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Introduccion. La resistencia fisioldgica de Aedes aegypti constituye una de las principales amenazas
para la eficacia de los programas de control de la transmision del dengue.

Objetivos. Determinar el estado de la sensibilidad a los insecticidas en poblaciones naturales de A.
aegypti de tres localidades endémicas para dengue en Casanare.

Materiales y métodos. Se obtuvieron mosquitos adultos de A. aegypti a partir de estados inmaduros
recolectados en siete poblaciones naturales correspondientes a tres municipios. La primera generacion
filial fue empleada para evaluar los mecanismos bioquimicos asociados con alteracion de pB-esterasas
inespecificas y enzimas monooxigenasas del grupo citocromo P450. La segunda generacion permitid
evaluar la sensibilidad a los insecticidas a partir de bioensayos, usando la metodologia propuesta por
los Centers for Disease Control and Prevention para mosquitos adultos y la técnica para larvas de la
Organizacion Mundial de la Salud.

Resultados. Todas las poblaciones evaluadas registraron resistencia al organoclorado DDT y a los
piretroides lambdacialotrina y permetrina. Dos presentaron sensibilidad a la deltametrina y cinco a
la ciflutrina. Se registré sensibilidad a los organofosforados temefos, malation y fenitrotion. Ninguna
poblacion incrementé las -esterasas, pero si incrementaron las enzimas P450 en dos poblaciones
de Yopal.

Conclusiones. Los resultados sugieren que las enzimas P450 pueden jugar un papel importante en la
resistencia a los piretroides y al DDT; aun asi, otros mecanismos de resistencia pueden estar actuando
en las poblaciones. La sensibilidad a los insecticidas organofosforados permitiria continuar con el uso
de este grupo quimico para interrumpir la transmision del dengue en Casanare.
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Status of insecticide susceptibility of public health use in natural populations of Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) of Casanare, Colombia

Introduction: Physiological resistance of Aedes aegyptiis a major threat to effective control programs
in the transmission of dengue virus.

Objective: To determine the status of susceptibility to insecticides used in public health, in natural
populations of A. aegypti from three endemic dengue localities of Casanare.

Materials and methods: Adult mosquitoes were recovered from A. aegypti immature stages from
seven natural populations collected for three municipalities. The first filial generation was used to
assess the biochemical mechanisms associated with loss of susceptibility: nonspecific esterase (NSE)
and enzyme cytochrome P450 monooxygenases group. The second filial generation allowed us to
evaluate the susceptibility to insecticides from bioassays using the CDC 1998 methodology for adult
mosquitoes and WHO 1981 technique for larvae.

Results: In the seven adult populations recorded loss of susceptibility to organochlorine DDT and
pyrethroids lambda-cyhalothrin and permethrin. Two populations showed susceptibility to deltamethrin
and five populations showed susceptibility to cyfluthrin. There was a susceptibility to organophosphates
temephos, malathion and fenitrothion in all populations. No population showed increased NSE but an
increase of P450 in two populations of Yopal.
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Conclusions: It appears that the P450 may play an important role in resistance to pyrethroids and
DDT, still other resistance mechanisms may be acting in populations. Susceptibility to organophosphate
allows continued use of this chemical group to interrupt transmission of dengue in Casanare.
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La transmision del virus del dengue en América se
debe a la picadura del mosquito Aedes (Stegomyia)
aegypti (Linneaus, 1762). La incidencia de esta
virosis se ha incrementado en el mundo desde la
década de 1950 (1), estimandose que se infectan
entre 50 y 100 millones de personas con el virus
del dengue cada afio (2). En Colombia, en el
2010, considerado como un afio epidémico, se
notificaron 146.354 casos de dengue (321,6 por
100.000 habitantes) y 5.420 de dengue grave
(11,9 por 100.000 habitantes), de los cuales, el
departamento de Casanare aportd 2.127 casos de
dengue (653,2 casos por 100.000 habitantes) y 59
casos de dengue grave (18,2 casos por 100.000
habitantes), cifras superiores al promedio nacional
(3). En Casanare el dengue es endémico desde
la década de 1980, cuando se presentaron los
primeros brotes de la enfermedad en la ciudad
de Yopal (comunicacién personal, Secretaria de
Salud del Casanare, 2008), posicionandose entre
los primeros departamentos que concentran el 75
% de los casos del pais (4,5).

