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Introduccion. La resistencia fisiolégica de las poblaciones naturales de Aedes aegypti a los
insecticidas de uso en salud publica, disminuye la eficacia del control quimico utilizado para interrumpir
la transmisién de dengue durante los brotes y epidemias.

Objetivo. Determinar el estado de la susceptibilidad al carbamato propoxur, a los organofosforados
adulticidas malatién y fenitrotion y al larvicida temefos, de 13 poblaciones naturales de Ae. aegypti en
ocho municipios: una de Bucaramanga y dos de Sabana de Torres en el departamento de Santander;
dos de Girardot y dos de La Mesa en Cundinamarca; dos de Villavicencio y dos de Puerto Lopez en el
Meta; una de San José del Guaviare, en Guaviare, y una de Florencia en Caqueta.

Materiales y métodos. Las pruebas de susceptibilidad consistieron en bioensayos estandarizados de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1981, y botellas de los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 1998. Se aplicaron pruebas colorimétricas para determinar los niveles de enzimas
como posibles responsables de la reduccion de la susceptibilidad a insecticidas organofosforados y al
carbamato propoxur.

Resultados. Todas las poblaciones presentaron susceptibilidad a malation y propoxur. Para el temefos,
solo cuatro de las trece localidades evaluadas registraron susceptibilidad. Con respecto a los posibles
mecanismos de desintoxicacion enzimatica, en siete de las once poblaciones naturales se registraron
valores superiores al punto de corte para esterasas inespecificas, solamente en Bucaramanga se
present6 un incremento en las enzimas monooxigenasas del citocromo P450, pero en ninguna
poblacién se registrd acetilcolinestarasa modificada.

Conclusiones. La susceptibilidad generalizada a los organofosforados adulticidas evaluados, indica
que el malation, el insecticida méas utilizado en Colombia para interrumpir la transmision del dengue,
sigue siendo eficaz. Las particularidades de los resultados de la resistencia fisiologica a insecticidas
de las comunas de un mismo municipio, evidenciaron un fenémeno localizado de manera especifica
en espacio y tiempo.

Palabras clave: control de vectores, Aedes, dengue, resistencia a insecticidas, insecticidas
organofosforados, carbamatos.
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Susceptibility of natural populations of dengue vector to insecticides in Colombia

Introduction. Physiological resistance of natural population of Aedes aegyptito insecticides contribute
to the decreased efficacy of chemical control as a main control strategy during dengue outbreaks.
Objective. The susceptibility status of Ae. aegypti was assessed for the carbamate propoxur, the
adulticide malathion and the larvicide temephos on 13 natural populations of Ae. aegypti immature
forms were taken from 8 Colombian localities. These included the following: Bucaramanga (1), Sabana
de Torres (2), Girardot (2), La Mesa (2), Villavicencio (2), Puerto Lépez (2), San José del Guaviare (1)
and Florencia (1).

Materials and methods. Susceptibility tests mainly consisted of the standardized bioassay outlined
by WHO (1981) and CDC bottles (1998). Colorimetric tests were undertaken to determine enzyme
levels possibly responsible for the reduction of susceptibility to organophosphate and carbamate
insecticides.

Contribucion de los autores:

Liliana Santacoloma: formulacién del proyecto de investigacion, realizacion del trabajo y redaccion del articulo.
Bernardo Chaves: asesoria en el andlisis estadistico de los datos y sugerencias al articulo.

Helena Brochero: direccién del proyecto de investigacion y correccion del articulo.

333



Santacoloma L, Chaves B, Brochero HL

Biomédica 2012;32:333-43

Results. All specimens demonstrated susceptibility to malathion and propoxur insecticides. Four of the
13 populations revealed susceptibility to the temephos larvicide. Seven of 11 populations showed a
limited increase in values for nonspecific esterase enzymes. The Bucaramanga population was the only
one which showed an increase in the cytochrome P450 monooxygenases enzymes. Neither population

was found with modified acetilcolinesterase.

Conclusions. The widespread susceptibility to organophosphates used as adulticides indicated that
malathion, the most used insecticide in Colombia, remains effective in interrupting the transmission of
dengue. Physiological resistance to insecticides occurring in communities of a single township proved

to be a localized phenomenon.

Key words: Vector control, Aedes, dengue, insecticide resistance; insecticides, organophosphate;

carbamates.
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El dengue y su forma grave constituyen la
enfermedad viral de transmision vectorial mas
importante en los paises tropicales y subtropicales
(1). En América, y en Colombia, el nimero de casos
graves y muertes por dengue ha aumentado en los
ultimos anos (2). Durante 2001 a 2007, murieron
222 personas en Colombia a causa del dengue, lo
que represento el 75 % de la mortalidad ocasionada
por esta enfermedad para el conjunto de los paises
andinos (3) y, solo en el 2010, durante la epidemia
de dengue mas grave que ha experimentado el
pais, el nimero de muertes confirmadas fue de
217 (4).

