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RESUMEN

Introduccion: Bacillus thuringiensis H-14 ha mostrado alta eficacia sobre las
larvas de Aedes aegypti, pero su efectividad puede ser influida por numerosos
factores. El conocimiento de estos es de gran importancia porque permite optimizar
los parametros de aplicacion en condiciones reales, para garantizar la eficiencia de
los tratamientos y reducir el impacto ambiental.

Objetivo: evaluar la influencia de los factores bidticos sobre la eficacia de Bacillus
thuringiensis H-14 contra las larvas de Aedes aegypti.

Métodos: se realizdé un estudio experimental mediante bioensayos de laboratorio,
siguiendo la metodologia de la Organizacion Mundial de la Salud. Se evalu¢ la
influencia de la disponibilidad de alimento, densidad y estadio larvario sobre la
eficacia de Bacillus thuringiensis H-14 para Aedes aegypti. Se utilizé un biolarvicida
comercial (Bactivec, Labiofam) y una cepa de referencia de Aedes aegypti
(Rockefeller).

Resultados: la eficacia de Bacillus thuringiensis H-14 fue menor en la medida en
que avanzo la densidad y el estadio de desarrollo larvario, lo que puede estar en
relaciéon con la conducta de alimentacién y la disponibilidad del principio activo. La
presencia abundante de alimento también limita la eficacia por un efecto de
competencia.
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Conclusiones: la eficacia de Bacillus thuringiensis H-14 se afect6 por la
disponibilidad de alimento, el estadio de desarrollo y la densidad larvaria, por lo
que debe tenerse en cuenta esto para las aplicaciones del biolarvicida en el terreno.
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ABSTRACT

Introduction: Bacillus thuringiensis H-14 has shown high efficacy on Aedes
aegypti larvae. But a number of factors could affect its effectiveness. Knowing
these factors is of vital importance for improving the application parameters in real
conditions in order to guarantee the treatment's efficiency and to reduce
environmental impact.

Objective: to evaluate the influence of some biotic factors on Bacillus thuringiensis
H-14 efficacy against Aedes aegypti (Rockefeller).

Methods: an experimental study was conducted following the WHO guidelines. The
influence of the food availability, the larval density and the larval staging was
evaluated on laboratory bioassays. A commercial Bacillus thuringiensis H-14
formulation against a reference Aedes aegypti strain was used.

Results: the efficacy of Bacillus thuringiensis H-14 decreased in a linear manner
with increasing larval density and development stage. This could be related to food
intake and availability of the active principle. Competition in food intake resulted in
lower efficacy of Bacillus thuringiensis H-14 applications.

Conclusions: the Bacillus thuringiensis H-14 efficacy was affected for the
availability of food, the larval development stage and the larval density, so all this
should be borne in mind when applying the biolarvicide in situ.

Key words: Bacillus thuringiensis, biolarvicides, biotic factors, bioassays.

INTRODUCCION

El dengue es un problema de salud publica con graves consecuencias econémicas y
sociales, en las Américas es transmitido al hombre a través de la picadura del
mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera, Culicidae).! El control del vector contintia
siendo un problema a pesar del desarrollo de nuevas moléculas y formulaciones de
insecticidas quimicos, debido al negativo impacto ambiental, el costo econémico y
la resistencia desarrollada por los insectos a estos productos.? Actualmente, los
programas de control integrado son aceptados como la estrategia mas viable,
dentro de los cuales el control biol6gico desempefia un papel importante.® Debido al
comportamiento de Ae. aegypti, en especial el relacionado con los sitios de cria, las
bacterias espordgenas productoras de toxinas se presentan como una alternativa
atractiva. El serotipo H-14 de Bacillus thuringiensis, también conocido por variedad
israelensis (B. thuringiensis H-14) es el agente méas usado desde la década de los
stenta.? Sin embargo, la efectividad de B. thuringiensis H-14 depende, en gran
medida, de la eficiencia del proceso productivo y la formulacién, en especial su
naturaleza fisica.’
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En Cuba se ha utilizado un larvicida sobre la base de B. thuringiensis H-14 para el
control de diversas especies de mosquitos (Bactivec). En este trabajo se evalué la
influencia de algunos factores bidticos (estadio de desarrollo, disponibilidad de
alimentos y densidad larvaria) sobre la eficacia de B. thuringiensis H-14 contra
larvas de Ae. aegypti.

METODOS

Bioensayos: se realizaron siguiendo la metodologia de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).®

Mosquitos: Ae. aegypti, cepa Rockefeller, mantenida en el insectario perteneciente
al Departamento de Control de Vectores del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri".

Biolarvicida: Bactivec (Labiofam, Cuba), suspensiéon acuosa sobre la base de B.
thuringiensis H-14; cepa 266/2. Lote 110516062 (presentado en frascos de 30 mL,
potencia 600 UTI/mL, concentracion: 0,6 %, titulo 1,2 x 10° UFC/mL).

