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RESUMEN

Los arbovirus transmitidos por el mosquito Aedes aegypti causan
enfermedades como dengue, chikungunya y zika las cuales constituyen
serios problemas de salud publica. Los casos de dengue representan la
principal problematica en Venezuela, puesto que se ha hecho mas dificil el
control del vector, debido al desarrollo de diferentes tipos de resistencias de
las poblaciones del mismo. Por esta razén seevalué la susceptibilidad de Ae.
aegypti frente a insecticidas organosintéticos (malation y deltametrina) en los
municipios Diego Ibarra y Guacara, en el estado Carabobo, asi como
también se identificaron los posibles mecanismos enzimaticos asociados a la
resistencia: a y [ esterasas, acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa
insensible. Para ello, se aplicé el método de botellas de botellas revestidas
con insecticidas. Se aplicaron métodos bioquimicos (deteccidn de enzimas) y
electroforéticos para detectar la presencia de mecanismos de resistencia.
Todas las cepas presentaron resistencia al malatiéon y a la deltametrina. En
cuanto a las pruebas bioquimicas se encontraron valores elevados para
esterasas alfa (a), y acetilcolinesterasa normal (Ache) e inhibida (Achei), con
diferencias estadisticamente significativas (P<0,005) al comparar con la cepa
susceptible. Estos mecanismos parecen estar asociados con la resistencia
detectada en las cepas evaluadas. Por otro lado, las pruebas de
electroforesis mostraron tres patrones de bandas distintas, con variable
intensidad de color. Los resultados obtenidos representan un aporte valioso
para la vigilancia de la resistencia del vector a nivel local.

Palabras clave: Aedes aegypti, resistencia, deltametrina, malatién,
esterasas.
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SUMMARY

Arboviruses transmitted by the Aedes aegypti mosquito cause diseases such
as dengue, chikungunya and Zika, which constitute serious public health
problems. Dengue cases represent the main problem in Venezuela, since
vector control has become more difficult, due to the development of different
types of resistance in its populations. For this reason, the susceptibility of Ae.
aegypti against organosynthetic insecticides (malathion and deltamethrin) in
the municipalities of Diego Ibarra and Guacara, in the state of Carabobo, and
the possible enzymatic mechanisms associated with resistance were also
identified: o and [ esterases, acetylcholinesterase and insensitive
acetylcholinesterase. For this, the bottle method of bottles coated with
insecticides was applied. Biochemical (enzyme detection) and electrophoretic
methods were applied to detect the presence of resistance mechanisms. All
strains showed resistance to malathion and deltamethrin. Regarding the
biochemical tests, high values were found for alpha esterases (a), and normal
acetylcholinesterase (Ache) and inhibited (Achei), with statistically significant
differences (P<0.005) when compared with the susceptible strain. These
mechanisms seem to be associated with the resistance detected in the
strains evaluated. On the other hand, electrophoresis tests showed three
different band patterns, with varying color intensity. The results obtained
represent a valuable contribution to the surveillance of vector resistance at
the local level.

Keywords: Aedes aegypti, resistance, deltamethrin, malathion, esterases.
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INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti es una de las principales especies
transmisoras de arbovirosis. Esta especie es originaria de Africa, de alli se ha
extendido al mundo entero, siendo el responsable de la expansion de
diversos virus, por esta razon es ampliamente estudiado en el sector de
salud. Su esparcimiento es gracias al transporte de las personas y carga a lo

largo del mundo (Pérez y Molina de Fernandez, 2009).

Con respecto a su reproduccién, se puede decir que esta ocurre en
recipientes naturales como agujeros de arboles y bromelias, pero hoy en dia
se ha adaptado bien a los habitats urbanos y se reproduce principalmente en
recipientes artificiales, como macetas de barro, recipientes desechados y
neumaticos usados, desagies de aguas pluviales, entre otros. Los adultos
son de habitos hematofagicos diurnos, los periodos en que se intensifican
sus picaduras son el principio de la manana y el atardecer, antes de que
oscurezca. La hembra de Ae. aegypti se alimenta con frecuencia en multiples
ocasiones entre los distintos periodos de ovipostura, lo que genera
conglomerados de individuos infectados. Una vez ha puesto sus huevos,
estos pueden seguir siendo viables durante varios meses en condiciones de
sequedad y eclosionaran al entrar en contacto con agua. [Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), 2022].

