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Resumen

Objetivo. Evaluar la efectividad de la mezcla de flupyradi-
furona 26.3 g/L y transflutrina 52.5 g/L aplicada como niebla
térmica a mosquitos Aedes vectores de virus dengue, Zika y
chikungunya. Material y métodos. Se colocaron grupos
de I5 mosquitos de Ae. aegypti (susceptibles y resistentes
a piretroides) dentro de jaulas, en sala, recamara y cocina.
Posteriormente, se aplico la mezcla de flupyradifurona y trans-
flutrina dentro de las viviendas a una dosis de 2 y 4 mg/m®,
respectivamente. Resultados. La mezcla de flupyradifurona
y transflutrina causé mortalidades de 97 a 100% sobre las
cepas de mosquitos Aedes y su efectividad fue la misma en los
diferentes compartimentos de las viviendas. Conclusiones.
La mezcla de flupyradifurona y transflutrina, aplicada en niebla
térmica, es una herramienta prometedora para el control de
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Abstract

Objective. To evaluate the efficacy of thermal fogging of a
mixture of flupyrafirudone (26.3 g/L) and transfluthrin (52.5
g/L) against dengue, Zika y chikungunya Aedes mosquito
vectors. Materials and methods. Groups of |15 caged
Ae. aegypti (susceptible and pyrethroid resistant) mosquitoes
were placed in living room, kitchen and bedroom inside hou-
ses, after which a dose of 2 and 4 mg/m? of flupyradifurone and
transfluthrine, respectively, was applied as thermal fog. After
one hour of exposure mosquitoes were transferred to the
laboratory and mortality was recorded after 24 h. Results.
The mixture killed 97 to 100% of mosquitoes from the strains
and the efficacy was similar independently of their place within
the premises. Conclusions. The mixture of flupyrafirudone
and transfluthrin applied as thermal fog is a promising tool
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poblaciones de mosquitos Aedes independientemente de su
estado de resistencia a insecticidas.

Palabras clave: control quimico; termonebulizacion; dengue;
Zika; chikungunya; resistencia a insecticidas; manejo de
resistencia

to control Aedes mosquito populations independently of the
pyrethroid-insecticide resistance status.

Keywords: chemical control; thermal fogging; dengue; Zika;
chikungunya; insecticide resistance; resistance management

Los virus dengue, chikungunya y Zika transmitidos
por mosquitos del género Aedes afectan la salud y
la economia de las poblaciones humanas a lo largo de
las zonas tropicales y subtropicales del mundo. En los
ultimos cinco afios, la regién de las Américas ha sido
severamente castigada por estos virus.'

Hasta el momento no se cuenta con vacunas ni tra-
tamientos efectivos para reducir la transmisién viral. En
este contexto, el control de los mosquitos vectores juega
un papel preponderante para interrumpir la transmisién
de los arbovirus.

Una de las estrategias mds utilizadas para el control
de mosquitos vectores es la aplicacién de insecticidas
adulticidas, cuya efectividad ha sido demostrada en di-
ferentes paises.* Sin embargo, la aparicién de mosquitos
resistentes se ha incrementado y amenaza la efectividad
de los insecticidas.” Como resistencia se entiende al
cambio hereditario en la sensibilidad de una poblacién
de insectos que se refleja en el fracaso repetido de un
producto para alcanzar el nivel esperado de control,
cuando se usa de acuerdo con la recomendacion de la
etiqueta para dicha especie de insecto.®

Afortunadamente, la resistencia se puede manejar
mediante las estrategias de rotacién de insecticidas
con diferente modo de accién, aplicaciones en mosaico
(insecticidas con diferentes modos de accién separados
espacialmente), manejo integrado del vector y uso de
mezclas de dos o mds insecticidas con diferentes modos
de accién.” Las mezclas de insecticidas se pueden apli-
car previamente mezclandolos, pero debe considerarse
que ambas formulaciones sean compatibles y, en caso
de rociado residual, que la residualidad sea la misma
en ambos insecticidas por separado, o bien las concen-
traciones sean ajustadas para proporcionar un mismo
efecto residual. Por otro lado, existen formulados que
contienen dos o mds ingredientes activos con diferente
modo de accién; esta es la mejor opcién para el uso de
mezclas, ya que se evitan los problemas de compati-
bilidad y residualidad. El uso de un formulado que
contenga dos o mds insecticidas, operacionalmente, es
mds econémico que hacer mezclas de productos, y su
efectividad ha sido demostrada en el 4rea agricola.?