Ante la ausencia de una vacuna que proteja la
poblacion en riesgo, el control vectorial es la
medida mas importante para la prevencién e
interrupcién de la transmisién en caso de epidemia
(5). Como medidas de prevencién, se realizan
campahas educativas dirigidas a la comunidad,
con el fin de eliminar los criaderos del vector,
lo cual se complementa con la aplicacion de
larvicidas en criaderos de dificil eliminacion (3) y
depésitos de agua potable de uso doméstico. Los
larvicidas autorizados por el Programa Nacional
de Enfermedades Transmitidas por Vectores del
Ministerio de Salud y Proteccién Social para el
control focal, son la bacteria Bacillus thurigiensis
variedad israelensis (6), los reguladores de
crecimiento y el organofosforado temefos; este
ultimo ha sido el mas utilizado en el pais durante
los ultimos afos dada su mayor capacidad residual
y compatibilidad con los programas de control
social. En los casos de epidemia, las poblaciones
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de adultos se controlan mediante aspersiones con
insecticidas quimicos. El organofosforado malation
ha sido la molécula mas utilizada en el pais desde
los aflos ochenta (7), seguido en menor proporcién,
por los piretroides lambdacialotrina y deltametrina.

La aparicion de resistencia es una de las causas
del fracaso del control de vectores. En Colombia,
el hallazgo en 1956 de resistencia al DDT en una
poblacion de Aedes aegypti Linnaeus 1762 de
Cucuta (Norte de Santander) (8) y la consecuente
reinfestacion por el vector, conllevaron a la
utilizacion de los organosforados, como el larvicida
temefos y, posteriormente, el adulticida malation
(9). Sin embargo, desde 1990, afno del primer
reporte de resistencia al temefos en Cali (Suarez
M, Gonzélez R, Morales C. Temephos resistance
to Aedes aegypti in Cali, Colombia. Am J Trop
Med Hyg. 1996;55(Suppl.):257), la deteccién de
resistencia a esta molécula en diferentes estudios
con poblaciones de Ae. aegypti de campo ha
sido frecuente (7,9) (Gonzalez J, Rey G, Olano
V, Brochero H. Informe técnico, Ministerio de la
Proteccidon Social. 2005; Convenio 043. p. 60).
Los registros de resistencia al malation, adulticida
mas utilizado en el control de Ae. aegypti en
Colombia, son escasos. Con el primero de
ellos, en 1995 en una poblacién de Antioquia
(10), y posteriormente en el 2003, se evidencié
pérdida de susceptibilidad en una poblacién de
Barrancabermeja (Santander) (Rojas W, Gonzalez
J, Amud M, Quifiones M, Vélez |. Evaluacion de
la susceptibilidad de Aedes aegypti del municipio
de Barrancabermeja, Santander a los insecticidas
malation, fenitrotion, temefos, lambdacialotrina,
deltametrina, permetrina, propoxur y DDT. 2003.
Biomédica. 2003;23(Supl.1):35-6.).

Teniendo en cuenta la necesidad de contar con una
linea base de susceptibilidad de Ae. aegypti a los
insecticidas de uso en salud publica y establecer
un programa de vigilancia de la resistencia a
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insecticidas que aporte informacion para la toma de
decisiones relacionadas con las medidas de control,
durante el 2005 al 2007 se llevo a cabo el proyecto:
“Evaluacion del estado actual de la resistencia a
insecticidas en los principales vectores de malaria,
dengue vy fiebre amarilla urbana en Colombia e
iniciacion de la Red Nacional de Vigilancia de la
Resistencia a Insecticidas en Colombia”. En este
proyecto participaron el Centro de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas (CIDEIM), el Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales de
la Universidad de Antioquia (PECET), el Instituto
Nacional de Salud y la Universidad Nacional
de Colombia, con el apoyo de las secretarias
departamentales de salud y la financiacion de
Colciencias.

Los resultados que aqui se presentan hacen parte
de una serie de estudios del Instituto Nacional de
Salud en trece localidades seleccionadas en el
marco de dicho proyecto.

Materiales y métodos
Sitios de estudio

En cada uno de los cinco departamentos de
Colombia incluidos en el estudio, se seleccionaron
uno o dos municipios con mayor incidencia de
dengue. En cada municipio se escogieron dos
localidades o “comunas”, de acuerdo con historia
de indices de Breteau superiores a 5 y el registro
sistematico de intervenciones quimicas para el
control de casos de dengue. De cada comuna
seleccionada, que consistid en una agrupacion
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de barrios con caracteristicas socio-demograficas
similares, se recolectaron las 13 poblaciones
naturales de Ae. aegypti evaluadas. En el cuadro 1

se registran los sitios de estudio.
Material biolégico

En cada comuna se recolectaron larvas de Ae.
aegypti siguiendo la metodologia estandarizada
por la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) para el levantamiento de indices de
infestacion aédica (11). El material de campo se
llevé al laboratorio y se mantuvo en condiciones
controladas con una temperatura de 2414 °C, 70 %
de humedad y un fotoperiodo de 12:12 horas. Las
larvas se dispusieron en bandejas plasticas de
30 x 30 cm con agua sin cloro y se alimentaron
diariamente con Rodentina® pulverizada para
obtener adultos, los cuales se alimentaron con
solucion azucarada al 10 %; para facilitar la postura
de huevos, las hembras se alimentaron cada
tercer dia con sangre de raton de la especie Mus
muscullus, siguiendo los protocolos de manejo de
vertebrados del Instituto Nacional de Salud. Una
fraccion de hembras F1, aproximadamente 200
individuos, se almacenaron a -70 °C a los dos dias
de emergidas, con el propdsito de estandarizar
la edad fisiologica y utilizarlas para la evaluacion
de los posibles mecanismos de desintoxicacion
enzimatica asociados con resistencia. A partir
de las hembras F1 restantes y los machos de
esta generacion, se obtuvo la cantidad suficiente
de hembras F2 de tres a seis dias de nacidas
utilizadas en los bioensayos.

