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Resumen

Objetivo. Determinar la resistencia a insecticidas en Ae. ge-
gyptiy Ae. albopictus de Tapachula, Chiapas, México. Material
y métodos. Se utilizaron ovitrampas para obtener huevos
de mosquitos Aedes y se realizaron pruebas de susceptibilidad
(CDC) y ensayos enzimaticos con la primera generacion.
Resultados. Aedes aegypti mostro resistencia a deltametri-
na, permetrina, malation, clorpirifos, temefos y a bendiocarb
(CARB), mientras que Aedes albopictus a malation y en me-
nor grado a cloripirifos, temefos, permetrina y deltametrina.
Ambas especies mostraron altos niveles de enzimas como
citocomo P*?y glutation S-tranferasa, mientras que los nive-
les de esterasas variaron por especie y sitio muestreado. Se
detecto acetilcolinesterasa insensible a insecticidas en ambas
especies. Conclusion. En un habitat urbano de Tapachula,
Chiapas, México donde se aplica control con insecticidas
Ae. aegypti y Ae. albopictus solo son susceptibles al propoxur.
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Abstract

Objective. To determine the insecticide resistance status
of Ae. aegypti and Ae. albopictus from Tapachula, México.
Materials and methods. Mosquito eggs were collected
with the use of ovitraps and CDC susceptibility bioassays
and biochemical assays were conducted to determine
resistance levels and resistance mechanisms, respectively.
Results. Ae. aegypti showed resistance to deltamethrin
and permethrin (PYRs), malathion, chlorpyrifos and teme-
phos (OP), and to bendiocarb (CARB), while Ae. albopictus
showed resistance to malathion and to a lesser intensity
to chlorypirifos, temephos, permethrin and deltamethrin.
Both species showed high levels of P*? and GSTs, while
levels of esterases varied by species and collection site.
Altered acethilcholinesterase was detected in both species.
Conclusion. In an urban habitat from Tapachula, Chiapas,
Mexico where vector control using insecticides takes place,
Ae. aegypti and Ae. albopictus are only susceptible to propoxur.

Keywords:insecticide resistance;insecticides; organophospha-
tes; carbamates; Aedes
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os virus del dengue (DENV), chikungunya (CHIKYV),

Zika (ZIKV) y fiebre amarilla (FA) son transmitidos
principalmente por los mosquitos Aedes aegypti y Ae.
albopictus (Skuse). Aedes aeqypti (Linneo) (Stegomyia)
estd ampliamente distribuido en las regiones tropicales
y subtropicales de México, mientras que Ae. albopictus es
una especie endémica de Asia que ha sido introducida a
Estados Unidos y al norte de México desde hace menos
de dos décadas! y que se ha propagado rdpidamente
hacia Coahuila,® Nuevo Le6n,® Chiapas,* Yucatdn® y
Sinaloa.®

Aedes aegypti es el principal vector del dengue en
Meéxico y recientemente incriminado como vector de los
virus CHIKV” y ZIKV en Chiapas. Por otro lado, aunque
Ae. albopictus aun no se ha relacionado con la transmisién
de ninguna enfermedad en México, existe reporte de la
presencia de DENV en mosquitos hembras silvestres.®

Los insecticidas han sido la principal herramienta
para controlar vectores y prevenir las enfermedades que
transmiten. Los insecticidas (adulticidas) mds usados
en México durante 2014 fueron los piretroides (PYR)
cipermetrina, deltametrina, ciflutrina y bifentrina (64%),
organosforados (OP) temefos, malation y clorpirifés
(18%), y carbamato (CARB) bendiocarb 18%.%1°

El uso constante de estos insecticidas ha provocado
la aparicién de resistencia en mosquitos para todos los
grupos toxicoldgicos usados en el control vectorial."! La
resistencia en Ae. aegypti en México ha sido principal-
mente a los PYR'>! aunque también se ha reportado a
OP en casi todo el continente americano® y en algunas
partes de México.®

Aedes aegypti atin no registra reportes de resistencia
a CARB en México. De Ae. albopictus no se conoce su
condicién de susceptibilidad o resistencia a ningtin
grupo toxicolégico en México.