En relaciéon a lo anterior, el ciclo de vida de Ae. aegypti comprende el
huevo, cuatro estadios larvales, un estadio de pupa y el adulto. Los huevos
son depositados por encima del nivel del agua de las paredes del recipiente.
Al momento de la postura son blancos, pero rapidamente cambian a negro
brillante. Por otro lado, las larvas son exclusivamente acuaticas. En la fase
larval es el periodo de alimentacion y crecimiento, en condiciones éptimas, el
periodo larval desde la eclosion hasta la fase de pupa, comunmente dura de
7



a 14 dias. Las pupas también son acuaticas, no se alimentan; su funcién es
la metamorfosis del estadio larval al adulto. El estadio de pupa dura dos a
tres dias, si antes no intervienen los factores ambientales. Finalmente, el
adulto es la fase reproductora de Ae. aegypti; este es un mosquito oscuro
con bandas blancas en las bases de los segmentos dorsales. (Chico y cols.,
2001)

Dentro del grupo de las arbovirosis se encuentran enfermedades
como; dengue, chikungunya y Zika, las cuales son transmitidas por Ae.
aegypti y Ae. albopictus; estas causan sintomas similares y en ocasiones
pueden provocar epidemias (Torres y cols., 2020). El entendimiento del papel
vectorial de Ae. aegypti es complejo teniendo en cuenta que se han
reconocido diferencias en su eficiencia como vector; caracteristica que se ha
explicado por diferencias genéticas y ambientales entre el vector y el
patdgeno y su interaccion, lo que representa un reto para su control (Garcia,
2018)

En la Region de las Américas, el numero de casos de dengue ha
aumentado sostenidamente durante los ultimos 25 afios y este aumento se
interpreta como una falla de las politicas de salud publica (Clark, 2008;
Gubler, 2005). En Venezuela, la primera menciéon de dengue se remonta al
afo de 1828, cuando una epidemia azoté a Caracas. Luego aparecen
reportes muy esporadicos de la casuistica de dengue en el pais. A partir de
la década de los afios 50, la morbilidad reportada muestra grandes
oscilaciones hasta llegar a finales de 1989, cuando ocurre una gran epidemia
(Pérez, 2006). Desde esta época se han reportado cientos de miles de casos
hasta la fecha. De hecho, en el quinquenio 2004-2008 se reportaron mas de
235 mil casos [Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) 2005,
2007, 2008].



Por otra parte, se tienen registros de esta enfermedad del ano 2016 en
donde destacan que en el estado Carabobo para ese ano se notificaron 410
casos de dengue con sintomas leves, 225 casos con sintomas severos y 5

casos de dengue grave (MPPS, 2016).

No obstante, el primer caso de chikungunya en Venezuela se
documento el 30 de junio de 2014 en el Instituto de Medicina Tropical y
correspondié a un caso importado de un paciente proveniente de Republica
Dominicana. Hasta diciembre de 2016, Venezuela reporté oficialmente
53.605 casos sospechosos de chikungunya, con 3.005 casos confirmados

autoctonos y 70 importados de fiebre chikungunya (Sojo y cols.,2017).

Por otro lado, el MPPS en Venezuela informé en diciembre de 2015,
sobre cuatro casos de Zika confirmados y del aumento de casos de Guillain-
Barré a lo largo del territorio nacional. Sin embargo, al no publicarse el
boletin epidemiolégico desde el afo 2014, desconocemos oficialmente
cuantos casos de morbimortalidad existen hasta la fecha de esta edicion. No
obstante, la Sociedad Venezolana de Salud Publica y la Red Defendamos la
Epidemiologia Nacional, en su boletin del 24 de enero de 2016, advierte que
los casos de Zika al igual que los de dengue y chikungunya van en aumento
en el pais y estiman que la introduccidn del Zika en Venezuela se produjo,
muy probablemente en julio de 2015 desde Brasil, dado el flujo importante de
personas que llegan de ese pais por el estado Bolivar (Zoghbi y Lopez,
2016).

Debido al caracter endémico del dengue en Venezuela, las estrategias
de control vectorial de Ae. aegypti se efectian combinando medidas de
saneamiento ambiental, educacion sanitaria y la participacién social como

estrategias fundamentales. Todo esto con la intencion de eliminar los



criaderos y garantizar la viabilidad de las medidas de control (Rodriguez,
2002).