La propagacién de esta enfermedad se ve influen-
ciada por factores sociales, como el crecimiento
de las poblaciones humanas, el incremento en los
viajes nacionales o internacionales, el transporte
transcontinental de mercancias, la introduccién de
nuevos subtipos del virus, los cambios de habitos
en el uso de agua domeéstica, la carencia de politicas
en salud publica, y la carencia de fuentes humanas
y financieras para implementar medidas de control
eficientes (6). Ante la ausencia de una vacuna eficaz y
la adaptacion del mosquito a los entornos humanos,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda enfoques estratégicos enmarcados en la
promocién de la salud, y el trabajo intersectorial con
entidades gubernamentales y no gubernamentales, y
una intensificacién de la participacién comunitaria que
permitan lograr acciones sostenibles en el tiempo.
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La continua presién quimica ejercida sobre A.
aegypti ha generado resistencia en poblaciones
de 41 naciones de América y el Caribe (7-10) y de
otros lugares del mundo (11,12); ademas, se estima
que esta especie es resistente a 24 compuestos
diferentes documentados (12). En Colombia, en
estudios anteriores también se ha confirmado la
presencia de resistencia en poblaciones de este
vector en los departamentos de Antioquia, Atlantico,
Caquetéa, Cauca, Chocd, Cundinamarca, Guaviare,
Huila, Meta, Narifio, Putumayo, Santander y
Valle del Cauca, en los cuales se documenta la
resistencia al dicloro-difenil-tricloroetano (DDT),
piretroides y organofosforados (13-16).

El DDT fue uno de los primeros quimicos en
emplearse para el control de vectores como A.
aegypti. La resistencia generada a este compuesto
en Colombia y en otras partes del mundo, fue
una de las causas, entre otras, que llevd a la
reaparicion del dengue en la década de 1960 (17).
En Colombia, en estudios previos en poblaciones
de los departamentos de Antioquia, Chocd vy
Putumayo, se sefald que la resistencia a este
quimico se debe probablemente a mecanismos
fisiolégicos por incremento del grupo enzimatico
de la glutation-S-transferasa (15).

En Casanare, el control de la enfermedad es
responsabilidad de las autoridades departamentales
de saludy se habasado enla aplicacién de productos
quimicos sintéticos, implementados desde mediados
de la década de 1980. Hasta 1992, se utilizd el
organoclorado DDT que, posteriormente, fue
reemplazado por piretroides como lambdacialotrina
y deltametrina (18). Posteriormente y hasta la fecha,
el temefos (granulado 1 mg/L) como larvicida y el
malation como adulticida, son los Unicos quimicos
que se han empleado para el control del dengue
(19,20).

La vigilancia entomolégica se basa en el levanta-
miento de indices de infestacion larvaria segun la
presencia o ausencia de la especie en criaderos
domésticos, por lo que el larvicida temefos también
se utiliza para reducir las poblaciones del mosquito.

El departamento registra infestacion por A.
aegypti en 18 de sus 19 municipios y, debido
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a la larga historia de limitaciones de agua para
consumo humano por carencia de acueducto,
es muy arraigado el habito de almacenar agua
en las viviendas. Se desconoce el estado de la
sensibilidad a los insecticidas en poblaciones
naturales de A. aegypti de Casanare, por lo que se
dificulta planificar acciones de rotacién, mezcla o
inhibicién de moléculas insecticidas que permitan
la eficacia en la reduccion de la transmisién de la
enfermedad durante brotes o epidemias.

El objetivo de este estudio fue evaluar el estado de
la sensibilidad a los insecticidas de uso en salud
publica, en poblaciones naturales de A. aegypti
recolectadas en los municipios de Yopal, Aguazul y
Villanueva, del departamento del Casanare.

Materiales y métodos
Sitios de estudio

El departamento de Casanare se encuentra
ubicado en la regién de la Orinoquia, esta ubicado
entre los 04°17°25” y los 06°20’45” de latitud norte
y los 69°50'22” y 73°04’33 de longitud oeste (21).
Tiene una superficie total de 44.640 km?, una
temperatura media anual que oscila entre 23 vy
29 °C, y un régimen de lluvias monomodal con
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los meses de mayor precipitacion entre marzo y
noviembre (humedad relativa: 80-96 %) (22).

El estudio se llevd a cabo en los municipios
de Yopal, Aguazul y Villanueva, seleccionados
con los siguientes criterios de inclusion: indices
entomoldgicos de Breteau mayores de 5, altas tasas
de incidencia para dengue en el departamento y
frecuente aplicacion de insecticidas quimicos para
el control del dengue.

Con estos mismos criterios, en cada municipio se
seleccionaron localidades para la recoleccién de
formas inmaduras del mosquito. Cada localidad
agrupd diferentes barrios que correspondieron a una
unidad geografica paralavigilancia epidemioldgica
yentomoldgica,denominadas“‘comunasosectores”.
Una comuna o sector correspondié a un grupo de
viviendas que concentraba varios barrios y que
compartian caracteristicas sociales, econémicas o
culturales similares que las diferenciaban de otras
agrupaciones.

