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DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS EN
Aedes aegypti, Anopheles albimanus Y Lutzomyia peruensis
PROCEDENTES DEL NORTE PERUANO
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RESUMEN

Objetivo: Determinar los niveles de resistencia a temephos y deltametrina en cinco poblaciones naturales de Aedes
aegypti del norte de Peru (La Libertad y Piura), dos cepas de Anopheles albimanus (Sullana y Tambogrande) y una
cepa de Lutzomyia spp (Santiago de Chuco, La Libertad). Materiales y métodos: Se realizaron bioensayos en larvas
y adultos siguiendo la metodologia de la Organizaciéon Mundial de la Salud. La visualizacion de bandas de B-esterasas
se hizo por electroforesis en gel de poliacrilamida en larvas de cuarto estadio. Resultados: Las poblaciones de Ae.
aegypti de Sullana y Tambogrande (Piura) presentaron factores de resistencia (FR) a temephos de 6,84 con un KDT,
= 160,42 minutos y 70% de mortalidad a las 24 horas; en tanto en la poblacion de Tambogrande se observé un FR de
5,60, KDT,, = 107,20 y 80% de mortalidad, a diferencia de las cepas de La Esperanza, El Porvenir y Florencia de Mora
(La Libertad) que fueron susceptibles. Se identifico resistencia en las poblaciones de Ae. aegyptiy A. albimanus proce-
dentes de Piura (Tambogrande y Sullana) para deltametrina, a diferencia de las poblaciones de Ae.aegyptiy Lutzomyia
spp de La Libertad que fueron susceptibles. Se identifico la esterasa B, con un Rf de 0,23 en la poblacion de Ae. aegypti
de Sullana. Conclusiones: Dada la susceptibilidad de la poblacion de La Libertad al insecticida temephos, puede seguir
siendo usado en el control vectorial de Aedes aegypti; por lo contrario, dada la resistencia observada en poblaciones de
Anopheles en Sullana y Tambogrande se debe evaluar el uso de la deltametrina en estas poblaciones. Finalmente, la
poblacion de Lutzomyia spp. no presenté resistencia a deltametrina.

Palabras clave: Aedes aegypti; Anopheles albimanus; Lutzomyia peruensis; Control vectorial; Resistencia a insectici-
das; Peru (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective: To determine resistance levels to temephos and deltamethrin in native populations of the following insects:
Aedes aegypti (La Libertad and Piura), Anopheles albimanus strains (Sullana and Tambogrande), and Lutzomyia spp.
(Santiago de Chuco) in Northern Peru. Materials and methods: Bioassays in larvae and adults were performed follo-
wing the methodology designed by the World Health Organization. B-estearase band visualization in fourth-stage larvae
was performed using electrophoresis in a polyacrylamide gel. Results: A. aegypti from Sullana had a 6,84 resistance
factor (RF) to temephos, a KDT,, = 107,20 minutes and 70% mortality rate at 24 hours; while the Tambogrande mos-
quito population had a 5,50 RF, a KDT,; = 98,35, and 80% mortality rate at 24 hours. These results were different from
what was found in La Esperanza, El Porvenir, and Tambo de Mora mosquito strains, which were reported as susceptible
to temephos. Deltamethrin resistance was reported in A. aegypti and A. albimanus from Piura (Tambogrande and Su-
llana), differently from La Libertad A. aegypti and Lutzomyia mosquito populations, which were reported as susceptible.
B, estearase was identified with a 0,23 RF in A. aegypti from Sullana. Conclusions: Given that mosquitoes from La
Libertad are susceptible to temephos, this agent may still be used for Aedes aegypti vector control; on the contrary,
considering observed resistance in Anopheles populations in Sullana and Tambogrande, the use of deltamethrin must
be assessed in these areas. Finally, Lutzomyia spp. populations did not show deltamethrin resistance.

Key words: Aedes aegypti; Anopheles albimanus; Lutzomyia peruensis; Vector control; Insecticide resistance; Peru
(source: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

Las enfermedades metaxénicas constituyen uno de los
principales problemas de salud en el Perd, que afec-
tan a grandes sectores de la poblacion, generalmente
las mas pobres y de menos acceso a los servicios de
salud. Dentro de estas enfermedades se destacan la
malaria, el dengue, la fiebre amarilla, la Bartonelosis, la
Leishmaniosis, entre otras, las cuales generan un gran
impacto sobre la salud publica nacional asi como una
gran pérdida econdmica’™.