Cuadro 1. Origen geografico a partir del cual se obtuvieron las poblaciones naturales de Aedes aegypti evaluadas

Departamento Municipio Coordenadas Altitud (msnm) Comunas evaluadas
Caqueta Florencia 01°36"59" N 242 Florencia
75°36° 00" W
Cundinamarca Girardot 04° 18" 11" N 289 Girardot 1
74°48°03° W Girardot 2
La Mesa 04°38° 09N 1300 La Mesa 1
74°27°597 W La Mesa 2
Guaviare San José del Guaviare 02°34" 377N 200 San José del Guaviare
72° 38745 W
Meta Villavicencio 04°09" 12N 457 Villavicencio 7
73°38°06" W Villavicencio 5
Puerto Lépez 04°05° 06" N 184 Puerto Lépez 1
72° 57197 W Puerto Lépez 2
Santander Bucaramanga 07°07" 47N 960 Bucaramanga 17
73°07°33° W
Sabana de Torres 07°23" 53" N 234 Sabana de Torres 1
73°29°49”°W Sabana de Torres 2
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Determinacién de la susceptibilidad en larvas

Para la determinacion de la susceptibilidad al
larvicida organofosforado temefos, se utilizd
insecticida de grado técnico (99 %) adquirido en
Chem Service (West Chester, PA, USA). Se aplicé
la metodologia de la OMS (12), evaluando la dosis
diagnostica obtenida por el PECET en el marco del
proyecto nacional de resistencia a insecticidas, la
cual correspondi6 a 0,012 ppm (13). Cada prueba
consistio de cuatro réplicas y un control. Cada
réplica, asi como los controles, consisti6 en un
vaso de vidrio provisto con 99 ml de agua sin cloro.
A cada uno de los vasos con los tratamientos se
les agregé 1 ml de temefos a una concentracién
de 1,2 ppm, para obtener una concentracion final
de 0,012 ppm. A los vasos control se les agreg6
1 ml de etanol absoluto libre de insecticida. Se
evaluaron 25 larvas entre el tercer estadio tardio
y el cuarto temprano por réplica, para un total de
100 larvas por prueba. Se hicieron tres pruebas
por poblacion del insecto evaluado. La lectura de
mortalidad se hizo a las 24 horas. Se consideraron
larvas muertas aquellas con: 1) ausencia de
respuesta al ser estimuladas dorsalmente con
una micropinza, 2) incapacidad de ascender a la
superficie y de llegar al fondo del vaso, y 3) con
presencia de necrosis de la epidermis (12).

Determinacién de la susceptibilidad en
mosquitos adultos

Para las evaluaciones de sensibilidad de las
hembras adultas se utilizaron dos metodologias
estandarizadas, correspondientes a papeles im-
pregnados de la OMS, 1981 (14), y botellas
impregnadas de los Centers for Disease Control
and Pravention (CDC), 1998 (15). Tanto para la
metodologia de la OMS como la de los CDC, se
hicieron tres pruebas por cada insecticida. Cada
prueba estuvo conformada por cuatro réplicas del
tratamiento y un control. Una réplica consistié en
un tubo (OMS) o botella (CDC), dentro del cual se
colocaron entre 20 y 25 hembras del mosquito F2
entre tres y seis dias de nacidas y alimentadas con
agua azucarada al 10 %.

En los bioensayos OMS se utilizaron papeles
impregnados a una concentracion de 0,1 %
para propoxur, de 5,0 % para malatién y de 1,0 %
para fenitrotion. Los controles consistieron en
papeles impregnados con aceite de oliva, solvente
utilizado para estos principios activos. Los papeles
impregnados y los controles para los bioensayos
OMS, fueron adquiridos en Malasia, de acuerdo
con las recomendaciones de la Organizacion
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Mundial de la Salud (14). El criterio de mortalidad
consistié en la evaluacion de individuos evidente-
mente muertos a las 24 horas después de la
exposicién (14). Los bioensayos CDC requirieron
de la determinacién previa de los tiempos y dosis
diagnoésticas para cada molécula insecticida
evaluada, los cuales se obtuvieron con la cepa
de referencia Rockefeller por el PECET de
la Universidad de Antioquia (13). Las dosis
diagnésticas utilizadas en los bioensayos CDC
correspondieron a 12,5 pg/ml por 30 minutos
para el carbamato propoxur, a 100 pg/ml por
30 minutos para malation y a 75 pg/ml por 45
minutos para fenitrotion (13). Las botellas control
se impregnaron con etanol absoluto. El criterio de
mortalidad consistié en mosquitos evidentemente
muertos o con sintomas de intoxicaciéon, como
incapacidad de volar o posarse después de
caer sobre el dorso (15). Los insecticidas de
grado técnico propoxur (99 %), malation (98 %) y
fenitrotion (99,5 %), utilizados tanto en la obtencién
de la dosis diagnéstica como en las pruebas de
sensibilidad, se adquirieron en Chem Service
(West Chester, PA, USA). Todos los bioensayos
se llevaron a cabo a una temperatura ambiental
de 18 a 20 °C y una humedad relativa de 65 a
68 %.