En este contexto, dentro de un mismo municipio
se evaluaron varios sectores o comunas que
representaron diferentes poblaciones de A. aegypti
(figura 1). Se asumi6 una distancia minima de 1 km

| YOPAL: COMUNAS 2,3 Y 5 |

Arauca

VILLANUEVA: SECTORES1Y 4

Figura 1. Localidades evaluadas en el departamento de Casanare
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entre cada sitio de recoleccién de formas inmaduras
del insecto, con el propésito de diferenciar
genéticamente una poblacién de otra, teniendo en
cuenta que el rango de vuelo de la hembra de esta
especie rara vez llega a mas de 50 a 100 metros
de la vivienda humana (23,24).

Recoleccioén de material entomolégico

En cada localidad se hizo un muestreo no
probabilistico por conveniencia, entre febrero y
noviembre de 2009. En cada predio se examinaron
todos los recipientes capaces de contener agua,
tales como albercas, canecas y floreros, entre
otros, recolectando en ellos todas las larvas vy
pupas vivas macroscépicamente relacionadas con
A. aegypti. Este material se transporté dentro de
las siguientes 24 a 48 horas hasta el Laboratorio
de Entomologia del Instituto Nacional de Salud,
donde se hizo la determinacion taxonomicamente
mediante claves (25). El material entomoldgico se
mantuvo en condiciones ambientales controladas:
temperatura de 2612 °C, humedad relativa de
603 %, fotoperiodo de 12 horas-luz: 12 horas de
oscuridad.

Establecimiento de colonias

Cada poblacion natural correspondiente a cada
comuna o sector muestreado, se dispuso en
cubetas plasticas de 30 x 30 x 8 cm, con una
cantidad aproximada de 800 a 1.000 individuos
por cada dos litros de agua declorada, los cuales
se alimentaron diariamente con Rodentina®
pulverizada. A partir de las formas adultas de la
generacion F1, se obtuvieron las hembras para las
pruebas bioquimicas, las cuales se conservaron
a -70 °C hasta la realizacion de los ensayos. El
material entomoldgico restante se llevé hasta la
segunda generacion filial, alimentando los machos
con agua azucarada al 10 % y las hembras con
sangre de raton (Mus musculus, Linnaeus 1758),
siguiendo los protocolos de manejo de vertebrados
del Instituto Nacional de Salud.

Para la obtencién de oviposturas, se introdujo en
cada jaula un frasco de 200 ml con 40 ml de agua
sin cloro rodeado por papel filiro, previamente
etiquetado con la fecha, la especie, la generacién
y el sitio de recoleccion. Una vez obtenidas las
oviposturas, los papeles se almacenaron en camara
himeda durante dos dias para la maduracién del
embrion, y se dejaron secar para su almacenaje
y conservacion. Cada tira se almacen6 por un
maximo de siete dias, evaluando el porcentaje de
eclosion.

Sensibilidad a insecticidas en Aedes aegypti de Casanare

Ensayos biolbgicos

Para los bioensayos con temefos, se siguié la
metodologia de la OMS (1981). La concentracién
diagndstica se prepar6 a partirde una concentracion
de grado técnico de temefos de Chem Service®
(West Chester, PA, USA). El disefio consistié en
cuatro réplicas y un control. Cada réplica consistio
en un vaso de vidrio, donde se expusieron 25 larvas
de tercer estadio tardio o cuarto estadio temprano a
una solucion de 99 ml de agua sin cloro y un mililitro
de la dosis diagndéstica de 1,2 mg/L, completando a
un volumen de 100 ml para una concentracion final
de 0,012 mg/L (27). En los vasos control se agreg6
un mililitro de etanol absoluto de grado reactivo
(Sigma), libre de insecticida. Para cada bioensayo
se control6 la temperatura de las soluciones (28+2
€C), con el objeto de evitar la muerte de los insectos
por choque térmico, manteniendo condiciones
controladas del laboratorio a una temperatura
promedio de 28+2 °C y una humedad relativa de
40£10 %. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de mortalidad 24 horas después de
exposicién al producto. Estos criterios se basaron
en protocolos de la OMS (26).

Enlosbioensayos con adultos se siguié el método de
botellas impregnadas propuesto por los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta,
Estados Unidos (22). Se utilizaron insecticidas
de grado estandar (Chem Service,West Chester,
PA, USA), los cuales se diluyeron con etanol
absoluto de grado reactivo (Sigma) para obtener
las siguientes concentraciones diagndsticas
establecidas previamente para esta especie en
Colombia: DDT, 150 pg/ml; lambdacialotrina, 6,25
pg/ml; deltametrina, 6,25 pg/ml; ciflutrina, 25 pg/
ml; permetrina, 21,5 pg /ml; fenitrotion, 75 pg/ml, y
malation, 100 pg/ml (27,28).