Aunque las opciones para el control de estas infeccio-
nes estan disponibles, los problemas de resistencia a
drogas (por ejemplo en la malaria®) la falta de dispo-
nibilidad o el costo de una vacuna (por ejemplo en el
dengue®), hacen del control vectorial una opcién im-
portante2. Sin embargo, la habilidad de los insectos en
desarrollar resistencia a los insecticidas ha sido hoy en
dia el mayor obstaculo para su control.

En 1955 la Organizacién Mundial de Salud (OMS) pro-
puso la erradicacion global de la malaria, una de las en-
fermedades mas prevalentes transmitidas por vectores,
haciendo uso de rociados residuales intradomiciliarios
de Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), pero los pro-
blemas de resistencia continuaron aun con la rotacion
hacia nuevos insecticidas como los organofosforados,
carbamatos y piretroides®.

La resistencia a los insecticidas tuvo mayor incremento
e impacto en los ultimos 60 afos, luego del descubri-
miento y uso extensivo de los insecticidas organicos
sintéticos. Actualmente, la resistencia se explica sobre
la base de los factores multidimensionales dependien-
tes de la ecologia, fisiologia, bioquimica y genética de
los vectores, que varia con la especie, las poblaciones
y la localizaciéon geografica’.

Dentro del gran niumero de especies de mosquitos re-
sistentes a la accion de los insecticidas se encuentran
el Aedes aegypti, Anopheles albimanus y Lutzomyia
peruensis que desempenan un importante papel en la
transmisién de enfermedades virales, parasitarias y
bacteriana, respectivamente?38, En los ultimos 15 a 20
afos se han utilizado insecticidas organofosforados, in-
cluido el temephos granulado para su uso en recipientes
de agua doméstica. Actualmente, los insecticidas pire-
troides son los mas utilizados para el control de adultos
de Aedes aegypti, sobre todo en casos de emergencia.

La resistencia se ha desarrollado en cada uno de los

grupos de insecticidas, también en el control biolégico
de vectores mediante microbios y en los reguladores
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del desarrollo de los insectos. Se espera que en donde
la resistencia no ha contribuido a la emergencia de en-
fermedades, se amenace el control de la enfermedad®.
Sin embargo, un cuidadoso analisis de la informacion
acerca de resistencia de vectores (por ejemplo la base
de datos de la OMS y los registros de los programas de
enfermedades) muestran que el efecto de la resistencia
en los esfuerzos del control son aun desconocidos.

La importancia creciente del problema de la resistencia
fisioldgica a los insecticidas hace recomendable que se
realicen cuidadosas mediciones de la susceptibilidad an-
tes de iniciar su aplicacion en gran escala, y periddica-
mente después y durante todo el desarrollo del programa
de control vectorial, por lo que el estudio de la resisten-
cia no debe considerarse solamente como una inquietud
cientifica, sino como un problema operacional.

Muchos reportes sobre resistencia de vectores, estan
basados en un punto geografico de un pais, ademas de
ser informacion no actualizada por afios o décadas. Por
otra parte, el desconocimiento que se tiene en nuestro
pais referente al comportamiento de la susceptibilidad
de las poblaciones de insectos vectores, pone en ries-
go los programas de intervencion que aun dependen del
uso de insecticidas, facilitando con su uso indiscriminado
que se manifieste prontamente el desarrollo de la resis-
tencia contra los insecticidas que aun son empleados’.

En la actualidad las investigaciones se estan orientan-
do hacia el estudio de los mecanismos moleculares y
bioquimicos de la resistencia y su manejo racional, con
la visién de controlar el desarrollo y la diseminacion de
poblaciones de vectores resistentes™.