Determinacién de la dosis de Bactivec: se realizaron 3 bioensayos en semanas
diferentes, utilizando 12 dosis comprendidas desde 0,00022 % hasta 0,00268 %
con un factor de diferencia de 0,7. Los resultados (mortalidad larvaria) se
procesaron mediante analisis de regresion, utilizando el procedimiento Analisis
Probit del programa Number Cruncher Statistical Systems (NCSS 2004).

Se establecieron las dosis para los bioensayos ulteriores de evaluacion de la
influencia de los factores biéticos en: 0,00089 %; 0,00044 % y 0,00178 %, que
representan la concentracion letal 50 (CL-50), con su mitad y su doble,
respectivamente.

Grupos para los bioensayos: el grupo problema se conformd con cuatro réplicas
para cada variable del factor a evaluar, que fueron expuestas a las diferentes dosis
del biolarvicida; el grupo control se constituyd por cuatro recipientes a los que no
se le aplico el biolarvicida.

A continuacion se describen las variables del estudio, correspondientes a los
factores que afectan la accién de los biolarvicidas, incluidos los parametros
seleccionados para su evaluacion.

Escala de .
Factores e L Variables
clasificacion

Densidad Cuantitativa |2 389, 3 384, 4 9760, 6

larvaria discreta 967, 10 151 larvas/m?
Estadio de o iivativa 1, 11, 11y IV
desarrollo

Alimento Cualitativa Exposicién y no exposicion
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Los resultados se registraron a las 24 h y se anoto la cantidad de larvas vivas.
Analisis estadistico

Se calcul6 el porcentaje de mortalidad larvaria (corregido por la formula de Abbott
cuando la mortalidad en los controles estuvo entre 5y 10 %); se determiné la
media aritmética, mediana, desviacion estandar y curtosis.

Se compararon los variables de estadio y densidad larvaria mediante ANOVA de una
via, cuando existieron diferencias significativas se aplicé analisis pos hoc de Tukey.
En el caso de la influencia del alimento se compararon las variables mediante t de
Student.

RESULTADOS
Eficacia de Bacillus thuringiensis H-14 en dependencia de la densidad larvaria

La mortalidad larvaria de Ae. aegypti por accion de B. thuringiensis H-14 disminuyd6
en la medida en que la densidad larvaria fue mayor. En la figura 1 se aprecia que a
densidades larvarias de 2 389 larvas/m? se registr6 91,67 % de mortalidad,
diferente de 15,69 % observado para 10 151 larvas/m?, lo cual fue significativo
para p< 0,05 (F= 25,22; ANOVA). El andlisis post hoc mediante una prueba de
Tukey agrupo las cinco densidades larvarias evaluadas en dos subconjuntos
homogéneos: constituidos por las tres menores y las dos mayores,
respectivamente.
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Fig. 1. Efecto de la densidad larvaria en la eficacia de
Bacillus thuringfensis H-14 sobre Aedes aegypli.
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Efecto del estadio larvario de Aedes aegypti sobre la accién larvicida de Bacillus
thuringiensis H-14

En sentido general la susceptibilidad de Ae. aegypti fue menor conforme avanzé el
estadio de desarrollo larvario, aunque el estadio uno se comportdé de manera
particular con valores menores que el segundo (Fig. 2). El analisis estadistico
sefal6 diferencias significativas (p< 0,05; F= 76; ANOVA de una via) y la prueba

de Tukey evidencio diferencias entre los estadios Il, 11l y IV, pero no entre el
estadio | y II.
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Fig. 2. Efecto del estadio larvario de Aedes aegypti sobre la
accion larvicida de Bacillus thuringiensis H-14.

Influencia de la disponibilidad de alimento sobre la actividad larvicida de Bacillus
thuringiensis H-14

El grupo provisto con alimento fue menos susceptible a morir que el que carecia de
este. La mediana fue de 62 y 78 %, respectivamente, p< 0,05 (t= 7,91) (t de
Student) (Fig. 3).
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Fig. 3. Mortalidad larvaria de Aedes aegypti por Bacillus
thuringiensis H-14 en presencia y ausencia de alimento.

DISCUSION

Un elemento importante a tener en cuenta en la interpretacion de los resultados de
este estudio es la condicion de haber aplicado dosis subletales, recurso
metodoldégico utilizado para hacer notables diferencias tan sutiles que, con dosis
mayores, hubieran pasado inadvertidas por provocar 100 % de mortalidad en todos
los grupos. Obviamente, esto tiene el inconveniente de que los principios activos de
la formulacién, dados por los factores de patogenicidad de B. thuringiensis H-14,
quiz& no estuvieron disponibles en magnitud equivalente a las diferencias entre los
grupos evaluados, por ejemplo, entre desiguales superficies corporales o numero
de individuos.