Se introdujeron entre 20 y 28 mosquitos hembra
de la generacion filial 2 de tres dias de nacidas y
sin alimentarse de sangre, en botellas Schott® de
250 ml, impregnadas previamente con 1 ml de esta
concentracion o etanol absoluto en el caso de los
controles.

Las lecturas se hicieron en los siguientes tiempos
diagnésticos, en minutos: 30 para DDT, 15 para
lambdacialotrina, 30 para deltametrina, 15 para
ciflutrina, 15 para permetrina, 45 para fenitrotion, y
30 para malation. (27,28).

Para cada bioensayo se hicieron tres repeticiones,
cada una consistié en cuatro réplicas mas un control
con etanol. En cada bioensayo se incluyé una
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réplica, usando la cepa de referencia Rockefeller
para A. aegypti segun cada dosis diagnoéstica
evaluada por molécula. Todos los bioensayos con
adultos se hicieron durante el 2009, en condiciones
controladas de laboratorio y a una temperatura
promedio de 24+2 °C y una humedad relativa de
555 %.

Pruebas bioquimicas

Por cada poblacion natural del mosquito que
hubiese registrado pérdida de sensibilidad a,
por lo menos, uno de los insecticidas evaluados
mediante bioensayos, se seleccionaron treinta
mosquitos hembra de tres dias de emergidas y sin
alimentar, con el propésito de evaluar la actividad de
B-esterasas inespecificas y enzimas P450 (29,30).
Las muestras se homogenizaron individualmente
en solucién tampdn de fosfato de potasio a pH
7,2. De este preparado, se sirvieron 100 pl del
homogenizado en cada pozo de microplaca para
practicar un ELISA. Para determinar el incremento
de las B-esterasas inespecificas, se empled un
éster-p-naftil-acetato (Merck) como sustrato, en
tanto que para las enzimas P450 se utilizé peréxido
de hidrogeno (Microgen Chemicals).

Los tres controles positivos por cada placa de
ELISA consistieron en citocromo C para P450 y
B-naftol para B-esterasas inespecificas, en tanto
que los tres controles negativos consistieron en
solucion tampdn de fosfato de potasio a pH 7,2. En
cada poblacion se midieron las densidades Opticas
mediante el lector de ELISA (Thermo Labsystems)
con filtro de 570 nm para las p-esterasas
inespecificas y de 630 nm para las enzimas P450.
La concentracién de proteinas se determind para
cada muestra por medio del método Bradford (31),
con el objeto de ajustar las diferencias en la masa
corporal de los individuos que pudieran requerir
factores de correccién (32,33). Cada muestra se
analizé por triplicado a temperatura ambiente.

Interpretacion de los datos

Los bioensayos que registraron porcentajes de
mortalidad en los controles superiores a 20 %, se
invalidaron. Aquellos con valores de mortalidad
en el control entre 5 y 20 %, se ajustaron usando
la férmula de Schneider-Orelli: % mortalidad
corregido = [(% de mortalidad del tratamiento - %
de mortalidad del control) / (% de 100-mortalidad
del control) x 100] (34).

Para los ensayos biolégicos de los CDC, se tuvo
en cuenta el criterio de mortalidad propuesto
por Brogdon y McAllister (35), incluyendo en la
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mortalidad insectos con dificultad para volar o
para sostenerse en pie al momento de rotar la
botella y los que caian evidentemente muertos.
La disminucion de la mortalidad obtenida con la
concentracién de cada insecticida, indicé una
disminucidn en la sensibilidad.

En todos los casos, los valores de mortalidad
inferiores a 80 % se asociaron con resistencia a
insecticidas; aquellos entre 80 y 90 % indicaron que
las poblaciones deben mantenerse en vigilancia
sistematica, en tanto que, entre 90 y 100 %, se
consideraron sensibles.

Para determinar la actividad enzimatica en las
poblaciones con registro de pérdida de sensibilidad,
se evalué ladistribucion de frecuencias del resultado
de las densidades Opticas de cada poblacion
respecto a la cepa de referencia Rockefeller. Para
determinar el incremento en el nivel de B-esterasas
inespecificas y enzimas P450, se establecieron
puntos de corte usando la cepa de referencia
Rockefeller de A. aegypti. Los promedios de las
densidades Opticas de las poblaciones de campo,
iguales o superiores a este valor, se consideraron
como normales, en tanto que los valores superiores
se asumieron como incrementos en el nivel de
esterasas inespecificas y de enzimas P450.