Para el control del Ae. aegypti, el Ministerio de Salud
del Perti ha hecho uso del larvicida organofosforado
temephos®. La reduccién de los criaderos y los progra-
mas de saneamiento ambiental son importantes dentro
de las estrategias trazadas?; sin embargo, no han sido
suficientes para el control de las poblaciones de este
vector y en el afio 2000 este insecticida fue usado con
alta intensidad cuando se presentaron los primeros ca-
sos de dengue en los distritos de la provincia de Truijillo,
con un indice aédico de 23%".

La resistencia del Ae. aegypti al temephos y al malation
se ha difundido por todo el Caribe y en algunos paises
de América Central y América del Sur, ademas de la
resistencia a fenitrotién desarrollada en otros paises’.
Las localidades seleccionadas para esta investigacion
estan registradas como zonas de altos indices de infes-
tacion por Aedes aegypti, Anopheles albimanus y Lut-
zomyia peruensis y presencia de casos de enfermos.
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La reduccion de los criaderos y los programas de sanea-
miento ambiental son importantes dentro de las estrate-
gias trazadas, sin embargo, no han sido suficientes para
el control de las poblaciones de estos vectores. Debido a
esto y a la importancia del uso de insecticidas en los pro-
gramas de control de estos importantes vectores, este
trabajo se propone determinar los niveles de resistencia
al temephos como larvicida y deltametrina como adultici-
da, ampliamente utilizados en estas zonas como parte de
un control efectivo de estas especies en el Perd'.

MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

Se usaron cinco cepas de A. aegypti procedentes de Su-
llana, Tambogrande (Piura), La Esperanza, El Porveniry
Florencia de Mora (La Libertad) y una cepa Rockefeller
(cepa de referencia de A. aegypti susceptible suminis-
trada por el Instituto Pedro Kouri-La Habana-Cuba); ce-
pas de Anopheles albimanus proveniente de Sullana y
Tambogrande (Piura) y la cepa de Lutzomyia peruensis
proveniente de Santiago de Chuco (La Libertad).

Las colonias de Aedes, Anopheles 'y Lutzomyia se esta-
blecieron y mantuvieron en el insectario del Instituto de
Investigacion en Microbiologia y Parasitologia Tropical
de la UNT (La Libertad, Peru), con temperatura de 26 +
2 °C y humedad relativa de 65 + 5%.

INSECTICIDAS

Se emplearon las dosis recomendadas por la OMS:
temephos 0,02 ppm (mg/L) y deltametrina 0,025%.
Los papeles impregnados con deltametrina al 0,025%
procedian del Centro de Investigacion de Paludismo,
Tapachula, Chiapas-México proporcionados por el Dr.
Américo Rodriguez.

BIOENSAYOS DE LARVAS

Los bioensayos se realizaron siguiendo la metodolo-
gia de la OMS'. Se utilizaron larvas de tercer o cuarto
estadio temprano de cada poblacién de insecto vector
incluyendo la cepa susceptible de Rockefeller Se em-
plearon cinco réplicas de cada concentracion del insec-
ticida (x de 20 larvas por réplica). Todas las soluciones
de insecticidas se ajustaron a un volumen final de 1 mL
con acetona, concentracion de acetona que no causo
mortalidad en los controles. La lectura de la mortalidad
se realizd a las 24 horas y los resultados se procesaron
en el laboratorio de parasitologia del Instituto de Inves-
tigacion en Microbiologia y Parasitologia Tropical de la
Universidad Nacional de Trujillo, mediante el programa
probit-log para obtener la CL, )y CL,,

BIOENSAYOS DE ADULTOS

Las hembras de los insectos vectores en estudio fueron
expuestas a papeles impregnados con los insecticidas
temephos 0,02 ppm (mg/L) y deltametrina 0,025%. Los
papeles fueron impregnados con deltametrina al 0,025%,
a dosis diagnésticas sugeridas por la OMS™, y evalua-
dos a través de cinco réplicas. Los papeles impregnados
se colocaron en los cilindros plasticos de exposicion (kits
de la OMS) a 23+/-2 °C y 70% de humedad relativa, du-
rante 60 minutos, el nimero de mosquitos derribados fue
registrado a los 10, 20, 30, 50 y 60 minutos, la lectura de
mortalidad se realizé a las 24 horas. Se consideré de 100
a 98% de mortalidad como indicador de susceptibilidad,
de 97 a 80% indica que se debe realizar confirmacion de
resistencia, menos de 80% de mortalidad sefala resis-
tencia'®. Se realizaron cinco réplicas (17-26 mosquitos/
réplica) para cada poblacion. Los controles fueron pa-
peles impregnados con silicona. Los resultados fueron
analizados mediante el programa Probit - log'® para
obtener las dosis letales media y de 95 (KDT,, y KDT,)
cuyos valores indican el tiempo en que son derribados el
50 y 95% del numero de mosquitos expuestos al insecti-
cida deltametrina en base a los criterios de resistencia a
insecticidas segun la OMS'®,