Por consiguiente, el control de Ae. aegypti sigue siendo la opcién
principal para prevenir y controlar los brotes de las enfermedades causadas
por este arbovirus. Aunque algunos Programas de control estan haciendo
enfasis en las distintas formas de transferir a la comunidad la
responsabilidad, capacidad y motivacidn que requieren el control y la
prevencion del dengue, estas acciones de promocion y la participacion
comunitaria aun tienen escaso impacto en las epidemias debido a las
dificultades para su sostenibilidad en ambientes con problemas
socioeconomicos. Por ahora el tratamiento focal y perifocal con larvicidas
quimicos sigue siendo la principal herramienta de prevencion, en tanto que la
aplicacion de insecticidas en volumen ultra bajo (ULV) o nebulizaciones con
organofosforados, se mantienen como las medidas de control durante brotes
o epidemias en Venezuela. Sin embargo, se ha demostrado que el uso
prolongado de estos insecticidas crea un tipo de resistencia en este vector

(Pacheco y cols., 2013).

Asimismo, la resistencia se desarrolla al nivel de poblacién y puede
ser heredada. La evolucion de la resistencia en una poblacion depende de la
variabilidad genética existente que permite que algunos individuos
sobrevivan al ser expuestos a un insecticida. Estos individuos sobrevivientes
transfieren rasgos (genéticamente) a la siguiente generacién, asi
enriqueciendo el acervo genético (gene pool) con genes resistentes (Cloyd y
Cowles, 2010).

En relacion a lo anterior, destaca la investigacion realizada en
Venezuela por Bastidas y cols. (2018), donde se resalta que el uso de

productos quimicos para el control de Ae. aegypti ha traido como



consecuencia que algunas poblaciones del vector adquieran resistencia a
diversos insecticidas, debido a mecanismos metabdlicos asociados a la
sobreexpresion de enzimas detoxificantes como las esterasas. Asi como,
también el estudio realizado en México por Lépez y cols., (2020), quienes

encontraron resistencia a los organofosforados por parte de Ae. aegypti.

De hecho, las enzimas carboxilesterasas, acetilcolinesterasa y
glutation-S-transferasas  estdan  envueltas en la resistencia a
organofosforados. Mientras que las esterasas confieren resistencia tanto a
organofosforados como a piretroides. (Figueroa y cols., 2006). El estudio
realizado por Molina de Fernandez y cols. (2013), confirma lo anteriormente
expuesto. No obstante, los mecanismos de resistencia pueden ser;
metabdlicos, fisicos, fisioldgicos, de comportamiento y natural (Cloyd vy
Cowles, 2010).

No obstante, la resistencia a insecticidas desarrollada por este vector
no solo se debe al uso indiscriminado del producto quimico sino también al

mal manejo y aplicacion de este (Calderdn y cols., 2018).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, la problematica
actual sobre el ascenso de casos de dengue en el pais, los mecanismos de
resistencia que ha ido adquiriendo el vector, los pocos estudios realizados
sobre el tema y la falta de registro de casos en la actualidad, es necesario y
vital identificar las poblaciones resistentes y los diferentes mecanismos que
se podrian utilizar. Por estos motivos el presente estudio tiene como finalidad
evaluar la susceptibilidad a insecticidas organosintéticos de Ae. aegypti en el

estado Carabobo, especificamente en los municipios Diego Ibarra y Guacara.

Los resultados obtenidos seran sumamente valiosos y de gran utilidad,

ya que no solo permitiran conocer que poblaciones o sectores del estado



presentan mosquitos resistentes a insecticidas, sino que ademas ayudara a
fortalecer y mejorar la aplicacién del control quimico, para asi de esta manera
disminuir el desarrollo de los mecanismos de resistencia, lo cual a su vez

permite seleccionar adecuadamente los insecticidas a utilizar.

Objetivo General

Evaluar la susceptibilidad a insecticidas organosintéticos en Aedes
aegypti (Linneaus, 1762) en los municipios Diego Ibarra y Guacara, estado

Carabobo, Venezuela.

Objetivos Especificos

e Determinar la respuesta de Ae. aegypti a insecticidas organosintéticos

en cada cepa de campo en comparacion con la cepa susceptible

Rockefeller.

e |dentificar los posibles mecanismos enzimaticos asociados a la

resistencia a insecticidas organosintéticos.

e Determinar los patrones de esterasas involucrados en la resistencia a

través de estudio de electroforesis.



MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacién

El presente trabajo de investigacion es de tipo descriptivo, transversal
y experimental; en razén que se evalud la respuesta de Ae. aegypti de los
municipios Diego Ibarra y Guacara frente a los insecticidas organosintéticos,

tales como malation y deltametrina.

Poblacién y muestra

El presente estudio comprende dos poblaciones de campo de Ae.
aegypti procedentes de las comunidades Lago Jardin en el municipio
Guacara 10°2°29.11"N, 67°8°46.60°0 (figura 1) y 1 de diciembre en el
municipio Diego Ibarra 10°2°85.70"N, 67°7.26.12’0 (figura 2), ambos
municipios ubicados en el estado Carabobo. La muestra inicial estuvo
constituida por estadios inmaduros, obtenidos de aproximadamente 10 casas
seleccionadas al azar en cada comunidad. Se eligieron estas comunidades
porque son relativamente pequefias, ademas la primera de ellas se
encuentra cerca del Lago los Tacarigua, lo cual quiere decir que tiene mayor

acceso a mosquitos.
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Figura 1. Imagen satelital de la comunidad Lago Jardin, municipio
Guacara, Estado Carabobo.

Diego Ibarra, Estado Carabobo.



Tipo de muestreo

Se realiz6 un muestreo no probabilistico de tipo intencional, debido a
que se usaron criterios de inclusién y exclusion, puesto que las muestras

contenian varios tipos de pupas y larvas.

Con este muestreo se recolectaron larvas y pupas, las necesarias con

las cuales se comenzo con el proceso de formacion de colonias.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se empled un formato del laboratorio de entomologia del Centro de
Estudios de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental (CEEESA), para
evaluar los diferentes insecticidas en donde se coloco la concentracién y la

mortalidad en relacion al tiempo de exposicion de los mosquitos (anexo A).

Procedimiento experimental

Recoleccion de material biolégico y cria en laboratorio

Durante el cuarto trimestre de 2022 y el primer trimestre de 2023, se
recolectaron las formas inmaduras de Ae. aegypti de las dos localidades
evaluada, mediante busqueda activa en floreros, contenedores de agua y
todo aquello que fue considerado un criadero de este vector en ambas

localidades.

El material de campo que se recolectd (diferentes estadios larvarios
del vector) fue trasladado al Laboratorio de entomologia del Centro de
Estudios de Enfermedades Endémicas y Salud Ambiental (CEEESA), para el
establecimiento de las colonias, hasta obtener los adultos. Siguiendo la

metodologia personal del sefor Julio Gonzalez.



El vector en estadio larvario se alimentdé con una dieta alta en
contenido de proteinas y carbohidratos (perrarina, gatarina y levadura) y baja
en grasas, los diferentes alimentos se trituraron hasta obtener una mezcla
homogénea. La cantidad de alimento usado fue proporcional tanto al numero

de larvas, como al estadio en el cual se encontraban.

A medida que emergieron las pupas estas se transfirieron a un
recipiente dentro de una jaula (completamente hermética) para esperar la

emergencia de los adultos.

Para la cria de los mosquitos en fase adulta se utilizaron jaulas cuyo
tamafno fue proporcional a la cantidad de mosquitos que albergaba
(30x30x30 cm). Antes de alimentar a la hembra con sangre de ave (Columba
livia, comunmente llamada paloma) se esperé de 2 a 3 dias para que se
diera la copulacién entre las hembras y los machos, para estos se coloco
papel absorbente alrededor del envase donde se encontraban las pupas, con

el fin de facilitar la recoleccion de las posturas.

Una vez obtenidas las oviposturas, estas se fueron almacenando
hasta formar las colonias de Ae. aegypti de primer, segundo y tercer estadio.
Siendo las de primer estadio las usadas posteriormente para la realizacion

de los bioensayos y las pruebas bioquimicas.