Es de esperar que la dosis recomendada por el productor de un biolarvicida sea lo
suficientemente elevada para garantizar el control, pero no excesiva porque el
impacto ambiental sobre especies no objeto y el costo econémico serian demasiado
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grandes. Asi, es imprescindible conocer los factores que afectan la eficacia de un
biolarvicida para la eleccién de una dosis de aplicacién 6ptima, particularizando en
cada caso. Por una parte, porque en condiciones reales, la concurrencia de varios
de esos factores podrian reducir o incluso anular la efectividad y, por la otra,
porque la utilizacién rutinaria de dosis elevadas es ineficiente en términos
econdémicos y puede tener un impacto ambiental negativo.

En este estudio se demostré que el incremento de la densidad larvaria ejerce un
efecto inverso con respecto a la actividad larvicida del B. thuringiensis H-14. En
criaderos con elevada densidad seria conveniente incrementar las dosis de
aplicacion de B. thuringiensis H-14. Similares resultados se observaron en las
larvas de tercer estadio de Ochlerotatus taeniorhynchus, en los cuales aumenté 8
veces la CL-50 cuando la densidad larvaria lo hizo solo 5 veces.’ Otros estudios han
mostrado dependencia entre la densidad larvaria y los valores de CL-50 de B.
thuringiensis H-14, contra las especies Culex nigripalpus y Ae. aegypti.®®°

Este fendmeno podria deberse a que el principio activo de B. thuringiensis H-14,
debe ser ingerido por las larvas para ejercer su efecto, entonces a mayor densidad
larvaria, es mayor la competencia por el producto y puede llegar el momento en
que se consume la suficiente cantidad hasta agotarlo, sin que llegue a su
concentracion letal. Estos resultados indican que las dosis de B. thuringiensis H-14
deben ser ajustadas de acuerdo con la densidad larvaria,’ esta es ultima estimada
utilizando el método del cucharén, recomendado por la OMS (1999).°

Se ha descrito mayor efectividad de B. thuringiensis sobre los estadios tempranos
de desarrollo de diferentes especies de insectos,*®*? similar a lo observado en el
presente estudio para los estadios del Il al IV. Al parecer la mayor talla y fortaleza
fisica de las larvas de estadios tardios le permiten tolerar las toxinas durante mayor
tiempo. En contraste, las larvas recién eclosionadas, a pesar de su minima
envergadura, mostraron menor susceptibilidad que las del estadio subsiguiente; lo
que esta en relacién con su comportamiento de alimentacion. Estas larvas
permanecen mayor tiempo en la superficie, ingieren menor cantidad de particulas
de la formulacién, porque esta sedimenta rapidamente.*®

Se ha reportado para el VectoBac 12AS contra Culex nigripalpus y Ochlerotatus
taeniorhynchus que las larvas de Il estadio fueron 5,5 y 7,5 veces mas susceptibles
que sus contrapartes de 1V.” De acuerdo con lo descrito por otros autores las larvas
de IV estadio tardio disminuyen sensiblemente la actividad de alimentacion y se
hacen menos propensas a morir. En pupas la alimentacion cesa del todo y dejan de
ser susceptibles a B. thuringiensis H-14.'° La mortalidad por B. thuringiensis H-14
es también menor en la medida en que aumenta el estadio en otras familias de
insectos, tal como reportan Lei y otros.*®

Con respecto a la influencia de la disponibilidad de alimento Aly reportd disminucion
en la susceptibilidad a B. thuringiensis H-14 en larvas provistas de harina de
pescado en distintas concentraciones, desde 80 % de mortalidad en la menor
concentracion hasta 10 % en la mayor.'* Resultados analogos fueron mostrados por
Becker y otros en 1992, para B. thuringiensis H-14 frente a Ae. vexans, Ae. aegypti
y Culex pipiens.® Estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio
donde se pudo apreciar disminucién de la eficacia del biolarvicida en el grupo
alimentado con respecto al que no se le suministré alimento durante el
experimento.

Hay dos explicaciones posibles para este efecto. Las larvas bien alimentadas seran
obviamente mas saludables y por tanto estaran en capacidad de resistir hasta
cierto punto el complejo mecanismo de accién del B. thuringiensis H-14. Pero si se
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tiene en cuenta que Ae. aegypti habita con preferencia en agua limpia y encuentra
en esta los sustratos necesarios para su desarrollo, entonces quiza un efecto de
competencia, en virtud del cual la larva incorpora menos unidades de principio
activo, desempefia un papel predominante.

Se lleg6 a la conclusién de que la eficacia de B. thuringiensis H-14 es afectada por
diferentes factores bidticos como son la disponibilidad de alimento, el estadio y la
densidad larvaria; esto debe tenerse en cuenta para la eleccion de las dosis de
biolarvicidas para garantizar el control del vector con el menor costo econémico y
ecoldgico.
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