Analisis de resultados

Tanto para los bioensayos OMS (en adultos vy
larvas) como en los bioensayos CDC con adultos,
se obtuvieron los promedios de las mortalidades,
expresadas en porcentajes, de las tres pruebas por
insecticida. Cuando en una réplica control de una
prueba se presentaron mortalidades inferiores
a 20 %, los resultados de la mortalidad total se
corrigieron utilizando laférmula de Schneidery Orelli
(16). Los bioensayos que presentaron mortalidad
superior a este porcentaje se descartaron y la
prueba se repiti6. Para los resultados con la
metodologia CDC (1998), la supervivencia al
tiempo diagnéstico se consideré como pérdida de
sensibilidad al insecticida evaluado. En el caso de
la metodologia OMS (1981), las poblaciones con mas
de 98 % de mortalidad se consideraron susceptibles,
aquellas con menos de 80 %, resistentes, y en
aquellas con 80 a 98 %, se consideraron valores
de vigilancia para los cuales se debe corroborar la
presencia o ausencia de resistencia. Teniendo en
cuenta que cada poblacién se evaludé con ambas
metodologias, OMS y CDC, para cada insecticida,
los criterios de susceptibilidad se unificaron en
los siguientes casos: 1) poblaciones resistentes,
aquellas con pérdida de susceptibilidad en CDC y
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resistencia en OMS, y 2) poblaciones con pérdida
de susceptibilidad, las cuales presentaron pérdida
de susceptibilidad en CDC y vigilancia en OMS.

Determinacion de los mecanismos enzimaticos
de resistencia

Con el proposito de determinar alteraciones de tipo
enzimatico asociadas con la resistencia fisiolégica
a los insecticidas organofosforados y el carbamato
propoxur en las poblaciones evaluadas, se
aplicaron pruebas colorimétricas de acuerdo con la
metodologia propuesta (17-19). Utilizando un lector
para la ELISA (Thermo Labsystems), se midieron
las densidades oépticas a longitudes de onda
predeterminadas para determinar el incremento
en el nivel de las enzimas esterasas inespecificas
y monooxigenasas del grupo citocromo P450
(CIP450).

Para la acetilcolinesterasa modificada, se determin6
la proporcion de individuos de la poblacion
que no presentaban inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa. El incremento de las enzimas
esterasas inespecificas, se determind utilizando
éster B-naphtil acetato (Merck) como sustrato,
B-naphtol (Merck) como control positivo, y la
solucion amortiguadora fosfato como control
negativo. Después de 10 minutos de incubacién,
se agregé dianisidina (Sigma), compuesto que
evidencia la formacion de B-naphtol. Se leyé la
absorbancia utilizando el filtro de 570 nm.

Para determinar el incremento de las monooxige-
nasas del grupo citocromo P450, se utiliz6 peroxido
de hidrégeno (Microgen Chemicals) como sustrato,
citocromo C (Merck) como control positivo, solucion
amortiguadora fosfato como control negativo y
3.3°, 5,5"tetrametil-bencidina-TMBZ (Sigma) que
evidencia la presencia de peroxidasas y peréxido
de hidrogeno por oxidacién. Se ley6 la absorbancia
utilizando al tiempo 0y 10 y el filiro de 630 nm.

La determinacién de acetilcolinesterasa modificada
consistio en utilizar una mezcla de acetilcolina
(Sigma) mas propoxur (Chem Service) como
sustrato, acetilcolina iodada (Sigma) como control
positivo, solucién amortiguadora fosfato como
control negativo y DTNB (5,5 ditio-bis, 2-acido
nitrobenzoico) (Sigma) compuesto que reacciona
con la tiocolina, la cual es producto de la hidrélisis
de la acetilcolina efectuada por la enzima
colinesterasa. Se ley6 la absorbancia al tiempo 0
y 10 utilizando el filtro de 410 nm.

En el caso particular de la CIP450 y la acetil-
colinesterasa modificada, se resté el valor de
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absorbancia del tiempo 0 al valor de absorbancia
del tiempo 10 para cada una de las muestras.
Para determinar el incremento en el nivel de
enzimas esterasas inespecificas y CIP450, y el
ndmero de individuos con acetilcolinesterasa
modificada, se establecieron puntos de corte con
la cepa de referencia Rockefeller de Ae. aegypti
(18). Los promedios de las densidades Opticas de
las poblaciones de campo iguales o inferiores a
este valor se consideraron como normales, y los
valores superiores, como incrementos en el nivel
de las enzimas esterasas inespecificas y CIP450 o
presencia de acetilcolinesterasa modificada.

Para el analisis estadistico de los datos se aplicaron
las pruebas de: 1) Shapiro-Wilk, intervalo de
confianza (IC,,, ), para determinar la normalidad;
2) andlisis de varianza (IC,,) para comparar las
densidades oOpticas entre poblaciones; 3) la prueba
de comparacion mdltiple de Dunnett (IC,) para
comparar las densidades Opticas entre poblaciones
y Rockefeller (18).

Los promedios de mortalidad para los resultados
de las pruebas biologicas, asi como el andlisis
de resultados de las pruebas bioquimicas, se
obtuvieron con el programa estadistico SAS®,
version 9,1 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Resultados
Determinacién de la susceptibilidad

En el cuadro 2 se registra el promedio aritmético de
los porcentajes de mortalidad de Ae. aegyptide 13
comunas correspondientes a cinco departamentos
del centro-oriente colombiano, evaluadas para los
insecticidas malation, fenitrotiébn, propoxur y el
larvicida temefos.