La resistencia metabdlica y la alteracién en el sitio
blanco de los insecticidas son dos de los mecanismos de
resistencia mas importantes. La primera se confiere por
alteraciones en los niveles o actividades de las enzimas
de desintoxicacién, predominantemente esterasas, glu-
tatién transferasa (GST) y citocromo P*#0.17

Aedes aeqypti se ha adaptado muy bien a las condi-
ciones urbanas, mientras Ae. albopictus establece sus cria-
deros principalmente en hdbitats rurales.'® Actualmente,
ambas especies coexisten en dreas de Tapachula, Chiapas.
Se asume que el uso de los grupos toxicolégicos disponi-
bles para el control de vectores podria estar induciendo
resistencia en Ae. albopictus. Aqui se reporta la resistencia
a insecticidas utilizados por los programas de control
en salud ptblica en larvas y adultos de una poblacién
de Ae. albopictus, que comparte hdbitats urbanos con Ae.
aegypti, incluyendo el diagndstico de los mecanismos de
resistencia involucrados en ambas especies.
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Material y métodos

Area de estudio

El material biolégico se recolect6 en dos sitios urbanos
de Tapachula, Chiapas (Fraccionamiento Huertos de
Janeiro; N14°5626.63” W 92°15°03.74” y 5 de Febrero;
N 14°55°09.120” W 92°15°32.82).

La recolecta de huevos se realizé durante febrero-
abril de 2015 siguiendo las recomendaciones sefialadas
enla Guia Metodoldgica parala Vigilancia Entomolégica
con Ovitrampas." El papel filtro (12 x 35 c¢m) de las
ovitrampas se reemplazé cada cinco dias y los huevos
se transportaron dentro de bolsas pldsticas al insectario
del Centro Regional de Investigacién en Salud Ptblica
(CRISP), en Tapachula, Chiapas, México. El nimero de
huevos se contabilizé por sitio de recolecta; una vez
eclosionados y obtenidos los adultos se contabilizé el
ntimero de mosquitos por especie. Para determinar
asociacion entre especie de mosquito y sitio de colecta
se realiz6 un andlisis de ji cuadrada.?’

Cria de mosquitos

La generacion F correspondi6 a los adultos provenien-
tes de los huevos recolectados en campo. Las tiras de
papel con huevos se colocaron dentro de recipientes con
agua para obtener la eclosién de los huevos. Una vez
eclosionados, 500 larvas se colocaron en recipientes de
22x35x 5 cm que contenfan 1.2 L de agua, equivalente a
1.5 ecm de profundidad. Las larvas de primero y segundo
estadio se alimentaron durante los primeros tres dias
con 0.4 gr de una dieta larvaria. Las larvas de tercer y
cuarto estadio se alimentaron con 0.8 gr de esta misma
dieta hasta el sexto dia. La dieta larvaria fue elaborada
con una mezcla de proteinas, grasas, fibra y minerales,
previamente molida, tamizada y esterilizada (LabDiet
5001). Las pupas se pasaron a charolas de 20 cm de
didmetro y se cubrieron con una malla tricot sostenida
con ligas para confinar a los adultos después de su
emergencia. Los mosquitos adultos se identificaron
taxonémicamente segtin Balta 1997.%! Se coloc6 cada
especie en jaulas de cria (30 cm®) y fueron mantenidos
con una solucién de aztcar al 10%. Los mosquitos se
mantuvieron a 27° + 2°C, humedad relativa de 60% + 5%
y 12:12 horas luz: oscuridad. Se alimentaron a replecién
con sangre de conejo para obtener la primera generacion
F,. Alas 72 hrs post-alimentacion se colocaron dentro de
las jaulas recipientes de plastico recubiertos con papel
filtro himedo para que los mosquitos ovipositaran. La
F, fue usada para los bioensayos de susceptibilidad y
ensayos bioquimicos.
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Bioensayos de susceptibilidad con larvas

Elbioensayo con larvas se realizd segtin el procedimiento
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),? con
un mililitro del larvicida temefos (3 ppm) (T-Mfos 1%,
Agromundo) preparado en etanol. Se adicionaron 249
ml de agua destilada contenida en un vaso de pldstico
desechable #12 para obtener la concentracién diagndstica
final de 0.012 ppm. El bioensayo se realizé con un total
de 300 larvas de tercer estadio tardio y de cuarto estadio
temprano; consistié en doce réplicas de 25 larvas cada
una. La mortalidad se registr6 24 horas después, conside-
rando como larva muerta aquélla que estaba sumergida
y era incapaz de nadar a la superficie.” Las condiciones
ambientales durante estos bioensayos fueron 28°C +2°C
de temperatura y 65 + 10% de humedad relativa.