Se determiné estadisticamente si los datos de las
poblaciones cumplian una distribucién normal de
acuerdo con el tamafio de la muestra, pero al no
cumplirse estos criterios, se analizé la informacion
mediante pruebas no paramétricas con las cuales
se compararon las medianas de las poblaciones con
la prueba de Kruskal-Wallis (36) y, posteriormente,
se compararon las poblaciones de campo con
la cepa de referencia Rockefeller mediante la
prueba de Mann-Whitney (36). Esta informacion se
procesé en los programas Minitab®, version 16, y
Excel Microsoft Office 2010°.

Resultados
Ensayos biolégicos

Todas las poblaciones registraron sensibilidad a los
insecticidas organofosforados, tanto con la técnica
de los CDC para adultos (figura 2, cuadro 1) como
con la técnica de la OMS para larvas (cuadro 2).
Todas las poblaciones presentaron pérdida de
sensibilidad a lambdacialotrina y a permetrina
(cuadro 1). Dos de las siete poblaciones registraron
sensibilidad a deltametrina y en cinco poblaciones
se presentd sensibilidad a ciflutrina. Se registrd
pérdida de la sensibilidad al DDT en las siete
poblaciones evaluadas.
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Pruebas bioquimicas

La actividad enzimatica de las p-esterasas
inespecificas presenté diferencias significativas
entre las medianas de las poblaciones evaluadas
(p<0,05). Las poblaciones que no presentaron
diferencias significativas respecto a la cepa
de referencia, correspondieron a Yopal Com 2
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(p=0,767) y Aguazul Sec 2 (p=0,0774) (figura 3).
Ninguna de las poblaciones superd el punto de
corte de 0,67, lo que se interpret6 como una no
alteracién de las pB-esterasas inespecificas.

Aunque todas las poblaciones presentaron
diferencias significativas para las P450 respecto
a la cepa de referencia Rockefeller (p<0,05),
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Cuadro 1. Promedios de los porcentajes de la mortalidad de siete poblaciones de mosquitos de Aedes aegypti a dosis y a tiempo
diagnéstico para cada uno de los insecticidas evaluados, con la metodologia de los CDC, Casanare, 2009

Municipio Sitio DDT Lambdacialotrina Deltametrina  Ciflutrina Permetrina  Fenitrotion Malation
Yopal COM2 N 196 271 244 272 237 246 259
X+DE 3,06+5 2,6+2,8 70,6+£15,6 93,8+3,8 47,7+20,3 99,6+0,7 100+0
COM3 N 227 250 291 296 319 292 246
X+DE 0+0 12,8+3,6 2,04+2,7 69,6+5,6 8,2+7,3 100+0 100+0
COM5 N 219 257 251 SD 238 289 218
X+DE 0,5+1,4 4,3+3,7 92,8+4,0 SD 16,8+10,7 100+0 100+0
Aguazul  SEC2 N 261 275 283 284 339 324 233
X+DE 3,5645,2 28,7+27,3 99,7+0,5 100+0 89,7+3,6 100+0 100+0
SEC3 N 240 279 312 263 301 234 237
X+DE 0+0 10,0+14,7 79,9+8,9 99,2422 54,5+27,5 100+0 100+0
Villanueva SEC 1 N 290 330 267 252 272 237 270
X+DE 8,655 25,6+9,5 75,7+7,4 98,4+1,9 41,2173 100+0 100+0
SEC 4 N 209 226 254 267 233 249 245
X+DE 1,423 16,8+3,0 61,4+5,0 98,1+0,9 47,2+16,7 100£0 100+0

DE: desviacion estandar

Cuadro 2. Promedios de los porcentajes de la mortalidad de
siete poblaciones de mosquitos de A. aegypti Casanare, 2009
evaluados para el larvicida temefos, con la metodologia de la
OMS, 1981

Municipio Sitio Temefos
Yopal COM 2 N 247
X+ DE 100+0
COM 3 N 291
X+DE 100+0
COM 5 N 405
XtDE  99,5+2,3
Aguazul SEC 2 N 305
X+DE 100+0
SEC3 N 289
X+tDE  89,9%9,0
Villanueva SEC 1 N 285
X+DE 100+0
SEC 4 N 301
XtDE  93,7%6,6

solamente las poblaciones de Yopal (Com2y Comb5)
superaron significativamente el valor del punto de
corte de 0,323 (figura 4), lo que se interpreté como
un incremento de la accion de las enzimas p450
en los mecanismos bioquimicos relacionados con
la desintoxicacion a las moléculas de insecticidas
evaluadas.