La flupyradifurona es una molécula sintética clasifi-
cada como butenolido y acttia sobre el receptor nicotinico
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de acetilcolina (RAChn). Asimismo, tiene un perfil de
seguridad toxicolégica y ecotoxicoldgica favorable com-
parado con otros agonistas de RAChn como acetamiprid,
nitenpiram, imidacloprid o sulfoxaflor,’ y su eficacia estd
documentada sobre diversas plagas de importancia agri-
cola como Bemisia tabaci.'’ Por otro lado, la transflutrina
es un piretroide de accién rdpida que acttia sobre los
canales de sodio; diversos estudios demuestran que este
ingrediente activo tiene efectos insecticidas y repelentes
contra mosquitos Anopheles y Aedes.'1?

Los insecticidas para el control de mosquitos vecto-
res de enfermedades generalmente estdn disefiados para
ser aplicados en criaderos de mosquitos, en las paredes
de las viviendas y como rociados espaciales de nieblas
frias y calientes a volumen ultra bajo. El rociado espacial
denieblas en frio es la herramienta mds usada en brotes
de arbovirus, sin embargo, las nebulizaciones calientes
en el interior de las viviendas tienen mayor impacto
en las poblaciones de mosquitos.®> Aunado a esto, estd
demostrado que la aplicacion a volumen ultra bajo en
exteriores no garantiza que la concentracién de insecti-
cida deseada entre por completo a la vivienda,' lo cual
desde el punto de vista del manejo de resistencia tiene
implicaciones desfavorables, ya que pudiera acelerar la
aparicién de resistencia a insecticidas al eliminar sélo
individuos homocigotos susceptibles, lo que deja vivos
heterocigotos y homocigotos resistentes.!®

Considerando la necesidad de proponer una alter-
nativa con mayor éxito en el control de vectores median-
te el uso de insecticidas, asi como reducir los factores
operacionales que afectan el desarrollo de resistencia,
en este estudio se evalud la efectividad de una mezcla
de flupyradifurona 026.3 g/L + transflutrina 052.5 g/L
aplicada como niebla caliente a mosquitos Ae. Aegypti,
transmisor de los virus dengue, Zika y chikungunya.

Material y métodos

Seleccion de viviendas
El presente estudio se realizé en la ciudad de Tapa-

chula, Chiapas, México, durante el mes de abril del
afio 2019. Se seleccionaron cinco manzanas, en cada
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una de la cuales se seleccioné una vivienda con pare-
des continuas; todas las viviendas contaban con sala,
comedor, dos recdmaras, cocina y un bafio. Las casas
seleccionadas estaban separadas una de otra por lo
menos 100 m. Estas casas son representativas de la
mayoria de las viviendas unifamiliares existentes en
la ciudad de Tapachula. Por cada casa seleccionada
se obtuvo el consentimiento informado de la persona
responsable de la familia. El protocolo al que pertenece
este estudio fue evaluado por el comité de ética del
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).

Se calculd el volumen interno (m?) de cada vivien-
da, midiendo largo, ancho y altura de cada una. Este
volumen sirvié para determinar el tiempo (segundos)
de aplicacién de la mezcla para indicar la dosis reco-
mendada de ingrediente activo (cuadro I). Se utilizaron
cuatro casas para la aplicacién del insecticida y una para
control (sin aplicacion de insecticida).

