y DTNB (5,5
dithio-bis, 2-4cido nitrobenzoico) (Sigma®)
compuesto, que reacciona con la tioco-
lina, la cual es un producto de la hidréli-
sis de la acetilcolina efectuada por la en-
zima colinesterasa. En esta prueba se
utiliz6 acetilcolina iodada (Sigma®) como
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control positivo y buffer fosfato como
control negativo. La absorbancia se ley6
utilizando el filtro de 410 nm. Todas las
pruebas bioquimicas se realizaron en el
Laboratorio de Entomologia del INS en
Bogota durante 2007.

Anélisis de datos

Cuando en la réplica control de cada
bioensayo se presentaron mortalidades
inferiores a 20%, los resultados de la
mortalidad total se corrigieron utili-
zando la férmula de Schneider y Orelli,
citada en un manual de Ciba-Geigy (13).
Si en la réplica control se presentaban
mortalidades superiores a 20%, el bioen-
sayo era anulado y debia repetirse en su
totalidad.

Para los resultados de la metodologia
CDC (1998), la sobrevivencia al tiempo
diagnéstico de al menos un individuo de
la poblacién evaluada se consideré como
pérdida de susceptibilidad. En el caso de
la metodologia OMS (1981), las poblacio-
nes con tasas de mortalidad superiores a
98% se consideraron susceptibles y con
tasas menores de 80%, resistentes. Tasas
de mortalidad de 80% a 98% se interpreta-
ron como poblaciones que ameritan vigi-
lancia entomoldgica periédica y sistema-
tica. Teniendo en cuenta las diferencias de
criterios utilizados en cada una de las me-
todologias y con el propésito de interpre-
tar los resultados, estos se unificaron en
los siguientes casos: 1) poblaciones resis-
tentes, aquellas que presentaron pérdida
de susceptibilidad en CDC y resistencia en
OMS, 2) poblaciones con pérdida de sus-
ceptibilidad, las que presentaron pérdida
de susceptibilidad en CDC y valores de
mortalidad en el rango de vigilancia para
OMS. En estas poblaciones se aplicaron
las pruebas bioquimicas para determinar
los mecanismos fisiolégicos de resistencia.

Mecanismos de resistencia

Se definié una linea base de analisis a
partir del establecimiento de puntos de
corte para cada enzima utilizando la
cepa de referencia Rockefeller de A.
aegypti. Los valores de dichos puntos de
corte se obtuvieron sumando el prome-
dio de los resultados de las densidades
Opticas al doble de la desviacion estan-
dar de las repeticiones. Los promedios
de las densidades opticas de las pobla-
ciones de campo iguales o inferiores a
este valor se consideraron como norma-
les y los valores superiores, como incre-
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mentos en el nivel de las enzimas ENE y
OFM o presencia de ACEM.

En el analisis estadistico de los resulta-
dos de las pruebas bioquimicas se aplicé
la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk para cada poblacién (intervalo de
confianza [IC] 95%). Con los resultados
de las densidades 6pticas se realizaron
comparaciones entre todas las poblacio-
nes evaluadas mediante un anélisis de
varianza (IC 95%). Se compararon cada
uno de los municipios con relaciéon a la
cepa de referencia Rockefeller mediante
la prueba de comparaciones miiltiples de
Dunnett (IC 95%). Ademads se realizaron
andlisis descriptivos mediante diagra-
mas de cajas, ubicando los datos en ran-
gos de valores para determinar el por-
centaje de individuos de la poblacién
que presentaron valores superiores al
punto de corte.

La obtencién de los promedios de
mortalidad para los resultados de las
pruebas bioldgicas, asi como el andlisis
de resultados de las pruebas bioquimi-
cas, se realizaron a través del programa
estadistico SAS (versién 9,1).

RESULTADOS
Determinacion de susceptibilidad

En el cuadro 1 se registran los porcen-
tajes promedio de mortalidad en A.
aegypti adultos de 13 localidades evalua-
das para los insecticidas deltametrina,
lambdacialotrina y DDT segtn las meto-
dologfias utilizadas.

Tanto los bioensayos OMS como CDC
revelaron resultados contundentes de re-
sistencia fisiol6gica a DDT en todas las
poblaciones evaluadas. Con respecto a
los piretroides, se encontraron datos
compatibles con resistencia a lambdacia-
lotrina en 8/13 poblaciones evaluadas, y
pérdida de susceptibilidad en 4/13. Para
deltametrina, inicamente La Mesa 1 pre-
sentd resultados compatibles con resis-
tencia y 5/13 poblaciones presentaron
pérdida de susceptibilidad. La concor-
dancia entre los resultados obtenidos
mediante los bioensayos OMS y CDC
para DDT correspondié a 100% (13/13),
para lambdacialotrina 91,6% (11/12) y
para deltametrina 84,6 % (11/13).