Discusion

En el presente estudio se evalud la sensibilidad
de poblaciones naturales de A. aegypti a los
principales insecticidas autorizados por el
programa nacional de control y los més usados
por la comunidad de tres municipios endémicos
para dengue en el departamento del Casanare
de la Orinoquia colombiana. Durante los ultimos
cincuenta afios, los insecticidas de sintesis quimica
han sido la estrategia de eleccion para el control
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de vectores transmisores de enfermedades. Los
organofosforados han sido ampliamente usados
en el pais, aplicados como adulticidas a volumen
ultrabajo durante picos de alta transmisién o como
larvicida aplicado en los contenedores de agua
potenciales criaderos del mosquito (19). Aunque
en Colombia se ha registrado resistencia genética
generalizada al organofosforado temefos (13-16),
en este estudio se encontré que las poblaciones
naturales del vector del dengue en tres municipios
de Casanare se comportaron como sensibles a los
organofosforados temefos, malatién y fenitrotion.

El uso de organofosforados, como el malation y
el temefos, en el departamento de Casanare se
implement6 a mediados de la década de 1990, y
desde esa fecha ha sido el Unico grupo quimico
empleado por las entidades de salud del Estado
para el control de brotes por dengue, pese al
inconformismo por parte de la comunidad frente al
uso del malation a consecuencia de su olor y accion
corrosiva sobre el hierro, el acero, la hojalata y el
cobre, y sumado a esto, a la suspensién de este
insecticida con hidrocarburos tambien corrosivos.

Por el contrario, el uso del temefos ha tenido
mejor aceptacion en la comunidad dado que su
accion de choque contundente contra las larvas es
evidenciado por la poblacion, sin las consecuencias
negativas del malatién. Estos productos se emplean
solamente como medida de choque en brotes
epidémicos de dengue y no como una medida
regular en el departamento, por lo que se hace
relevante el trabajo multisectorial y participativo
mediante el control fisico y biolégico de criaderos
potenciales del mosquito, evitando entre otras
consecuencias la resistencia a este grupo quimico,
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Figura 4. Diagrama de cajas de los valores de absorbancia para la actividad enzimatica de las P450. Poblaciones con diferencia
significativa respecto a la cepa Rockefeller de referencia marcadas con estrella.

como es el caso actual de poblaciones resistentes
al temefos en Colombia (13-15), asi como en Cuba
(37), Brasil (38), Peru (39), Venezuela (9,40) y
Argentina (41).

En Colombia, la prohibicion de productos clorados
se inicié en la década de 1970 con la restriccion
para los cultivos de tabaco (Resolucion 447 de
1974) y café (Resolucién 209 de 1978) (42), siendo
finalmente prohibido Unicamente en agricultura
en 1986 (Resoluciones 209/78 y 447/74). Sin
embargo, en 1993 Colombia fue el primer pais
de Latinoamérica en suspender su uso en salud
publica (Resolucién 10225), ademas de restringuir
también los insecticidas dieldrin, clordano,
dodecacloro, fentaclorofenol, dicofol, hexacloruro
de benceno (BHC), heptacloro y linda (42). En
Casanare se uso hasta comienzos de 1990 para el
control de vectores de malaria y de dengue.

En el presente estudio se reveld una contundente re-
sistencia a este insecticida en todas las poblaciones
evaluadas. El continuo uso de este insecticida y otros
organoclorados en el pais, no solo para el control
de enfermedades de interés en salud publica, sino
para uso agricola, pudo generar resistencia en
poblaciones de mosquitos A. aegypti y fijar alelos
resistentes. En general, para el vector del dengue
se asume que la reinfestacién de este mosquito
a partir de poblaciones provenientes de Norte de
Santander, donde se identific6 por primera vez
resistenciaaDDTen1959(43),constituyeelprincipal
factor para encontrar resistencia generalizada
mediante mecanismos de herencia y fijacién en
el genoma de todas las poblaciones naturales
presentes en Colombia (44). Esta resistencia es
evidente en otras localidades estudiadas del pais
(13-16) y tambien se ha registrado en 23 naciones,
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entre ellas Trinidad, Puerto Rico, Jamaica, Haiti,
Republica Dominicana, Venezuela y Surinam
(17,43). La resistencia a este insecticida esta
mediada principalmente por mutaciones del gen
kdr, asi como con el incremento de enzimas como
la glutation-S-transferasa, cuyo gen GSTe2 mostré
sobreexpresion en poblaciones de Colombia (15)
y, en menor medida, por responsabilidad del grupo
citocromo P450, el cual se ha encontrado asociado
principalmente a la resistencia a los piretroides
(45).

El comportamiento de la mortalidad frente a los
piretroides fue variable. Aunque estos no se
emplean actualmente para el control de brotes
epidémicos de dengue, la deltametrina y la
cipermetrina se emplearon en las décadas de
1970 y 1980 en algunos municipios para el control
de casos periurbanos de malaria, y se usan en la
actualidad como ingrediente activo de insecticidas
caseros.