Cepas de mosquitos

Se utilizaron mosquitos Ae. aeqypti colectados en interio-
res de viviendas de la colonia La Lima, de la ciudad de
Tapachula, que posteriormente se llevaron al insectario
del Centro Regional de Investigacién en Salud Ptblica
(CRISP), donde fueron criados masivamente en condi-
ciones controladas (27°C+2, Humedad Relativa=65-75%)
segun lo reportado por Lépez-Solis y colaboradores.!6
Previamente a los ensayos de campo, se determiné
el nivel de susceptibilidad de los mosquitos Ae. aegypti
ainsecticidas piretroides mediante la técnica de botellas
del Center for Disease Control and Prevention (CDC)," asi
como la frecuencia de KDR (Knock Down Resistance, por
sus siglas en inglés) mediante rtPCR (Reverse Transcrip-
tion-PCR, por sus siglas en inglés).!® La concentraciéon
letal 50 (CL,) de deltametrina obtenida en ensayos de
botella de los CDC para la cepa de La Lima fue de 22.26

Cuadro |
VOLUMEN Y TIEMPOS DE APLICACION DE
FLUPIRADIFURONA Y TRANSFLUTRINA POR CASA
TRATADA EN TAPACHULA, CHIAPAS, MEXIcO,
DURANTE ABRIL DE 2019

Tiempo de aplicacién

Nim. de casa Volumen (m?) (segundos)
| 136 23
2 122 21
3 308 52
4 151 26
Promedio 179.25 (£43.33) 305 (£7.24)
434

mg/ml, mientras que para la cepa New Orleans (donada
por el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas Trans-
mitidas por Artrépodos, de la Universidad del Estado
de Colorado en Fort Collins, Colorado, y usada como
control en este estudio) fue de 0.047. Las frecuencias
de las mutaciones 11016 y C1534 en la poblacién de
La Lima fueron de 0.27 y 1, respectivamente (datos no
publicados).

Todos los mosquitos utilizados en el estudio fueron
hembras, F1, de 1 a 3 dias de edad, alimentados con agua
azucarada a 10% y criadas en el insectario del CRISP.

Insecticida

Se aplic6 a una dosis de 2 mg/m? de flupyradifurona y
4 mg/m’ de transflutrina; por lo anterior, 30 mL de esta
mezcla se diluyé en 4 000 mL de agua y se agregd en el
tanque para insecticida del equipo termonebulizador.

Equipo de aplicacion de insecticidas

La mezcla de insecticida se aplicé utilizando un equipo
termonebulizador portétil marca Swingfog SN50, con
una boquilla niim. 1y con tasa de descarga igual a 342
mL/min. El equipo se utilizé con un tubo optimizador
para soluciones acuosas de acuerdo con las recomenda-
ciones del fabricante; antes de la aplicacién del producto
se realiz6 el mantenimiento correspondiente al equipo,
siguiendo las técnicas y procedimientos sugeridos por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO/
CTD/VBC/96/1000).”

El equipo termonebulizador fue manejado por un
s6lo técnico para asegurar un procedimiento regular
durante todos los bioensayos y disminuir asf la varia-
bilidad entre repeticiones. No obstante, esta técnica es
muy confiable ya que una vez calculado el volumen de
cada vivienda se establecen los tiempos de aplicacién
por volumen, lo cual, mediante cronémetro, puede ser
facilmente implementado por cualquier técnico a nivel
operativo.

Bioensayos

Se introdujeron separadamente grupos de 15 mosquitos
de Ae. aeqypti cepa La Lima (resistente) y Ae. aegypti
cepa New Orleans (susceptible) en jaulas cilindricas de
exposicion de 12 x 8 x 8 cm. Se colocé una jaula de cada
cepa en la sala-comedor, recimara y cocina. Las jaulas
se colgaron o ubicaron a una altura de entre 100 y 160
cm de altura con respecto al piso de las viviendas. En la
vivienda control se colocd igual ntimero de jaulas de las
cepas mencionadas. En total se utilizaron 675 mosquitos
de cada cepa durante el estudio.
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Antes de iniciar con la nebulizacidn, se recomendd
a los moradores salir de sus viviendas y esperar por lo
menos una hora afuera antes de reingresar a las mis-
mas. Posteriormente, se cerraron las puertas y ventanas
exteriores de la vivienda para garantizar que la niebla
saturara homogéneamente el ambiente interior. Final-
mente, la aplicacién se realizé desde la entrada o puerta
principal de la casa moviendo el cafién de la maquina
termonebulizadora en forma de abanico horizontalmen-
te, apuntando el tubo del cafién hacia el piso. Una vez
concluidala aplicaci6n, y al término de lahora de espera,
se abrieron todas las puertas y ventanas exteriores de la
vivienda antes de la entrada de los moradores. El tiempo
de aplicacion fue de acuerdo con las dimensiones de las
viviendas, como se describe en el cuadro I.