Todas las poblaciones naturales de Ae. aegypti
presentaron susceptibilidad a malation, tanto
en los bioensayos OMS como en los CDC. Para
el propoxur, todas las poblaciones presentaron
susceptibilidad con la metodologia CDC, en tanto
que los valores de mortalidad con OMS fueron
muy bajos en todas las poblaciones, incluyendo la
cepa de referencia Rockefeller (no se presentan
los datos). Asumiendo un posible problema
de estabilidad del compuesto en los papeles
impregnados OMS, solo se discuten los resultados
obtenidos mediante bioensayos CDC. Para el
organofosforado fenitrotién, todas las poblaciones
mostraron susceptibilidad usando CDC, en tanto
que para OMS, 4/13 poblaciones correspondientes
a la Mesa 1, Puerto Lépez 1 y 2 y Sabana de
Torres, evidenciaron porcentajes de mortalidad
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Cuadro 2. Mortalidad de Aedes aegypti en 13 localidades evaluadas para dosis diagnésticas de insecticidas adulticidas y larvicidas

insecticidas
Malation Fenitrotion Propoxur Temefos
Adulticida Adulticida Adulticida Larvicida
organosfosforado organosfosforado carbamato organofosforado
Metodologias
OMS CcDC OMS cDC OMS CcDC OMS
Deptos. Comunas % DE % DE % % DE % DE % DE % SD
Cundinamarca Girardot 1 100 +0,0 100 +0,0 90 100 +0,0 15 +7,6 100 +0,0 48 +2,3
n=300 n=175 n=100 n=100 n=100 n=100 n=160
Girardot 3 100 +0,0 100 +0,0 91 100 +0,0 26 +19,5 100 +0,0 54
n=300 n=100 n=100 n=100 n=100 n=112 n=160 *3,8
La Mesa 1 100 +0,0 100 +0,0 14 +8,4 100 +0,0 56 +5,7 100 +0,0 23
n=100 n=100 n=100 n=181 n=100 n=191 n=240 95
La Mesa 2 100 +0,0 85 16,9 96 5,2 100 +0,0 56 +48 100 +0,0 1,2
n=124 n=100 n=100 n=120 n=158 n=100 n=240 #22
Caqueta Florencia 98 +4,0 100 +0,0 100 +0,0 100 +0,0 57 +18,0 100 +0,0
n=117 n=159 n=293 n=120 n=100 n=100
Guaviare San José 98 +3,7 100 +0,0 95 +4,9 100 +0,0 1 +1,7 95 +5,0 40
n=119 n=181 n=100 n=185 n=100 n=101 n=200 *4,0
Meta Villavicencio 5 99 +2,2 100 +0,0 95 +5,4 100 +0,0 3 +5,7 100 +0,0 67
n=100 n=100 n=100 n=100 n=100 n=100 n=240 *1,6
Villavicencio 7 100 +0,0 100 +0,0 90 +4.5 100 +0,0 4 +3,4 100 +0,0 84
n=100 n=100 n=100 n=100 n=100 n=100 n=240 *1,2
Santander Puerto Lépez1 97 +4.8 100 +0,0 30 +3,4 100 +0,0 17 +15,0 100 +0,0 92
n=179 n=264 n=179 n=264 n=160 n=220 n=240 *34
Puerto Lépez2 100 +0,0 100 +0,0 20 +15,2 100 +0,0 0 +18,0 100 +0,0 98
n=227 n=160 n=227 n=160 n=236 n=233 n=240 13,4
Bucaramanga 17 100 +0,0 100 +0,0 100 +0,0 100 +0,0 8 +8,5 100 +0,0 91
n=100 n=98 n=100 n=100 n=100 n=100 n=160 6,5
Sabana de 83 +8,4 100 +0,0 91 +9,5 100 +0,0 46 +10 99 +0,0 36
Torres 1 n=100 n=100 n=175 n=170 n=100 n=100 n=240 3,0
Sabana de 100 +0,0 95 +8,2 20 +2,0 100 +0,0 47 +3,0 100 +0,0 56
Torres 2 n=100 n=100 n=264 n=371 n=100 n=100 n=240 29

---: bioensayos no realizados; n: cantidad de individuos evaluados.
OMS: metodologia propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud, 1981

CDC: metodologia propuesta por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, 1998

demostrativos de resistencia. Para el larvicida
temefos, solo 4/12 poblaciones correspondientes a
Puerto Lopez 1y 2, Bucaramanga 17 y Villavicencio
7 registraron valores de susceptibilidad.

Mecanismos enzimaticos de resistencia

En el cuadro 3 se presentan los valores de las
densidades épticas obtenidos para las tres enzimas
evaluadas. Para la acetilcolinesterasa modificada,
ninguna de las poblaciones presenté valores
superiores al punto de corte de 0,02. Para las
enzimas esterasas inespecificas, 7/11 poblaciones
registraron valores de la media de densidad Optica
superiores al punto de corte de 0,408: Sabana
de Torres 1 con 0,54 registrd el valor mas alto,
representando el 85 % (51/60) de los individuos
evaluados, y Villavicencio5con 0,58, representando
el 81 % (49/60) de los individuos evaluados. Para el
complejo enzimatico de oxidasas de funcién mixta
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CIP450 monooxigenasas, el valor de densidad
optica que representd el punto de corte fue de
0,67. La poblacién de Ae. aegyptide Bucaramanga
17 registr6 el 43 % (26/60) de los individuos con
valores superiores al punto de corte.