Determinacidén de resistencia a insecticida y mecanismos de resistencia

“in vitro”

Se realizaron siguiendo el método de las botellas tratadas con
insecticidas, del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC,
2010) (Brogdon&MCcAllister, 1998). Los mosquitos adultos hembras y machos

recolectados fueron expuestos a botellas de vidrio de tipo wheaton de
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250mL, tratadas previamente con soluciones ceténicas de insecticidas. Se
expusieron aproximadamente de ocho a 10 mosquitos adultos entre hembras
y machos por botella de tres dias de edad F1, alimentados exclusivamente
con solucion azucarada al 10%. Se evaluaron cuatro replicas por cada
concentracion de insecticida y dos replicas como grupo control en el cual
solo se trato la botella con acetona. Cada bioensayo se efectud por triplicado
el mismo dia, para asegurar que todos se realizaran bajo las mismas
condiciones ambientales. Se registré la mortalidad cada cinco y 10 minutos
hasta el tiempo en el que se logré el 100% de mortalidad, de esta manera se
determiné el efecto del insecticida en funcion del tiempo de exposicion. Para
la ejecucion de estos bioensayos se emplearon las dosis y los tiempos
diagnosticos establecidas por CDC para Ae. aegypti (tabla |). Para la
determinacioén del nivel de resistencia a insecticidas se tom6 como referencia

las categorias de resistencia propuestas por el CDC para Ae. aegypti (tabla

).

Insecticida Dosis diagnoéstica (ug/ml) Tiempo (min)
Malation 100 30
Deltametrina 12,5 15

Tabla I. Dosis y tiempos diagndsticos de los insecticidas, establecidos

en el manual del CDC.

% MORTALIDAD CATEGORIA
>90 Susceptible
90-96 Resistencia en desarrollo (vigilancia)
<90 Resistente

Tabla Il. Categorias de resistencia propuestas por el CDC.

11



Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas siguiendo la metodologia de
Brogdon y cols., (1989) y Figueroa y cols., (2006) modificada, para las cuales
cada mosquito fue homogeneizado en 50uL de amortiguador buffer fosfato
(pH 7 y 0,06M) y diluido posteriormente hasta 500 pL del mismo
amortiguador. Después cada muestra fue centrifugada. Luego se tomaron
alicuotas de 50uL de cada muestra y se colocaron en placas para
microtitulacion de 96 pocillos. Se evaluaron cuatro enzimas diferentes que
confieren resistencia a los insecticidas; esterasas a, B, acetilcolinesterasa
(AChe) y acetilcolinesterasa insensible (AChei). Los sustratos utilizados en
cada ensayo incluyeron a y B-naftil acetato para las esterasas no especificas,
el yoduro de acetilcolina para medir la actividad de acetilcolinesterasa
normal, para la acetilcolinesterasa insensible se anadid al insecticida
carbamatopropoxur a la muestra. La absorbancia fue medida con el lector de
ELISA, Multiskan Plus de Fisher Scientific, usando filtros de 405nm para

AChe y AChei, mientras que para las esterasas se utilizé filtro de 620nm.

Identificacion de las esterasas por electroforesis

Para el presente trabajo se efectuaron procesos de electroforesis
siguiendo la metodologia de Garcia-Segua y cols., (2002), la cual consistio
en preparar los mosquitos en una proporcion de 1:1; 10uL de homogenato
con 10uL de amortiguador de carga para un total de 20uL. Luego se prepard
un gel tampdn colocandolo en la placa y se esperd la polimerizacién del
mismo. Para preparar el gel de corrida, se afadio a la placa nuevamente y se
colocod un peine separador. Una vez ocurrida la polimerizacion se retird el
peine junto con el gel del soporte. Después se llend la camara con
amortiguador de corrida, se coloco el gel dentro y las muestras en cada

pocillo correspondiente. La corrida se efectué aproximadamente a 150 voltios
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por 1 hora y 20 minutos.Pasado el tiempo se retird el gel y se colocé en un
recipiente contentivo con 50mL de sustrato y se incubo por 20 minutos,
después se afadio el colorante Fast Blue por 5 minutos, se enjuago y se
sumergio en 50mL de solucion fijadora (10% metanol y 7% acido acético) por
20 minutos, posteriormente se procedio a secar a 80°C por 1 hora 45 minutos

y por ultimo se retir6 el gel.

Analisis de datos

Para la ejecucion de las pruebas biolégicas se utilizaron las dosis
diagnosticas para cada insecticida establecidas en el manual CDC y se uso
un formato (anexo A) para vaciar los datos obtenidos. Los cuales luego se
graficaron en el programa Excel, empleando una curva sigmoidea de

porcentaje de mortalidad versus tiempo en minutos.