Mecanismos de resistencia

La figura 2 muestra los valores de
densidades 6pticas obtenidos para las
tres enzimas evaluadas. Ninguna de las
poblaciones presentd valores superiores
al punto de corte 0,02 para ACEM. Se
encontraron valores de ENE superiores
al punto de corte 0,40 en 7/11 poblacio-
nes, correspondiendo los maés altos a los
de Sabana de Torres 1 con 0,54 que re-
presentan 85% (51/60) de los individuos
evaluados y Villavicencio 5 con 0,58 y
81% (49/60) de los ejemplares evalua-
dos. Bucaramanga fue la tnica pobla-
cién que registré un valor de densidad
Optica para OFM de 0,71 representado
por 43% (26/60) de los individuos eva-
luados, el cual fue superior al punto de
corte definido para estas enzimas de 0,67.

Investigacién original

Las poblaciones de Villavicencio 7 y Gi-
rardot 1, aunque presentaron promedios
inferiores al punto de corte para OFM,
registraron una proporciéon de indivi-
duos con incrementos en el nivel de estas
enzimas de 52% (31/60) y 26% (16/60),
respectivamente.

Una vez comprobada la normalidad de
los datos, los analisis de varianza ANOVA
correspondientes a los valores de las den-
sidades 6pticas para las enzimas, mostra-
ron que en general todas las enzimas pre-
sentaron diferencias significativas entre
municipios —ACEM (P = 0,0009), OFM
(P < 0,0001), ENE (P < 0,0001)— y entre
comunas —ACEM (P = 0,0262), OFM
(P < 0,0001), ENE (P < 0,0001). Sin em-
bargo, al comparar cada municipio con re-
lacién a la cepa de referencia Rockefeller
mediante la prueba de rango multiple de
Dunnett, con un nivel de significacién de
P =0,05en ACEM y OFM, no se encontra-
ron diferencias significativas. En cambio,
para ENE los municipios de Sabana de To-
rres (0,23, limite de confianza 0,03-0,42)
y Villavicencio (0,20, limite de confianza
0,007-0,40) presentaron diferencias sig-
nificativas entre valores de medias de
densidad 6ptica con respecto a la cepa de
referencia.

DISCUSION

Debido a la campafia anti-aegypti lle-
vada a cabo entre los afios cincuenta y
setenta, Colombia estuvo libre del vector
con excepcion del municipio de Ctcuta,
en el departamento de Norte de Santan-

CUADRO 1. Porcentaje promedio de mortalidad en Aedes aegypti adultos de 13 localidades evaluadas para los insecticidas lambdacialotrina, del-
tametrina y DDT mediante las metodologias OMS (1981) y CDC (1988), Colombia, 2006-2007

Metodologia
Lambdacialotrina Deltametrina DDT
omMs?2 CDCP OMS CbC OMS CcbC

Municipio Sitio % No. % No. % No. % No. % No. % No.
Girardot 1 95,7 185 94,0 117 98,8 104 100,0 181 34 103 3,6 100
3 86,3 165 100,0 82 99,3 119 100,0 109 0,0 95 7.2 80

La Mesa 1 13,8 170 70,0 230 73,5 90 89,3 181 41 100 17,1 175
2 85,1 177 88,3 100 100,0 75 100,0 100 7,3 75 0,0 80

Florencia NAe 53,0 132 87,2 392 98,0 100
San José NA 28,1 271 54,7 100 98,6 342 100,0 356 1,2 100 32 100
Villavicencio 5 42,6 203 78,1 184 96,9 100 99,5 100 2,9 100 31 100
7 42,4 201 40,2 267 86,3 100 87,0 100 4,0 100 1,0 100

Puerto Lépez 1 87,3 160 78,8 220 92,2 216 100,0 219 4,0 160 5,0 160
2 57,5 206 72,5 160 93,8 216 97,0 160 1,0 100 1,1 100

Bucaramanga 17 24,1 160 45,8 100 57,2 146 100,0 176 1,0 100 0,0 100
Sabana de Torres 1 78,1 105 85,7 100 74,3 102 100,0 108 2,0 102 38,2 100
2 94,3 102 88,3 163 92,8 108 90,5 100 1,0 100 54,1 160

@0OMS = Organizacién Mundial de la Salud.

CDC = Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades, Estados Unidos.