Una vez comprobada la normalidad de los datos,
los andlisis de varianza ANOVA correspondientes
a los valores de las densidades oépticas de
las pruebas colorimétricas, mostraron que, en
general, todas las enzimas presentaron diferencias
significativas entre municipios: acetilcolinesterasa
modificada (p=0,0009), CIP450 (p<0,0001), enzimas
esterasas inespecificas (p<0,0001) y entre comunas
acetilcolinesterasa modificada (p=0,0262), CIP450
(p<0,0001), enzimas esterasas inespecificas
(p<0,0001). Sin embargo, al comparar cada
municipio con relacién a la cepa de referencia
Rockefeller mediante la prueba de rango multiple de
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Cuadro 3. Puntos de corte, valores promedio de densidades Opticas, desviacion estandar y coeficiente de variacién para
actividad enzimatica de: acetil- colinesterasa modificada (ACEM), esterasas inespecificas (ENE) y oxidasasde funcion mixta
(CIP450), evaluadas para 11 poblaciones naturales de Aedes aegyptiy la cepa de referencia Rockefeller, Colombia 2006-

2007.
Enzimas evaluadas

ACEM ENE CIP450
Puntos de corte 0,02 0,40 0,67
Poblacion X DE CV% X DE CV% X DE CV%
Rockefeller 0,011 0,004 41 0,298 0,019 6,4 0,423 0,052 12,3
Bucaramanga 17 0,015 0,003 20 0,450 0,013 2,9 0,709 0,035 5,0
Girardot 1 0,025 0,003 15 0,194 0,0157,9 0,567 0,042 7,5
Girardot 3 0,005 0,004 83 0,292 0,019 6,4 0,268 0,051 19,0
La Mesa 1 0,014 0,003 22 0,455 0,013 2,9 0,308 0,046 15,1
La Mesa 2 0,003 0,004 13 0,220 0,016 7,3 0,364 0,045 12,4

Puerto Lépez 1
Puerto Lépez 2
Sabana de Torres 1
Sabana de Torres 2
Villavicencio 5
Villavicencio 7

0,008 0,003 38
0,009 0,003 34
0,008 0,003 39
0,007 0,003 50
0,010 0,003 29
0,010 0,003 31

0,427 0,013 3,1

0,385 0,036 9,4

0,256 0,013 5,0 0,434 0,035 8,2
0,569 0,0132,3 0,508 0,0357,0
0,484 0,014 2,8 0,523 0,037 7,1

0,5700,0132,3 0,507 0,0357,0
0,4190,014 3,4 0,650 0,060 9,2

X: media; DE: desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion

Dunnett (8), con un nivel de significancia de p=0,05
para acetilcolinesterasa modificada y CIP450, no
se encontraron diferencias significativas. Para las
enzimas esterasas inespecificas, en cambio, los
municipios de Sabana de Torres (0,23) y Villavicencio
(0,20) presentaron diferencias significativas entre
valores de medias de densidad éptica con respecto
a la cepa de referencia (p=0,05).

Discusidn

Para el conjunto de las poblaciones colombianas
del vector del dengue Ae. aegypti evaluadas en
este estudio, se encontro susceptibilidad fisiolégica
al carbamato propoxur y al organofosforado
malatién. Los resultados de susceptibilidad de las
poblaciones de adultos de Ae. aegypti al malation
obtenidos en este estudio, coinciden con los
estudios anteriores para esta especie en Cuba,
Venezuela, Panama, Perl y Colombia (20-25).
Este hallazgo reviste gran importancia, teniendo
en cuenta que la aplicacién espacial de este
insecticida es la medida mas utilizada en Colombia
para interrumpir la transmision del dengue durante
los brotes o epidemias. De manera particular, si
se tienen en cuenta los hallazgos de pérdida de
susceptibilidad al piretroide lambdacialotrina para
las mismas poblaciones incluidas en este estudio
(25), este organofosforado continla siendo de
eleccion.

Los resultados obtenidos para el insecticida fenitrotion
revelaron susceptibilidad en la mayoria de las
poblaciones evaluadas (9/13), con bioensayos OMS

y CDC. Las cuatro poblaciones restantes mostraron
porcentajes de mortalidad con OMS entre 14 y
30 % vy, por lo tanto, indicativos de resistencia,
en contraste con los resultados de 100 % de
mortalidad utilizando la metodologia CDC. En un
estudio con Ae. aegypti en el Valle del Cauca,
también se habian encontrado incongruencias
para estas dos metodologias cuando se evalué
el insecticida malatién, lo cual se asoci6 con
problemas de calidad en los papeles impregnados
OMS (24).

Es de aclarar que, aunque ambas pruebas expresan
los resultados en porcentajes de mortalidad,
responden a interrogantes distintos. En general,
los bioensayos CDC miden el tiempo que tarda
el principio activo a una dosis especifica en llegar
al sitio blanco de accion; entre mas tiempo tarde
la molécula en actuar en el insecto, se entiende
que se puede estar desarrollando un mecanismo
fisiologico de desintoxicacion en éste (16). En
este contexto, la dosis evaluada se expresa en
microgramos por mililitro que, para el caso de
fenitrotién en este estudio, correspondi6é a 75 ug/
ml por 45 minutos. En los bioensayos OMS, se
evalla la respuesta de las poblaciones naturales
de los mosquitos a la dosis de ingrediente activo
que deberia ser eficaz en condiciones de campo.
En este estudio se utilizaron papeles impregnados
al 1,0 % para fenitrotion. Para una misma
poblacion natural de Ae. aegypti se espera que,
si se encuentra susceptibilidad utilizando las dosis
y tiempos diagnésticos del bioensayo CDC, se
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encuentre también susceptibilidad con el bioensayo
OMS. Sin embargo, los resultados obtenidos para
estas cuatro localidades requieren de verificacién.