Por otra parte, los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas de
la acetilcolinesterasa, acetilcolinesterasa insensible y esterasas, se
analizaron en funcién de los valores de absorbancias, mediante una prueba

de correlacion.

Por ultimo, para la identificaciéon de esterasas por electroforesis, se
determin6é la razon de movilidad (Rf = distancia de migracion de la
banda/distancia de migracién del indicado xileno cianol) y se identificaron las
esterasas A; (Rf = 0,7) y B, (Rf = 0,2), que han sido reportadas como
mecanismo de resistencia en otras especies de importancia médica

(Georghiou y Pasteur, 1978).
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RESULTADOS

Pruebas biolégicas

En la figura 3 se presentan los resultados al evaluar el insecticida
deltametrina a una concentracion de 12,5ug/mL. La cepa Lago Jardin
presento el 100% de mortalidad a los 30 minutos y la cepa 1 de Diciembre a
los 25 minutos. Con respecto a la cepa susceptible, esta logro el 100% de
mortalidad a los 15 minutos. Con respecto al tratamiento control, no se
detectd mortalidad mayor a 5%. Al comparar las categorias de resistencia
propuestas por el CDC, se pudo observar que a los 15 minutos la cepa Lago
jardin alcanzo una mortalidad de 86.8% mientras que la cepa 1 de Diciembre
consiguié una de 77.5%, indicando asi que ambas cepas son resistentes a la

deltametrina.

100 ,
95 )
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65 =—9— Rockefeller
35 —f—Lago Jardin
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Porcentaje mortalidad
(O]
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Figura 3. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa

susceptible (Rockefeller) y cepas de campo Lago Jardin y 1 de
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Diciembre, estado Carabobo expuestos al insecticida deltametrina a una

concentracién de 12,5ug/mL por botella.

En la figura 4 se presentan los resultados obtenidos al evaluar el
insecticida malatién a una concentracion de 100ug/mL. La cepa Lago Jardin
alcanzo el 100% de mortalidad a los 110 minutos y la cepa 1 de Diciembre a
los 120 minutos. Mientras que la cepa susceptible logro el 100% de
mortalidad a los 30 minutos. Con respecto al tratamiento control, no se
detecté mortalidad mayor a 5%. Al comparar las categorias de resistencia
propuestas por el CDC, se pudo observar que a los 30 minutos la cepa Lago
Jardin alcanzo una mortalidad de 2.6% mientras que la cepa 1 de Diciembre
consiguié una de 30.8%, indicando asi que ambas cepas son resistentes al

malation.
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Figura 4. Datos tiempo-mortalidad en adultos de Ae. aegypti cepa
susceptible (Rockefeller) y cepas de campo Lago Jardin y 1 de
Diciembre, estado Carabobo expuestos al insecticida malation a una

concentraciéon de 100pg/mL por botella.

Pruebas bioquimicas

En la tabla Ill se observa, un resumen de los resultados de los
mecanismos de resistencia a insecticidas “in vitro”, representados por la
media de las densidades opticas (DO) y sus valores de desviacion estandar
para cada una de las determinaciones realizadas. En la cepa Lago Jardin se
observd actividad esterasas alfa significativamente mayor que la cepa
susceptible Rockefeller, la prueba Kruskall Wallis demostré que existe
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05). Con relacion a las
enzimas Ache y Achei, los valores de estas también resultaron ser elevados
en las dos cepas evaluadas, el Kruskall Wallis también demostrd que existen

diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Mecanismos Cepas P X DS

Esterasas Rockefelle’r 0,4655 :A 0,2315

Alfa LagolJ.ardln 0,0002 0,5512 *B 0,1614

1 de Diciembre 0,4146 *A 0,1653

Esterasas Rockefelle'r 0,4850 0,2084

Beta Lago.J.ardln 0,9434 0,4935 0,1622

1 de Diciembre 0,4968 0,1587

Rockefeller 0,0867 *A 0,0185

AChei Lago Jardin 0,0048 0,0860 *AB 0,0161

1 de Diciembre 0,0875 *B 0,0185

Rockefeller 0,1513 *A 0,0644

ACHE Lago Jardin 0,0001 0,3412 *C 0,0937

1 de Diciembre 0,2503 *B 0,1433

Rockefeller 0,0899 *A 0,0108
Proteina Lago Jardin 0,0001 0,0945 *B 8,400E-03
1 de Diciembre 0,0953 *B 9,495E-03

P: valor de P mayor o igual 0.05. X: media. DS: Desviacion estandar.
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Tabla lll. Mecanismos de resistencia “in vitro” (P, media y desviacién
estandar) de Ae. aegypti cepa susceptible (Rockefeller) y cepas de
campo Lago Jardin y 1 de Diciembre, estado Carabobo.