En el presente estudio se encontrd resistencia a la
lambdacialotrina en todas las poblaciones naturales
del vector del dengue de Casanare evaluadas, al
igual que lo encontrado en otras localidades del
pais (13-16), asi como en las Islas Caiman (45),
Puerto Rico (46) Cuba, Peru (47) y otros paises
como Vietnam (48). El uso de este insecticida se
intensificé en Casanare para el control de vectores
de la malaria y la enfermedad de Chagas en areas
rurales, luego de la restriccion del DDT. El empleo
de este quimico como alternativa para el control
del dengue en el departamento del Casanare,
eventualmente no seria recomendable a pesar
de que en otros paises de América han podido
emplearlo con éxito, como es el caso de Costa
Rica, donde se logr6 una letalidad de 97 a 100 %,
tanto en tratamientos de volumen ultrabajo como
en tratamientos térmicos (49).

Por otro lado, también se evidencio resistencia
generalizadaala permetrina. Sibien este insecticida
no se emplea por los programas de salud publica
para el control del vector del dengue en Colombia,
esta molécula constituye el ingrediente activo de
uno de los insecticidas caseros mas comunes de
venta libre en el pais, el cual es de uso frecuente
en las localidades evaluadas del departamento de
Casanare. En poblaciones de Choc6 y Putumayo,
la pérdida de sensibilidad del vector del dengue se
asoci6 al uso de esta molécula para el control de
vectores de lamalaria a partir de suincorporacién en
toldillos de larga duracién (15), situacion diferente
a la presentada en Casanare, ya que los toldillos

454

Biomédica 2013;33:446-58

alli empleados se impregnan con deltametrina con
el objeto de proteger a la poblacién rural de otros
eventos como enfermedad de Chagas y malaria.
En el Meta, un departamento préximo a Casanare y
con un intercambio econdmico y social importante,
se presento resistencia a lambdacialotrina al igual
que al DDT, lo que eventualmente podria sugerir
que las poblaciones de mosquitos comparten
un mecanismo de resistencia similar que les
confiere proteccién contra estos dos quimicos.
Esta resistencia a los piretroides constituye una
amenaza grave a las alternativas de control del
mosquito, por lo que se siguen investigando
mecanismos responsables, entre los cuales se ha
concluido recientemente que la sobreexpresion del
gen P4509J32 de P450 se ha relacionado con la
resistencia a los piretroides, el cual metaboliza tanto
permetrina como deltametrina en A. aegypti (50-
52). Aun asi, esta resistencia tambien podria estar
mediada de otras formas, como por la glutation-
S-transferasa, la B-esterasas inespecificas y la
mutacion del gen kdr (52).

Actualmente, en Casanare el uso de la deltametrina
estd vinculado al control de la enfermedad de
Chagas y eventuales casos de malaria, solamente
en las areas rurales; anos atras, hasta mediados
de la década de 1990, se empleé para el control
de mosquitos en areas urbanas. En este estudio,
se encontrd resistencia en cinco de las siete
poblaciones evaluadas y una situacion similar se
evidencié en otras localidades de Colombia (13,14).
En el departamento del Meta, se report6 resistencia
a este compuesto en una sola poblacion, mientras
que en Casanare fue mas generalizada. Al parecer,
la resistencia a deltametrina se ha asociado
con el incremento de glutatién-S-transferasa, de
B-esterasas inespecificas, de enzima P450 y por
mutaciones puntuales del gen kdr, pudiéndose
presentar resistencia cruzada por algun tipo de
mecanismo en algunas de las poblaciones (53). Sin
embargo, es importante resaltar que la presion en
las poblaciones de mosquitos por organofosforados,
puede generar a largo plazo resistencia a otros
grupos piretroides, como la deltametrina (47,53).

A la ciflutrina, por su parte, se presento resistencia
fisiolégica solo en dos de las poblaciones del
municipio de Yopal. Este dato en Colombia solo
es comparable con los resultados arrojados por
Fonseca, et al., quienes encontraron sensibilidad
en todas las poblaciones evaluadas y en otras
localidades del Pert y de Cuba (47). Este quimico
esta aprobado por la OMS para el uso en salud
publica y puede ser usado en aerosol en frio
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y niebla caliente para el control de mosquitos
adultos (20); ademas, actualmente es componente
activo de uno de los insecticidas caseros mas
frecuentemente usados en los municipios evalua-
dos y, probablemente, debido a su reciente uso en
el mercado respecto a los demas quimicos, pudo
presentar mayor sensibilidad entre los piretroides.
El uso comercial de este producto es regulado
mediante la resolucién No. 1386 del 16 de julio
de 2010 del Ministerio de Ambiente, Vivienda vy
Desarrollo Territorial.