La aplicaci6n de la niebla térmica de mezcla de insec-
ticidas se realiz6 en horas de la mafiana de acuerdo con
la metodologia de la OMS? y las jaulas con los mosquitos
quedaron expuestas a la accién de la niebla térmica de
insecticida por un espacio de 60 minutos. Al término de
la prueba (60 minutos de exposicion), se tomaron lecturas
del efecto de derribo (efecto knock down) y se registraron
en formatos diseflados para el efecto.

Posteriormente, los mosquitos se transfirieron a
vasos de carton encerados limpios, cubiertos con malla
fina sujeta con ligas de hule. Los mosquitos se mantu-
vieron durante 24 horas en reposo y observacién en el
laboratorio del CRISP a una temperatura de entre 26° y
28°C, con una humedad ambiental de entre 60 y 85%,
alimentados con una solucién de agua azucarada a 10%.
Se tomaron lecturas de mortalidad alas 24 horas posex-
posicién, tanto de los mosquitos expuestos al insecticida
como de los mosquitos control. Todo el bioensayo se
repitio tres veces en diferentes dias, separados por una
semana entre cada repeticion.

Para determinar si las cepas o colonias de mosquito
y el compartimento de las viviendas influyeron en la
mortalidad observada, se analizaron los datos de morta-
lidad mediante los estadisticos de U de Mann-Whitnney
y Kruskall Wallis, respectivamente. Todas las pruebas
se realizaron con un nivel de significancia igual a 0.05,
mientras que el efecto knock down entre las cepas Aedes
aegpyti susceptible y resistente se comparé mediante la
prueba U de Mann-Whitney.”!

Resultados

Durante la aplicacién de las termonebulizaciones se
registr6 en promedio 54.50 (+4.6) % de humedad relativa
y una temperatura promedio de 32.93 (+1.70) °C fuera
de las viviendas. El tiempo de aplicacién promedio fue
de 30.5 segundos, con un rango de 21 a 52 segundos, en
casas de 122 a 308 m3, respectivamente.
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El efecto de derribo ocasionado por la aplicacién
de flupyradifurona y transflutrina a los 60 minutos
fue similar entre la cepa resistente y la cepa suscepti-
ble, con porcentajes de 91.76 (+19.17) y 93.14 (+12.01),
respectivamente (p=0.7479) (cuadro II). Asimismo la
eficacia de la mezcla de flupyradifurona y transflutrina
sobre mosquitos Ae. aegyptiresistentes a piretroides y la
cepa de referencia Ae. aeqypti New Orleans medida en
mortalidad fue similar en todas las viviendas durante
todo el periodo de estudio, en un rango de 97.54% en
Ae. aegypti susceptible y 97.80 % en la cepa resistente
(p>0.6581; figura 1).

Cuadro Il
PORCENTAJE DE MOSQUITOS AE. AEGYPTI
DERRIBADOS (KNOCK DOWN) 60 MINUTOS DESPUES
DE LA APLICACION DE LA MEZCLA DE
FLUPIRADIFURONA Y TRANSFLUTRINA, EN CASAS
DE TAPACHULA, CHIAPAS, MEXICO, DURANTE
EL MES DE ABRIL DE 2019

Cepa de mosquito Porcentaje de KD*(+D.E.)
Resistente 91.76 (£19.17)
Susceptible 93.14 (£12.01)

* estadistico de U de Mann-Whitney con valor de p=0.7479
*(p=0.7479)

97.54%(+6.68)a

97.8%(+4.45)a
100

80
60
40

20

% mortalidad (promedio+ D.E.)