Electroforesis

En las figuras 5, 6 y 7 se presentan los patrones electroforéticos para
las esterasas (a) y (B), donde se pueden observar tres patrones esterasas,
con una, dos y tres bandas, en total son tres patrones de bandas distintas,
con valores de Rf entre 0,3 a 0,4; con variable intensidad del color en las

bandas.
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Figura 5. Patrones electroforéticos en Ae. aegypti (hembras y machos)

de la cepa susceptible (Rockefeller).
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Figura 6. Patrones electroforéticos en Ae. aegypti (hembras y machos)

de la cepa 1 de Diciembre, estado Carabobo.
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Figura 7. Patrones electroforéticos en Ae. aegypti (hembras y machos)

de la cepa Lago Jardin, estado Carabobo.
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DISCUSION

Todos los insecticidas quimicos ejercen en mayor o menor extension,
presion selectiva sobre las poblaciones de insectos que intentan controlar. El
tiempo necesario para el desarrollo de resistencia depende de numerosos
factores incluyendo la frecuencia y naturaleza de los genes de resistencia,
las estrategias para su manejo, las dosis y frecuencias de aplicacion de los
insecticidas y la eficacia biolégica de las poblaciones resistentes en relacion

con las susceptibles (Molina y cols., 2016).

Se hall6 resistencia al malation en las dos cepas evaluadas, similar a
los hallazgos reportados por Lépez y cols., (2020)en cepa deAe. aegyptide
Tapachula, Chiapas, México; Molina y cols., (2016) en cepas de Aedes
albopictus de la region central de Venezuela y Bastidas y cols., (2015),
quienes reportaron resistencia al malatiéon en mosquitos del estado Falcén. El
malatidon es uno de los principales insecticidas que se ha empleado en
América desde los afos 80. En Venezuela es el insecticida usado en
aplicacion espacial en el control vectorial del dengue, lo que pudo generar

presion de seleccion sobre cepas de Ae. aegypti.

Por otra parte, se evidencio resistencia a la deltametrina en las dos
cepas evaluadas, difieren de los reportado por Santacoloma y cols., (2010)
los cuales encontraron susceptibilidad a la deltametrina en 13 cepas
colombianas; Bisset y cols., (2014) reportaron susceptibilidad en una cepa de
Ae. aegypti de argentina. Estos hallazgos coinciden con los estudios de
Lépez y cols., (2020) en cepa de Tapachula, Chiapas, México; Alvarez y
cols., (2014) quienes registraron resistencia a la deltametrina en cepas de
Ae. aegypti del occidente de Venezuela. Diversas investigaciones han
demostrado que Ae. aegypti de Venezuela ha desarrollado resistencia a

diferentes insecticidas, entre ellos piretroides (Mazarri y Georghiou, 1995;
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Bisett y cols., 2001; Alvarez y cols., 2008, 2013). Particularmente, en
Venezuela, durante los ultimos 15 afos se han incorporado los piretroides
para el control de adultos mediante aplicacién espacial de gotas de ULV, lo
que pudo haber generado una presion de seleccion sobre las poblaciones de

Ae. aegypti y trajo como consecuencia el fenémeno de la resistencia.

Entendiéndose como resistencia “el desarrollo de una habilidad en una
cepa de algun organismo para tolerar dosis de un téxico que se comprueba
como letal en la mayoria de los individuos en una poblacion normal de la
misma especie” (WHO, 1992). Es una caracteristica genética heredable cuya
frecuencia incrementa en la poblacion como un resultado directo de la
presion de seleccidn con un insecticida.Las esterasas elevadas han sido
involucradas en la resistencia a los insecticidas organofosforados (malation)
y en menor medida en la resistencia a los piretroides (deltametrina),
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) nos indica que la
resistencia al malation por parte de las cepas en estudio pudiera estar
relacionada con el incremento en los niveles de esterasas como mecanismo

de resistencia metabdlica (Bastidas y cols., 2015).