¢NA = No se aplica.
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FIGURA 2. Diagrama de cajas correspondiente a los valores de densidades dpticas para actividad enzimatica de: acetilcolinesterasa modificada
(ACEM), esterasas no especificas (ENE) y oxidasas de funciéon mixta (OFM), evaluadas para 11 poblaciones naturales de Aedes aegyptiy la cepa
de referencia Rockefeller (R), Colombia, 20062007
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der, en el limite con Venezuela. Esta
misma poblacién registr6 resistencia fi-
siolégica a DDT en 1956 (14, 15). La re-
sistencia generalizada a este organoclo-
rado en las poblaciones naturales de
A. aegypti evaluadas en este estudio, au-
nada a la coincidencia de estos resulta-
dos con los obtenidos en otros estudios
para esta especie en Colombia (16, 17),
permiten suponer que las actuales pobla-
ciones del vector provienen de Norte de
Santander, a partir del cual se reinfest6 el
pais, y que la resistencia fisioldgica a este
insecticida constituye un factor here-
dado y posiblemente fijado en el genoma
de las poblaciones naturales de A. aegypti
presentes en Colombia.

La no asociacién de incrementos de
enzimas ENE y OFM con la pérdida de
susceptibilidad a DDT, sumada a lo ha-
llado en un estudio anterior realizado en
los departamentos de Antioquia, Boli-
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var, Chocé y Putumayo, en el cual se en-
contraron niveles elevados de glutation—
S-transferasa (GTS) en poblaciones de
A. aegypti resistentes a esta molécula qui-
mica, podrian indicar que el mecanismo
responsable de la resistencia fisiolégica
al DDT en las poblaciones colombianas
de A. aegypti estd mediado por incremen-
tos en la actividad de enzimas GTS, un
hallazgo notificado también en otros
estudios (18-21).

Los resultados permiten descartar que
en las poblaciones evaluadas exista resis-
tencia fisiol6gica cruzada para los insec-
ticidas DDT y lambdacialotrina, ya que
la resistencia a DDT esta generalizada en
tanto que la resistencia a lambdacialo-
trina se encontr6 en 8/13 poblaciones
evaluadas. Sin embargo, si el mecanismo
de resistencia a DDT estd determinado
por incrementos en la actividad GTS,
esta familia enziméatica podria estar con-

tribuyendo indirectamente a la pérdida
de susceptibilidad al piretroide lambda-
cialotrina, debido a que se ha demos-
trado que las enzimas GTS, aunque no
actian de manera directa sobre los pire-
troides, protegen a las células de sus
efectos toxicos. En este contexto, se ha
identificado una asociacién entre la acti-
vidad peroxidasa que presentan algunas
enzimas GTS y la detoxificacién de los
productos de la peroxidacién lipidica ge-
nerados por el metabolismo de los pire-
troides (22). No obstante, el presente es-
tudio revelé que todas las poblaciones
naturales de A. aegypti resistentes a
lambdacialotrina registraron incremento
en enzimas ENE, lo que hizo posible re-
conocer a este mecanismo como el res-
ponsable de la pérdida de susceptibili-
dad a este piretroide. Es probable que
tanto las enzimas GTS como las ENE
participen combinadamente en la detoxi-
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ficacién de lambdacialotrina, pero estos
hallazgos deberan ser corroborados me-
diante la aplicaciéon de pruebas con
sinergistas.

Los resultados compatibles con resis-
tencia a lambdacialotrina en 61% (8/13)
y la pérdida de susceptibilidad en 30%
(4/13) de las poblaciones evaluadas se
relacionan con la presién de seleccién
ejercida con este insecticida, una de las
moléculas més utilizadas en los progra-
mas de control del dengue luego que se
suspendiera el DDT. También incidi6 la
presién ejercida por la propia comuni-
dad humana afectada, que aplica siste-
maticamente insecticidas adquiridos en
el mercado y cuyo ingrediente activo es
la lambdacialotrina. En las Américas hay
varios registros de resistencia a este pire-
troide en poblaciones de A. aegypti de
Cuba (23, 24), Venezuela (25), Pert (26) y
Puerto Rico (27). En este marco, hace
falta intensificar la vigilancia sobre el
uso, la eficacia y la susceptibilidad de las
poblaciones de vectores a esta molécula
en dreas contiguas a las detectadas con
resistencia en este estudio, particular-
mente si se tiene en cuenta que algunos
autores han encontrado mayores niveles
de resistencia fisioldgica a piretroides
que a organofosforados, pese a que estos
dltimos han sido utilizados por mas
tiempo (28-32). Un estudio reciente 1le-
vado a cabo sobre las mismas poblacio-
nes de A. aegypti evaluadas en el pre-
sente estudio, mostré susceptibilidad
general a los organofosforados malation
y fenitrotion (8).