Bioensayo de susceptibilidad con adultos

Los bioensayos con adultos se realizaron aplicando el
protocolo de las botellas CDC (Centers for Disease Control
and Prevention [ Atlanta USA).* Cada bioensayo se rea-
liz6 con 240 adultos de tres a cuatro dias de edad para
cada insecticida. Se realiz6 un total de 16 réplicas con
15 adultos cada una. Los mosquitos se introdujeron en
botellas ya recubiertas internamente con 1 mL de cada
uno de los insecticidas con concentraciones diagndsticas
recomendadas por el CDC* (cuadro I).

La concentracién diagndstica para clorpirifds y
propoxur se determiné en experimentos preliminares
en el laboratorio, usando adultos de Ae. aeqypti de la
cepa susceptible New Orleans, siguiendo el método del
CDC.Se consider6 una poblacion resistente cuando la
mortalidad fue menor a 80%, sospecha de resistencia
de entre 81-97% y susceptible de entre 98-100%, segtn
criterios de la OMS.!

Los resultados de los bioensayos se analizaron me-
diante tablas de contingencia en Excel, para determinar
si entre repeticiones existia consistencia en los resultados,
asi como para determinar si los niveles de resistencia por
especie detectados para cada insecticida eran indepen-
dientes del lugar de colecta de los mosquitos.

Ensayos bioquimicos

Se realizaron ensayos bioquimicos para determinar
niveles de esterasas, monooxigenas o GST, asf como
frecuencia de aceticolinesterasa (AChE), siguiendo el
protocolo descrito por Penilla y colaboradores. La
actividad enzimatica de los mosquitos de campo se com-
pard con la cepa susceptible New Orleans mediante un
andlisis de varianza (ANOVA). El estadistico e histogra-
mas se realizaron usando el software IBM SPSS Statistic
21.0 (2007). Las frecuencias de los genes de resistencia
de AChE se calcularon asumiendo un equilibrio con la
ecuacién de Hardy-Weinberg.

Resultados

De 2 092 huevos obtenidos en las ovitrampas, 25.5%
(534) correspondié a Ae. albopictus respecto a Ae. aegypt,
pero la presencia de Ae. albopictus fue similar en ambos
sitios, 22.3% (Huertos de Janeiro) y 31.5 % (5 de Febrero).
Sin embargo, la abundancia de Ae. aegypti fue mayor en
Huertos de Janeiro (p=0.0024).

Bioensayo de susceptibilidad con larvas

La mortalidad de larvas con temefos en la cepa New
Orleans fue de 100% a la concentracién diagndstico. No
se encontraron diferencias entre las repeticiones de los
bioensayos de ambos sitios en ninguna de las especies.

Cuadro |
INSECTICIDAS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DE SUSCEPTIBILIDAD/RESISTENCIA
EN ADULTOS DE AE. AEGYPTI Y AE. ALBOPICTUS. TAPACHULA, CHIAPAS, MEXICO, FEBRERO-ABRIL 2015

Concentracién diagndstica

Insecticida Grupo Nombre comercial (uglbotella
Permetrina* Piretroide Tipo | AquaReslin SUPER, Bayer I5
Deltametrina* Piretroide Tipo Il K-Othrine, Bayer 10
Malation* Organofosforado Lethal mist, Quimix 50
Clorpirifést Organofosforado Mosquitocida UNO/ULY 60
Bendiocarb* Carbamato Ficam W, Bayer 125
Propoxurjr' Carbamato Grado técnico Quimix 10

* Concentracion diagndstica registrada por Brogdon y Chan?*

#Determinada a partir de una linea base de concentraciones con la cepa susceptible New Orleans
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Los datos se agruparon para la comparacién mediante ji
cuadrada (p>0.1). En ambas especies y en ambos sitios de
recolecta, la mortalidad fue significativamente mds baja
comparada con la cepa susceptible control (p=0.0000).
La mortalidad fue diferente entre sitios de recolecta
(p=0.0000): més elevada para 5 de Febrero (79%) que para
Huertos de Janeiro (61%) con Ae. aegypti, mientras que con
Ae. albopictus fue mayor en Huertos de Janeiro (65%) que
en 5 de Febrero (43%). Al analizar por sitio de recolecta,
5 de Febrero mostr6 una mortalidad significativamente
menor en Ae. aegypti (20.8%) que en Ae. albopictus (57.2%)
(p=0.0000). En Huertos de Janeiro, la mortalidad entre
ambas especies no fue diferente (p=0.2059) (figura 1).