De acuerdo con la incongruencia en los resultados
OMS y CDC para propoxur y fenitrotion, debe
tenerse en cuenta que, debido a que los papeles
impregnados deben adquirirse en Malasia,
Unico centro autorizado por OMS, pueden
existir dificultades durante el proceso de envio y
almacenamiento hasta su uso, los que puedan
afectar la estabilidad de algunas moléculas
insecticidas. Ademas, los procesos administrativos
de importacion pueden llegar a incrementar los
tiempos entre el envio y el uso de los papeles
impregnados, lo que determina en muchos casos
que los bioensayos se utilicen cerca a las fechas
de vencimiento. En los programas de vigilancia
de la resistencia a insecticidas nacionales, es
importante establecer si se aplican los bioensayos
OMS y CDC para una misma poblacioén natural de
vectores o si solo se aplica una sola metodologia
utilizando la cepa de referencia sensible como
control positivo.

Para el larvicida temefos, se observod resistencia
en el 70 % de las poblaciones evaluadas, lo cual se
explica porque este ha sido el insecticida de eleccion
para el tratamiento focal de formas inmaduras del
vector en areas endémicas en Colombia. A pesar
de que en Colombia la resistencia de Ae. aegypti al
temefos se ha demostrado en diferentes estudios,
los registros de resistencia al malatién son escasos
(7,9) (Gonzalez J, Rey G, Olano V, Brochero H.
Informe técnico, Ministerio de la Proteccion Social.
2005; Convenio 043. p. 60). Sin embargo, en un
estudio reciente en Brasil, se demostro resistencia
a los dos inseciticidas en el nordeste de este pais,
lo cual se asocié con el uso de organofosforados en
estado de larva y de adulto (26). Lo anterior indica
que, a pesar de los resultados de sensibilidad
para la mayoria de poblaciones de Ae. aegypti
de Colombia evaluadas para el malatién, se debe
mantener la vigilancia de la resistencia a esta
molécula, particularmente si se continda con su
uso en forma sistematica.

Los resultados de las pruebas bioquimicas
demostraron comportamientos diferenciales entre
comunas pertenecientes a un mismo municipio.
Estas diferencias se explican por la heterogeneidad
misma de las poblaciones evaluadas, las
cuales correspondieron a comunas diferentes
de cada municipio. Las comunas consisten en
agrupaciones de barrios con caracteristicas similares
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socioculturales, demograficas, epidemiolégicas
y entomoldgicas para dengue; con base en
esta agregacion geografica se establece el
riesgo y se focalizan las estrategias de control.
Esta circunstancia determina las diferencias
en la intensidad y el tiempo durante el cual las
poblaciones evaluadas han estado presionadas
por los insecticidas utilizados en los programas de
control y por las mismas comunidades.

En estudios anteriores se ha asociado el
incremento de las enzimas esterasas inespecificas
con resistencia fisioldgica a organosfosforados
en diferentes especies de insectos, incluido
Ae. aegypti (27-30). De manera particular, a
las esterasas a y B se les atribuye la pérdida de
sensibilidad a temefos (31-33). No obstante, se
encontr6 que tres de las cuatro poblaciones de
Ae. aegypti correspondientes a Puerto Lopez 1,
Bucaramanga 17 y Villavicencio 7 que registraron
susceptibilidad fisiolégica a este principio activo,
presentaron valores superiores al punto de corte
para enzimas esterasas inespecificas, en tanto,
otras que mostraron resistencia fisiolégica a esta
misma molécula, como Girardot 1y 3y La Mesa 2,
registraron valores por debajo del punto de corte.

Lo anterior puede explicarse porque las pruebas
bioquimicas se aplicaron en poblaciones de Ae.
aegyptide individuos adultos y no de larvas, estadio
usado para los bioensayos. Algunos autores
recomiendan aplicar las pruebas bioquimicas sobre
el estado de desarrollo que se pretende controlar,
debido a que los mecanismos de resistencia
no necesariamente se encuentran en todos los
estadios de desarrollo del insecto (34).

Estas diferencias relacionadas con el estado de
desarrollo se han confirmado en otros estudios. En
Brasil, se encontraron diferencias en la expresion
del nivel de las enzimas CIP450 monooxigenasas,
relacionadas con el estado de desarrollo (28) y, en
Cuba, un estudio en el cual se evalud la resistencia
a malation en larvas y adultos revel6 diferencias en
la susceptibilidad paralos dos estadios de desarrollo
(835). Evidentemente, la expresién genética de
la especie se desarrolla en concordancia con el
nicho que ocupa, por lo cual la desintoxicacién
de xenobidticos esta determinada por la fisiologia
del estado de desarrollo en el cual se encuentre el
insecto y, de manera particular, para las enzimas
esterasas inespecificas asociadas con procesos
naturales de desintoxicacién, las cuales también
incrementan su expresion con la longevidad de los
individuos.
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En este sentido, a pesar de la imposibilidad
de establecer una asociacion directa entre los
resultados de resistencia a temefos encontrados
con pruebas biolégicas y los resultados de las
pruebas bioquimicas, no se puede descartar que
las enzimas esterasas inespecificas constituyan
el mecanismo bioquimico responsable de la
resistencia a este insecticida, debido a las
diferencias de seleccion de resistencia de las
enzimas esterasas inespecificas entre larvas vy
adultos. Lo anterior se podria corroborar aplicando
pruebas bioquimicas o de sinergias sobre los
estadios larvales de las poblaciones de Ae. aegypti
que revelaron disminucién de la sensibilidad en
este estudio.