Ae. aegypti (susceptible) Ae. aegypti (resistente)

FiGURA |. PORCENTAJES DE MORTALIDADES (PROME=
DIO t DESVIACION ESTANDAR) DE MOSQUITOS AEDES
AEGYPTI EXPUESTOS A NIEBLA CALIENTE DE 2 MG DE
FLuPIRADIFURONA/M? + 4 MG TRANSFLUTRINA/M3
(LETRAS IGUALES INDICAN QUE NO HAY DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA) EN CASAS DE TAPACHULA, CHIAPAS,
MExico, DURANTE EL MES DE ABRIL DE 2019
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Ademds, se observé que la ubicacién de los mos-
quitos en las viviendas no afectd la eficacia del producto
(p>0.05), toda vez que la mortalidad de mosquitos Ae.
aegypti resistentes y susceptibles en sala, cocina y recé-
mara se mantuvo por arriba de 96% (figura 2).

Discusion
La flupyradifurona (agonista del receptor nicotinico de
la acetilcolina) y transflutrina (piretroide) pertenecen a
grupos toxicoldgicos diferentes. Desde el punto de vista
del manejo de la resistencia a insecticidas, el uso de
mezclas de ingredientes activos de diferentes grupos to-
xicolégicos es una alternativa que puede ser muy eficaz
si la resistencia a ambos compuestos en una poblacién
es independiente e inicialmente rara, de tal forma que
si un insecto es resistente a uno de los compuestos, la
probabilidad de que sea resistente a los dos es baja.”? En
el control de Ae. aegypti, este tipo de estrategias de ma-
nejo es quizd una de las mds practicas, ya que el mosaico
es practicamente imposible en rociado a volumen ultra
bajo y las rotaciones temporales (anuales, por ejemplo),
aunque pueden ser muy efectivas, pudieran presentar
inconvenientes por cuestiones de planeacién y proce-
sos administrativos de compras de insecticidas. De tal
forma que la aplicacién de insecticida en niebla térmica,
usando una mezcla ya formulada, puede representar
la mejor alternativa para el control de poblaciones de
mosquitos resistentes, ademads de que por ser aplicado
desde la puerta de entrada del domicilio representa
una técnica menos invasiva en términos de privacidad.

98.89%(+3.85)a
100

80
60
40

20

% mortalidad (promedio* D.E.)

99.44%(£1.92)a 97-78%(¥4.34)a
I

La mezcla de flupyradifurona y transflutrina
demostré tener un efecto potente insecticida contra
diferentes colonias de mosquitos Aedes, incluida la
cepa de campo de Ae. aegypti con altos niveles de resis-
tencia a deltametrina, mds atin al registrarse un efecto
de derribo similar al de la cepa susceptible. La razén
de resistencia (RR) indica el ntimero de veces que una
cepa es mds resistente en comparacion con una cepa
susceptible, y en los mosquitos de la cepa de La Lima la
RR fue de 471.9. Por otro lado, la frecuencia de los alelos
que confieren resistencia fue de 0.27 paralal1016y 1.0
para la C1534, lo cual indica que mientras el segundo
alelo esta fijo en esa poblacién, el primero, que es el
mads importante en términos de resistencia, no es tan
alto, pero muy probablemente existe una alta presencia
de individuos heterocigotos, lo cual contribuye junto
con resistencia metabdlica a esa alta RR. Las mortali-
dades observadas en la cepa de La Lima causadas por
la niebla térmica de la mezcla de flupyradifurona y
transflutrina no fueron estadisticamente diferentes de
las observadas con la cepa susceptible, lo cual sugiere
que esta técnica de aplicacion es igual de efectiva en
situaciones de resistencia a insecticidas piretroides.
Maés atn, considerando que el método de aplicacion
es uno de los factores operacionales importantes para
el desarrollo de resistencia a insecticidas,’ al aplicarse
en interiores garantiza que los individuos heterocigotos
sean eliminados, lo que hace que la dominancia no de-
penda de la dosis;"® esto parece ser lo que ocurrié con
la poblacién de mosquitos utilizada en este estudio. La
concentracién de la mezcla empleada en este estudio