Para la determinacion del factor de resistencia (FR)
se utiliza la formula de Bisset et al.'"” FR= CL,, cepa a
evaluar / CL,, cepa susceptible de referencia; FR< 5
susceptible; FR > 5 resistente.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
(PAGE)

Se determind la actividad de esterasas en larvas de ter-
cer estadio o cuarto temprano, en geles de poliacrila-
mida (PAGE) de acuerdo con el método estandarizado
para Ae. aegypti. y Anopheles por Rodriguez et al.'8,
Previo a la corrida electroforética se determind la acti-
vidad enzimatica de las esterasas y se seleccionaron
las muestras con mayor actividad'’. Las enzimas fueron
identificadas por sus valores de Rf”. Un estimado de la
frecuencia de los mecanismos de esterasas fue calcu-
lado a partir del numero de individuos susceptibles para
cada ensayo, asumiendo que la poblacién se encontra-
ba en equilibrio de Hardy-Weinberg™.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los rangos de las concen-
traciones letales (CL,,), la pendiente de la linea de re-
gresion probit-log, y el factor de resistencia (FR,;) para
el insecticida con larvas de poblaciones naturales de
Ae. aegypti, colectadas en los distritos El Porvenir, La
Esperanza, Florencia de Mora, Sullana y Tambogrande,
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Tabla 1. Concentracion letal (CL50), pendiente de la rec-
ta (B) y factor de resistencia (FR50) de temephos para
larvas de Ae. aegypti. Costa Norte del Pert, 200

Procedencia CL, (mglL) Rango B FR,,
El Porvenir 0,0256  0,0208-0,0295 3,3+/-0,37 2,01
La Esperanza 0,0380  0,0280-0,0330 2,6 +-0,63 2,98
Florencia de Mora 0,0344  0,0304-0,0374 2,8+/-0,33 2,38
Tambo Grande 0,0714  0,0681-0,0762 4,2+/-0,84 5,60
Sullana 0,0872  0,0837-0,0416 3,9+/-0,84 6,84
Rockefeller* 0,0127  0,1130-0,0145 3,7+/-0,34

Numero de larvas utilizadas evaluadas: 500; B: Pendiente +/-
desviacién estandar; * Cepa de referencia.

y la cepa susceptible de referencia de Ae. aegypti (Ro-
ckefeller). Segun la determinacién de la susceptibilidad
o resistencia al insecticida organofosforado temephos,
resultaron susceptibles (FR,, < 5) las cepas del El Por-
venir, La Esperanza, Florencia de Mora y Tambogran-
de. Los individuos de la poblacion de Sullana mostraron
moderados niveles de resistencia a temephos.

Los bioensayos de resistencia en adultos se observan
en la tabla 2. Asimismo, se muestra que la poblacion de
Sullana present6 el mayor KDT,, (107,20 minutos) en
tanto que la poblaciéon de Tambogrande present6 el me-
nor KDT,, (98,35 minutos). Los porcentajes de mortali-
dad indican resistencia para las poblaciones de Sullana
y Tambogrande, y susceptibilidad para las poblaciones
de Florencia de Mora, El Porvenir y La Esperanza, con
porcentajes de mortalidad de 90, 98 y 95%; respectiva-
mente, a una concentracion de deltametrina de 0,025%.

Segun la tabla 2, los porcentajes de mortalidad hallados
nos indican resistencia para la poblaciéon de Anopheles
de Sullana con 71%, mediana resistencia para la po-
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Figura 1. Electroferesis en gel poliacrilamida de bandas de
esterasa B, en poblaciones de Aedes aegypti.

blacion de Tambogrande con una mortalidad de 83%,
y susceptibilidad para la poblacion de L. peruensis de
Santiago de Chuco con 97%.