El comportamiento de las poblaciones
de A. aegypti frente a cada piretroide eva-
luado fue distinta. Mientras que para
lambdacialotrina la resistencia fue gene-
ralizada, no ocurrié lo mismo con delta-
metrina. Para este ultimo insecticida,
tnicamente La Mesa 1 present6 resulta-
dos compatibles con resistencia y otras
tres poblaciones correspondientes a Vi-
llavicencio 7, Puerto Lépez 2 y Sabana de
Torres 2, evidenciaron pérdida de sus-
ceptibilidad. Estos hallazgos permiten
suponer que posiblemente el mecanismo
de ENE incrementadas asociado con re-
sistencia a lambdacialotrina no esta rela-
cionado con resistencia cruzada a delta-
metrina. Sin embargo, considerando que
las ENE son una familia de enzimas hi-
drolasas conformada por seis proteinas
diferentes, es probable que la resistencia
a deltametrina esté mediada por enzi-
mas de la misma familia, pero diferentes
a las responsables de la resistencia a

Rev Panam Salud Publica 27(1), 2010

lambdacialotrina. Aun asi, no se descarta
que el mecanismo de resistencia sea con-
ferido por enzimas pertenecientes a
otros grupos, si se tiene en cuenta que en
los resultados de las pruebas bioquimi-
cas, La Mesa 1 registré unos pocos indi-
viduos con acetilcolinesterasa alterada.

El analisis de las pruebas bioquimicas
permitié demostrar que aunque no se de-
tecte resistencia fisiolégica en una pobla-
cién natural mediante bioensayos, es po-
sible detectar algunos de sus individuos
con incrementos en los niveles de las en-
zimas relacionadas con detoxificacién de
estos insecticidas. Este hallazgo es impor-
tante porque poblaciones con un mayor
nivel de estas enzimas pueden desarro-
llar resistencia en un menor tiempo que
las que no poseen esta condicién, ya que
la presién ejercida por el insecticida
puede seleccionar a los individuos que
presenten enzimas especificas para la
molécula insecticida en particular. No
obstante, se encontré también que las po-
blaciones con ENE mas altas no necesa-
riamente presentaban un mayor niimero
de individuos resistentes a lambdacialo-
trina. Esto se podria explicar porque esta
familia enzimdtica estd involucrada no
solo en procesos de detoxificacién de xe-
nobiéticos, sino ademds en procesos me-
tabdlicos vitales para la especie que, por
representar un mayor costo energético,
estdn asociados con pérdidas de aptitud
biolégica de la especie.

Los bioensayos CDC y las pruebas
bioquimicas permitieron reconocer com-
portamientos diferenciales entre pobla-
ciones pertenecientes a un mismo muni-
cipio, lo cual obedece a diferencias
locales determinadas por la variabilidad
genética de la especie y por la presién de
seleccién ejercida por las medidas de
control quimico focal para el control del
dengue. La resistencia fisioldgica a insec-
ticidas constituye un fenémeno locali-
zado de manera especifica en espacio y
tiempo y, por consiguiente, las particula-
ridades que presentaron algunas de las
poblaciones de A. aegypti evaluadas
deben ser tenidas en cuenta para el esta-
blecimiento de un programa de manejo y
prevencion de la resistencia. Un ejemplo
es Girardot 1, que a pesar de no registrar
resistencia a otros insecticidas diferentes
al DDT, revel6 individuos con incre-
mento en nivel de enzimas OFM, las cua-
les estan implicadas en la detoxificacion
de carbamatos, piretroides y organofos-
forados. Igualmente, la poblaciéon de Bu-
caramanga, municipio que registra una
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alta incidencia de dengue clasico y he-
morragico y, en consecuencia, una alta
presién de seleccién con insecticidas en
toda su area de influencia, revel6 incre-
mentos significativos en las enzimas
OFM vy ENE, asi como la presencia de
una proporcién de individuos con acetil-
colinesterasa modificada. Se puede inter-
pretar, entonces que esa poblacién tiene
la capacidad de desarrollar resistencia a
insecticidas de cualquier grupo quimico.