96.67%(6.03)a 95.95%(10.17)a

97.29%(+4.28)a

I

Sala

Bl Susceptible

Cocina Recamara

Resistente

FIGURA 2. PORCENTAJES DE MORTALIDADES (PROMEDIO X DESVIACION ESTANDAR) DE AEDES AEGYPTI EXPUESTOS
A NIEBLA CALIENTE DE 2 MG DE FLUPIRADIFURONA/M? + 4 MG TRANSFLUTRINA/M? (LETRAS IGUALES INDICAN
QUE NO HAY DIFERENCIA SIGNIFICATIVA) EN CASAS DE TAPACHULA, CHIAPAS, MEXICO, DURANTE EL MES DE

ABRIL DE 2019
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estd en los rangos recomendados por la OMS, por lo
que la causa de que aun los homocigotos resistentes
hayan sido eliminados (asumiendo que una RR mayor
a400 implica que existan individuos homocigotos resis-
tentes presentes en la poblacién) requiere de estudios
que evalten el papel de la resistencia metabdlica en
esta poblacién de mosquitos, la cual pudiera ser atin
mayor que la ocasionada por el KDR. No obstante, el
alto efecto de derribo, pero en porcentaje menor que
la mortalidad a las 24 horas, indica que ningtn mos-
quito caido a los 60 minutos se recuperd del efecto del
insecticida.

Diferentes estudios han demostrado que las formu-
laciones de insecticidas piretroides con sinergistas, apli-
cados en nieblas frias y calientes, tienen bajo impacto en
poblaciones de mosquitos Aedes y Anopheles resistentes
ainsecticidas.?* No obstante, en el presente estudio la
mezcla de flupyradifurona y transflutrina causé 96% de
mortalidad en una poblacién de Ae. aegypti resistente a
piretroides, dentro de viviendas nebulizadas. Normal-
mente los piretroides son sinergizados con butéxido
de piperonilo (PBO), el cual inhibe la actividad de las
monooxigenasas, enzimas asociadas con el metabolismo
de los piretroides, principalmente.” En el caso de este
formulado, se sabe que la transflutrina es un piretroide
que carece del grupo difenoxibencilo caracteristico del
resto de los piretroides, sobre el cual inicia la degrada-
ci6n por las monooxigenasas o citocromos p450.%° De la
misma manera que en el caso de este formulado, atin
cuando la resistencia metabélica por p450 estuviera alta
en la poblacién de mosquitos utilizada en este estudio,
este componente en la mezcla eliminarfa la ventaja de
dicha resistencia. La nula recuperacién a las 24 horas de
individuos caidos a los 60 minutos parece confirmar lo
anterior.

Por otro lado, con el fin de probar si la efectividad de
la niebla térmica pudiera verse afectada por el tamafio
delas viviendas, las cuatro casas seleccionadas para esta
evaluacion tuvieron dimensiones variadas (122-208 m3).
Estas viviendas tenian de cuatro a cinco habitaciones,
incluyendo cocina, sala-comedor y un bafio, lo cual se
puede considerar representativo de las zonas de estratos
sociales de bajos a medios en Tapachula. El promedio
de tiempo requerido para realizar las nebulizaciones
fue de 30.5 (£7.24) segundos, es decir, medio minuto.
En ese sentido, tedricamente con esta técnica podrian
nebulizarse 20 casas por hora, lo cual darfa un total de
120 casas por jornada laboral de seis horas (tres horas
en la mafiana hasta las 11:00, y tres horas en la tarde a
partir de las 18:00 h),%” con un equipo de dos personas.
Aunado a ello, al considerar la cantidad de insecticida
utilizado en promedio por casa, el costo de esta inter-
vencién, sumando insecticida, personal y equipo, serfa
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menor a los costos producidos con las intervenciones
quimicas actuales por casa.

En conclusion, la mezcla de flupyradifuronay trans-
flutrina (26.3 gi.a./Ly 525 gia./L, respectivamente),
aplicada en niebla caliente es una herramienta promete-
dora para el control de poblaciones de mosquitos Aedes
aegypti, independientemente de su estado de resistencia
a insecticidas piretroides.
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