La actividad enzimatica de las p-esterasas inespe-
cificas en todas las siete poblaciones evaluadas, se
encontro por debajo del punto de corte establecido
y por debajo del promedio de la cepa de referencia
Rockefeller, por lo cual se sugiere que no se
presenta una asociacion de esta enzima con la
resistencia a los grupos de los organofosforados
ni piretroides. Este resultado es contrario a los
de estudios previos en el pais (13-15) y oftras
localidades de América (46,47), donde precisamente
se encontré incremento en la actividad de esta
familia de enzimas, lo que sugiere que podria estar
asociado con la resistencia al temefos asi como
otros piretroides como lambdacialotrina (8,13,53-
55). Es probable, entonces, que se presenten
otros mecanismos de resistencia diferentes a los
evaluados, como la actividad de la glutation-S-
transferasa que pudieran, no solo estar confiriendo
resistencia al DDT, sino también proteccién a las
células de los mosquitos contra los efectos tdxicos
de los piretroides, mediante actividad peroxidasa o
por mutaciones puntuales del gen kdr, como en el
caso de otros piretroides.

Se evidencié un incremento significativo en la
actividad de enzimas P450 solamente en las
tres comunas del municipio de Yopal, por lo que
se sugiere una posible asociacion con la pérdida
de sensibilidad a los piretroides evaluados. En
Colombia, este incremento se evidencid igualmente
en otras localidades (13-15) y se asocié con la
resistencia a organofosforados. Estas enzimas
P450 son una linea vital de defensa de los insectos
contra los miles de quimicos de origen natural
que tienen que evadir, por lo que puede mediar la
resistencia a piretroides y carbamatos, y en menor
medida, a organofosforados y organoclorados.

No obstante, esto no explicaria del todo la pérdida
de sensibilidad encontrada en las restantes
poblaciones evaluadas, por lo que se sugiere la
presencia de otros mecanismos de resistencia
involucrados que también puedan estar actuando

Sensibilidad a insecticidas en Aedes aegypti de Casanare

en ellas. El mecanismo de resistencia de P450 es
muy complejo; hasta la fecha se han detectado
160 genes de desintoxicacion en el genoma de
este mosquito (56). Aun asi, es probable que
este mecanismo no sea la principal causa de esta
resistencia; para aclararlo, es indispensable ampliar
este estudio con pruebas sinergistas y pruebas
moleculares, y poder determinar la posibilidad
de otros mecanismos involucrados, como las
mutaciones en el canal de sodio encontradas en
poblaciones de las Islas Caiman, donde a pesar
de encontrarse un incremento en la actividad de
glutation-S-transferasa, pB-esterasas inespecificas
y P450, la causa de esta resistencia se debi6 a
mutaciones por sustitucion en el sitio blanco (46),
por lo que se hace importante adelantar estudios
moleculares para determinar el papel del gen kdr
en la resistencia a piretroides y DDT.

Este aumento de la actividad enzimatica puede
producirse por amplificaciébn de genes, sobre-
expresion, mutaciones de secuencias 0 por una
combinacion de estos mecanismos. Es asi como la
glutatién-S-transferasa puede mediar la resistencia
a organofosforados, organoclorados y piretroides,
la familia de esterasas pueden proporcionar
resistencia a organofosforados, carbamatos y
piretroides; esta gran diversidad genética ha
podido causar una amplia especificidad en el
sustrato enlas enzimas metabdlicas de los insectos.
Y, asi, se observa que la pérdida de la sensibilidad
a diferentes moléculas es un fenémeno que varia
a nivel local, entre poblaciones, y puede depender
tanto de los componentes genéticos, como de la
historia de presion de seleccidn ejercida por el uso
de insecticidas.

De esta manera, se sugiere que el uso de organo-
fosforados en el departamento de Casanare se
debe continuar de una manera racional y focalizada
de acuerdo con lineamientos nacionales, ya que
las alternativas para la rotacion de productos no
es amplia y se limitaria al uso de la ciflutrina vy,
en algunos casos, la deltametrina. Es relevante,
igualmente, fortalecer los programas de Informacién
Comunicacion y Educacion, con el fin de que la
misma comunidad tenga una participacion activa
en los programas de control implementados vy
fortalecer asi las actividadades de control fisico
para disminuir las poblaciones de este mosquito en
el departamento. Aunque se presente sensibilidad
en las poblaciones de mosquitos, es importante
vigilarlas de manera regular y ampliar su seleccion
en localidades con transmision de la enfermedad.
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Este trabajo contribuye a consolidar este departa-
mento dentro de la Red Nacional de Vigiancia
de la Resistencia a los insecticidas usados para
el control de vectores en el pais y se espera
que estos resultados sirvan como punto de
partida para futuros estudios sobre resistencia
en el departamento, asi como para fortalecer
el componente educativo en la comunidad
enfocando los esfuerzos al control fisico de los
criaderos potenciales de cada municipio.
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