En la figura 1 se muestra la formacion de bandas de
esterasas en un corrido electroforético en geles de po-
liacrilamida (PAGE) de las poblaciones de A. aegypti de
las diferentes area de estudio. Tal como se puede ob-
servar la poblacion de El Porvenir, presenta una bandas
electroforéticas identificadas como esterasa B, con un
Rf de 0,23 y relacionada con la resistencia a los orga-
nosfosforados.

DISCUSION

En el presente trabajo se determinaron los niveles de
resistencia a temephos en tres distritos de la provincia
de Trujillo (La Esperanza, El Porvenir y Florencia de
Mora) y uno de Piura (Sullana). El nivel de susceptibi-
lidad o resistencia se demostr6 a través de los valores
del FR,; que presentaron las poblaciones estudiadas.

B2

Tabla 2. Mortalidad frente a tiempo knockdown en poblaciones de Ae. Aegypti, A. albimanus, y Lutzomyia spp
(adultos) usando papeles impregnados con deltametrina 24 h después de una hora de exposicion.

Ae. aegypti A. albimanus Lutzomyia spp.
Lugar de procedencia Deltametrina KDT, KDT,. Estado de Deltametrina Deltametrina

0,025 %" (min} (min resistencia 0,025 %" 0,025 %"
Sullana 70 (100)° 107,20 310,02 R 83+ (100)° -
Tambogrande 80 (100)° 98,35 160,42 CR 71* (100) -
El Porvenir 98 (100) 70,25 103,25 S - -
La Esperanza 95 (100)° 59,28 146,58 CR - -
Florencia de Mora 90 (100)° 70,24 170,50 CR - -
Rockeffeller 100 (100)° 27,05 39,95 S - -
Santiago de Chuco - 97+(100)°

2 Concentracién diagndstica de la OMS; ® Tiempo en minutos; ¢ Numero de mosquitos hembras utilizados para los bioensayos;

‘Cepa de referencia; *“Numero de mosquitos caidos S: Susceptible; R: Resistente; CR: Confirmar resistencia.
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Durante los ultimos afos el control del vector Aedes ae-
gypti se ha estado realizando con el insecticida organo-
fosforado temephos, larvicida utilizado por el Ministerio
de Salud en la provincia de Trujillo'? y Lima'. El uso
constante de este insecticida sugiere la aparicién de
poblaciones resistentes, tal como se reporta en Cuba,
Venezuela y Brasil, que presentan factores de resisten-
cia 89,9, 11,1y 15,5 respectivamente'®2,

Los resultados obtenidos en los bioensayos en larvas
(Tabla 1) indican valores de factores de resistencia de
2,01, 2,98, 2,38, 6,84 y 5,60 para las poblaciones de El
Porvenir, La Esperanza, Florencia de Mora, Tambogran-
de y Sullana; estos resultados son similares al hallado
previamente en estas zonas 1,932". La explicacién de es-
tos altos niveles de resistencia a temephos en poblacio-
nes de Venezuela y Cuba con un FR, de 11,1y FR, de
5,9, respectivamente; o de Brasilenun FR, de 6,3 X, es
que a partir de 1977-1980 aparecio la epidemia del den-
gue 1 en el Caribe y en 1981 la gran epidemia de la fie-
bre del dengue en Cuba, propiciando a la realizacién de
camparnas de erradicacion del vector con insecticidas, y
por consiguiente a los primeros casos de resistencia'®.

Este mismo fendmeno se estaria observando en el Peru,
desde 1990 en que aparece el primer caso de dengue 1
en Loreto, hasta 1999 - 2000 con grandes numero de ca-
sos de dengue en Tumbes, Piura y posteriormente La Li-
bertad, en donde también se esta utilizando el temephos
para el control de A aegypti*'2. La susceptibilidad de po-
blaciones de La Libertad asociada con la baja presion
de seleccion ejercida en esa regién y el extensivo uso
de temephos en las poblaciones de Sullana conllevaria
a la resistencia observada en paises como Cuba®.