Los mecanismos desintoxicantes encontrados, fueron las esterasas,
las cuales ejercen su accidén uniéndose rapidamente al insecticida, antes de
que llegue a su sitio de accién, lo que requiere elevadas cantidades de estas
enzimas desencadenando la sobreproduccion enzimatica y por ende el
desarrollo de resistencia (Karunaratne y cols., 1993). Confiere resistencia a

los piretroides y organofosforados.

No obstante, los insecticidas organofosforados ejercen su accidn
toxica mediante la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChei)
(Saume, 1992), por lo que la elevacion de esta enzima, indica que también

podria estar involucrada en el mecanismo de resistencia presentado por las
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cepas evaluadas. Han sido reportados por Lépez y cols., (2020) como el
mecanismo desintoxicante de los organofosforados en una cepa Chiapas,

México.

Se puede afirmar que los resultados obtenidos en el presente estudio,
basados en los bioensayos, pruebas bioquimicas vy electroforéticas,
evidencian que hay comunidades en el estado Carabobo, en las cuales se
presenta alta resistencia al malation y a la deltametrina en poblaciones

naturales de Ae. aegypiti.
Estos procesos de resistencia deberan ser abordados con mayor

profundidad para determinar si estan poblaciones resistentes se estan

diseminando, para asi definir como se debe abordar el control vectorial.
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CONCLUSIONES

Al estudiar las poblaciones de Ae. aegypti de las comunidades Lago
Jardin y 1 de Diciembre, y someterlas a pruebas de susceptibilidad a
malatidon y deltametrina, mostraron elevada resistencia a ambos. Esto
posiblemente esté relacionado con el uso prolongado de estos insecticidas a
lo largo de los afios. Con respecto a los mecanismos de resistencia
involucrados, se destaca el incremento de alfa esterasas, junto con el posible

aumento de la acetilcolinesterasa.

Gracias a la informacién generada por este trabajo ahora se tiene una

idea mas clara sobre el comportamiento del mosquito en estas comunidades.

Por otro lado, en base a los resultados obtenidos se puede decir que
la deteccion de la resistencia a insecticidas debe ser un componente esencial
en todos los programas para el control del vector transmisor del dengue y
otras arbovirosis, ya que la presencia de esterasas o acetilcolisterasa
elevada asociadas a estos mecanismos de resistencia en poblaciones de
campo limita el numero y clases de insecticidas disponibles. La
determinaciéon temprana de estos mecanismos es de vital importancia en los
programas de control y en el manejo de la resistencia a insecticidas. Debido
a que esto les permite a los entes gubernamentales disefiar programas mas

eficaces en el manejo del vector.

En la actualidad, los casos de dengue han estado incrementandose en
nuestro pais, por esta razdén contar con este tipo de estudio es de gran
ayuda, ya que los resultados obtenidos podrian facilitar las campafas de

prevencion contra la enfermedad.
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RECOMENDACIONES

Implementar medidas alternativas (no quimicas) para el control del

vector.

No usar diferentes insecticidas de forma frecuente porque esto
aumenta la probabilidad de crear resistencia.

Aplicar solo las dosis recomendadas de los insecticidas.

Evitar repetir tratamientos con insecticidas que pertenezcan al mismo

grupo quimico.

No utilizar insecticidas de resistencia comprobada en las localidades.

No acortar los periodos de aplicacion de los insecticidas.

No aplicar insecticidas en lugares cerrados, debido a que esto pudiese

incrementar el riesgo de aparicion de resistencia.
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ANEXOS

1. Anexo A: Hoja de registro para la recoleccion de los datos de las pruebas
bioldgicas.
FORMATO PARA RECOLECCION DE DATOS
Bioensayos en botellas para evaluacidn de insecticidas.

Mumeros de mosquitos muertos por intervalos de tiempo.

Mimero de ensayo
Especia:

Insecticida:
Concentraciones:

Muimero de individuos por botella: Localidad:

Temperatura: Humedad relativa Codigo:
Operador: Fecha:

C= Tiempo de Exposicion

Mo de
hotella
1

2

3

4

control

C= Tiempo de Exposicion

Mo de
boiella
1

2

3

4

control
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