En términos generales, entonces, este
estudio permiti6é descartar que exista un
mecanismo de resistencia fisiolégica cru-
zada DDT y lambdacialotrina en las po-
blaciones de A. aegypti evaluadas. Para
lambdacialotrina se sugiri6é que la resis-
tencia esta asociada con el incremento de
las ENE, en tanto que para DDT al pare-
cer las enzimas GTS son las respon-
sables. El estudio permiti6 asimismo
lanzar oficialmente la red nacional de
vigilancia de la resistencia a insecticidas
liderada por el Laboratorio de Entomo-
logia del INS e implementarla en las
secretarias de salud departamentales. Se
sugirié que los bioensayos CDC consti-
tuyeran la estrategia metodolégica pri-
maria para esta vigilancia en Colombia,
debido a su sensibilidad en la deteccién
de pérdida de susceptibilidad en dosis y
tiempos diagndsticos especificos de un
insecticida y a la facilidad de obtencién
de los materiales y reactivos para reali-
zar bioensayos a nivel local.

Sin embargo, esta estrategia exige un
entrenamiento estricto y un cuidadoso
andlisis de resultados basado en varias
repeticiones, dado que el lavado e im-
pregnacién adecuados de las botellas y
la interpretacién de la mortalidad en los
mosquitos pueden ser variables subjeti-
vas. La prueba OMS 1981 es mas contun-
dente con relacién a los resultados de re-
sistencia de una poblacién de mosquitos
a un insecticida. No obstante, la consecu-
cién de los papeles impregnados desde
Malasia —tnicos avalados por la OMS—
y sus fechas de vencimiento son una li-
mitante critica para establecer un pro-
grama de vigilancia de la resistencia a
insecticidas de rutina en vectores de
importancia médica.

Por dltimo, cabe sefialar que el ha-
llazgo de poblaciones naturales de insec-
tos resistentes o con pérdida de suscepti-
bilidad a un insecticida contribuye a la
toma de decisiones adecuadas y oportu-
nas en el marco de los programas de con-
trol de enfermedades transmitidas por
vectores. En este sentido, la reduccion de
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la presién de seleccién en poblaciones na-
turales con presencia de resistencia fisio-
légica a un insecticida permite la dilucién
de genotipos resistentes, en tanto que la
rotacién de insecticidas y la mezcla apro-
piada de productos permitirin mantener
la eficacia de estas moléculas en las
poblaciones blanco. La vigilancia de la re-
sistencia a insecticidas mediante bioensa-
yos y pruebas bioquimicas debe comple-
mentarse con bioensayos en el campo
que evalden la eficacia del insecticida
segtn las condiciones locales y con un
programa de seguimiento a la calibracién
adecuada de equipos, vigilancia de dosis
apropiadas y capacitacion a quienes se
encargan de aplicar los insecticidas.

Se concluye que todas las poblaciones
evaluadas en el presente trabajo regis-
tran resistencia fisiol6gica al DDT y 8/13
a lambdacialotrina. Se descarta la exis-
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tencia de un mecanismo fisiolégico de
resistencia cruzada para estas dos molé-
culas. La principal limitante del estudio
estuvo determinada por la ausencia de
ensayos con sinergistas, que hubieran
permitido dilucidar con mayor claridad
el mecanismo bioquimico involucrado
en la resistencia fisiol6gica detectada.
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ABSTRACT

Susceptibility of

Aedes aegypti to DDT,
deltamethrin, and lambda-
cyhalothrin in Colombia

Key words

Objectives. To assess the susceptibility status of 13 natural populations of Aedes
aegypti (collected from sites in Colombia where dengue is a serious public health prob-
lem) to the pyrethroids, deltamethrin and lambda-cyhalothrin, and to the organochlo-
rine, DDT, and to identify any biochemical mechanisms associated with resistance.
Methods. Immature forms of the vector were collected from natural breeding spots
at each site and then raised under controlled conditions. Using the F2 generation,
bioassays were performed using the World Health Organization’s 1981 methodology
(impregnated paper) and United States Centers for Disease Control and Prevention’s
1998 methodology (impregnated bottles). In populations where mortality rates were
consistent with decreased susceptibility, levels of nonspecific esterases (NSE), mixed-
function oxidases (MFO), and acetylcholinesterase (AChE) were measured using col-
orimetric tests.

Results. All of the mosquito populations that were tested showed resistance to the
organochlorine DDT. In the case of the pyrethroids, widespread resistance to lambda-
cyhalothrin was found, but not to deltamethrin. Assessing the biochemical resistance
mechanisms showed that 7 of the 11 populations had elevated NSE, and one popula-
tion, increased MFO.

Conclusions. Physiological cross-resistance between DDT and lambda-cyhalothrin
in the A. aegypti populations tested was dismissed. Physiological resistance to lambda-
cyhalothrin appears to be associated with increased NSE. The differences in suscep-
tibility levels and enzyme values among the populations were associated with genetic
variations and chemicals in use locally.

Aedes; DDT; dengue; insecticides; mosquito control; insecticides, organochlorine;
insecticide resistance; Colombia.
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