El KDT,, encontrado para Ae. aegypti de las poblacio-
nes de Sullana y Tambogrande (107,20 min y 160,42 min
respectivamente) nos indicarian la evolucion de la resis-
tencia a deltametrina (Tabla 2), que comparado con otras
especies fue superior, como en Anopheles gambiae (Gi-
les) de Kao Koffikro (Africa) con KDT,, de 78,7 min para
este insecticida®® y Aedes albopictus (Skuse) con KDT,
de 53,66 min frente al piretroide cipermetrina con morta-
lidad de 97,12, semejante a los encontrados en La Espe-
ranza, El Porvenir y Florencia de Mora (La Libertad) con
porcentajes de mortalidad de 95%, 98% y 90%, siendo
necesario confirmar estos dos ultimos resultados.

La resistencia a deltametrina presentada en las pobla-
ciones de Sullana y Tambogrande y los por confirmar
de La Esperanza y Florencia de Mora, serian el resul-
tado de la presion de seleccion por el empleo de as-
persiones de deltametrina en viviendas, siendo causa
probable la presencia de resistencia de Ae. aegypti por

los insecticidas empleados para el control de A. albi-
manus, principal vector de la malaria en el norte del
Peru (Sullana), ya que las viviendas se encuentran muy
cercanas a los campos de cultivos, presentando esta
especie resistencia a alfacipermetrina, lambdacialotri-
na, ciflutrina y deltametrina.

La banda que se distingue en la figura 1 en el gel de
poliacrilamida (PAGE) perteneciente a la poblacién de
El Porvenir, con un Rf de 0,23 aproximadamente, con-
cuerda con lo sefialado en trabajos previos para esta
poblacién'#2', El resultado obtenido difiere con el tipo
de esterasas detectadas en poblaciones de Cuba y
Venezuela en donde 98% de las poblaciones de Ae.
aegypti estudiadas predomina la esterasa A, con una
movilidad relativa de 0,779 la cual estaria produciendo
resistencia a organofosfarados en estas regiones?.

Las poblaciones de Venezuela mostraron la presencia
de otra esterasa denominada A, con una movilidad rela-
tiva de 0,61. También ha sido demostrada la correlacion
existente entre la actividad de esterasas y la resistencia
a insecticidas organofosforados®.

La probable intervencién de esterasas en la resistencia
cruzada a piretroides ha sido sefialada en Culex quin-
quefasciatus (Say) a través de estudios con sinergistas
detectandose juntos a la esterasas B A, y B, ya habién-
dose registrado previamente también en afidos'. Otro
mecanismo de resistencia a piretroides es la aparicion del
gen kdr, y la presencia de oxidasas del citocromo P-450.
El primero se debe al producirse un simple cambio de
algun aminoacido en el sitio de anclaje del insecticida en
el canal de sodio y el segundo es un mecanismo de de-
toxificacion mediante oxidaciones e hidroxilaciones®. Se
ha indicado que, en poblaciones de Brasil y Vietnam, la
causa de resistencia a piretroides y DDT es la presencia
del gen kdr?, de lo cual se infiere que éste podria ser el
mecanismo probable que estuviera interviniendo en la re-
sistencia del Ae. aegyptia la deltametrina en la poblacion
de Sullana y Tambogrande.

Con relacién al A. albimanus, todo esto indica que las
cepas de Sullana ya son resistentes, y las de Tambo-
grande han iniciado un proceso de resistencia a del-
tametrina, demostrando una resistencia en el norte
de Peru (Sullana, Tambogrande) que ira aumentando
progresivamente y en un determinado momento la do-
sis 0,025% no sera la adecuada en el control vectorial
como sucede en otros paises?3; para el caso de Lut-
zomyia es aun susceptible.

Finalmente los resultados obtenidos en el presente tra-
bajo indican que el insecticida temephos puede seguir
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siendo utilizado en los programas de control vectorial
del Ae. aegypti. A la vez se hace necesario realizar vi-
gilancia continua de los niveles de resistencia en po-
blaciones naturales, pues el Ae. aegypti podria con-
vertirse en una seria amenaza para las operaciones de
control quimico adecuado.
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