Para las poblaciones de adultos pertenecientes a
La Mesa 1, Villavicencio 5y 7, Sabana de Torres 1
y 2 y Bucaramanga 17 evaluadas por los autores
en otro estudio, se encontré asociacion entre las
enzimas esterasas inespecificas elevadas y la
resistencia fisiolégica a lambdacialotrina (25), por
lo que no se podria descartar la posibilidad de
encontrar resistencia cruzada entre piretroides y
organofosforados, ambos de amplio uso para el
control del insecto en estas poblaciones. En larvas
de Ae. aegypti de Cuba, se observé resistencia a
piretroides por presién con malation (35) y, en Brasil,
se encontré una resistencia fisioldégica elevada de
adultos a los piretroides y una baja resistencia al
temefos (28). La resistencia cruzada a temefos
con piretroides como deltametrina y cipermetrina,
y con el organofosforado malatién, se comprobd
en condiciones controladas de laboratorio (32). En
Colombia, estos insecticidas son los autorizados
para el control de dengue y de malaria, y también
son de amplio uso en agricultura, lo que conlleva
a plantear la necesidad implementar esquemas
de vigilancia estricta, de rotacién de insecticidas y
areas con disminucion en la presion de seleccién
con estas moléculas. Teniendo en cuenta esto, se
debe considerar que la supresion de la presién con
insecticidas puede revertir la resistencia, lo cual
se ha corroborado en condiciones controladas de
laboratorio (32).

La ausencia de individuos con acetilcolinesterasa
modificada en las poblaciones de Ae. aegypti
evaluadas en este estudio, concuerda con estudios
en los cuales no se ha encontrado este mecanismo
asociado con resistencia a organofosforados en
esta especie (32,33). Sin embargo, se requiere
hacer pruebas bioquimicas para determinar los
niveles de acetilcolinesterasa modificada en las
poblaciones de larvas, con el propdsito de conocer
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la responsabilidad de este mecanismo en la
resistencia al temefos en poblaciones de Colombia.
Para Bucaramanga 17, la asociacion entre
los resultados de las pruebas biologicas y
bioquimicas no es muy clara. Esta poblacién
revelé susceptibilidad a todos los insecticidas
evaluados. Sin embargo, también mostré incre-
mentos significativos en las enzimas CIP450
monooxigenasas, enzimas esterasas inespecificas
y la presencia de una proporcion de individuos con
acetilcolinesterasa modificada modificada. En este
sentido, se puede interpretar que esta poblacion
puede potencialmente desarrollar resistencia a
insecticidas de cualquier grupo quimico, aspecto
relevante si se tiene en cuenta que este municipio
aporta la mayor carga de casos de dengue clasico
y dengue grave para el departamento de Santander
y, por ende, las poblaciones naturales del mosquito
vector son fuerte y frecuentemente presionadas
con insecticidas quimicos. Es urgente, entonces,
ampliar los estudios de susceptibilidad a otras
localidades urbanas de Bucaramanga y de los
municipios cercanos a su area de influencia.

Las diferencias en el nivel de enzimas obedecen
a diferencias locales en cuanto a la presién de
seleccién a partir del control quimico implementado
para el control del dengue y a la variabilidad
genética propia de cada poblacion. La resistencia
fisiologica a insecticidas constituye un fenémeno
localizado de manera especifica en espacio y
tiempo, y por consiguiente, las particularidades
que presentaron algunas de las poblaciones de Ae.
aegypti evaluadas en este estudio deben tenerse
en cuenta para el establecimiento de un programa
de vigilancia y prevencion de la resistencia. Ante
la posibilidad de que exista resistencia cruzada a
lambdacialotrina causada por presién de seleccion
por uso continuo de temefos, se sugiere mantener
vigilancia sistematica de la resistencia a estas
moléculas y disminuir la presion de seleccién
con estos insecticidas en el pais, mediante el
fortalecimiento de otras medidas de control del
vector, como la destruccion de criaderos, el control
fisico, el uso insecticidas bioldgicos, la rotacion
con otras moléculas quimicas y, particularmente,
mediante la implementacion de estrategias de
accion-participacion de la comunidad que ha
mostrado resultados favorables en varios paises
(36). En este mismo contexto, debe incorporarse a
la vigilancia nacional de la resistencia a insecticidas
la evaluacion de enzimas glutation S-transferasa,
las cuales se han asociado como mecanismo de
desintoxicacion del DDT (37) y, recientemente,
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como mecanismo de resistencia fisiolégica al
temefos (32).

Colombia ha descentralizado las actividades de
control de la transmision del dengue, las cuales han
sido asumidas por las autoridades municipales de
salud. Se sabe que la exposicion a dosis subletales
de insecticidas quimicos induce la expresion de
sistemas de desintoxicacion fisiolégica en las
poblaciones naturales de insectos (38), por lo
que se requiere también establecer procesos de
capacitaciénregular paralos procesos de aplicacion
de insecticidas, tales como dosis, tamafo de gota
y hora de aplicacion, entre otros. Evidentemente,
los hallazgos de resistencia fisiolégica deben
complementarse con estudios sobre la genética
de las poblaciones naturales del mosquito y la
susceptibilidad que presenten a la infeccién por
arbovirus de tipo dengue.
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