Bioensayos de susceptibilidad con adultos

Aedes aegypti registré 0% de mortalidad con clorpirifos
en 5 de Febrero (p<0.00001), mientras que en Huertos
de Janeiro la mortalidad més baja fue con deltametrina,
con 10% (p<0.00001). Con el resto de los insecticidas, a
excepcién del malatién (p=0.0306), no existié diferencia
significativa entre las mortalidades de Ae. aegypti prove-
nientes de ambos sitios (p>0.3). Aedes aegypti registré una
mortalidad significativamente menor para propoxur en
Huertos de Janeiro en comparacién con Ae. albopictus
(p>0.00001).

La mortalidad mds baja en Ae. albopictus se registrd
con malatién en 5 de Febrero (27.5%) y Huertos de Ja-
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FIGURA |. PORCENTAJES DE MORTALIDAD A TEMEFOS
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neiro (47.5%). Las mortalidades con permetrina y delta-
metrina registraron diferencias significativas entre sitios
de recolecta (p>0.01). Con el resto de los insecticidas,
las mortalidades fluctuaron entre 80 y 100% en ambos
sitios. Ambas especies registraron 100% de mortalidad
con bendiocarb y propoxur en 5 de Febrero (figura 2).
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Ensayos bioquimicos

Aedes aegypti registrd niveles enzimdticos mds elevados
que Ae. albopictus para a esterasas (F=121.1, p<0.0001),
B-esterasas (F=84.92, p<0.0001) y monooxigenasas (Ci-
tocromo P*?) (F=43.83, p<0.0001) en Huertos de Janeiro.
Asimismo, los niveles de GST registraron niveles mds
altos en 5 de Febrero (F=61.4, p<0.0001) como en Huertos
de Janeiro (F=190.0, p<0.0001) (figura 3).

Las enzimas de p-esterasas (F=11.31, p<0.000) y mo-
nooxigenasas (citocromo p*>) (F=53.54, p<0.000) de Ae.
albopictus se mostraron diferentes a la actividad en Ae.
aegypti de 5 de Febrero. La actividad de para-nitrofenil
acetato (p-NPA) fue mds alta en Ae. albopictus que en Ae.
aegypti en ambos sitios, 5 de Febrero (F=60.99, p<0.000)
y Huertos de Janeiro (F=9.60, p<0.000).

Las frecuencias de la AChE insensible al propoxur
fueron mds altas en 5 de Febrero para ambas especies,
pero mayor en Ae. albopictus, (Ae. aegypti 0.29, n=72; Ae.
albopictus 0.40, n=56), mientras que en Huertos de Janei-
ro mostraron similar proporcién para ambas especies
(Ae. aegypti 0.24, n=27; Ae. albopictus 0.22, n=85).

Los histogramas muestran el comportamiento y la
distribucién de los niveles enzimaticos observados en
ambas especies y en ambos sitios urbanos (figura 3).

Discusion

Este estudio registra por primera vez en México estudios
de resistencia/susceptibilidad a insecticidas en Ae. albo-
pictus. La resistencia observada a temefos en las especies
de Ae. aegyptiy Ae. albopictus, con rangos de mortalidad
de 35-79%, indica una resistencia importante para am-
bos vectores. Temefos es un larvicida usado desde hace
aproximadamente tres décadas para el control de Ae.
aegypti en México y su resistencia ya se ha reportado
previamente en Baja California, México."®

Estudios en Asia, Europa y Estados Unidos repor-
taron resistencia de Ae. aegypti a OP como malation,?
temefos” 3!y clorpirifés.? Los resultados de este estu-
dio indican una resistencia menor al clorpirifés en Ae.
albopictus que en Ae. aegypti en ambos sitios de recolec-
ta. Consecuentemente, la resistencia exhibida por Ae.
albopictus al cloripirifés podria estar condicionada por
mecanismos distintos al del malati6n, ya que el uso de
éste ha sido mds prolongado en ambos sitios monito-
reados.

Las poblaciones de Ae. aegypti de ambos sitios re-
colectados fueron resistentes a PYR, sin embargo, sélo
existen registros del uso intensivo de permetrina en la
década de los noventa.®

Aedes albopictus es una especie de reciente presencia
en México* en comparacion con Ae. aegypti. Ademds de
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ser una especie mds exofilica,* estd favorecida por una
mayor variedad de criaderos en zonas silvestres que
incluye criaderos alternativos como bromelias y huecos
de drboles y de bamb, entre otros.!® Aedes albopictus no
demostrd ser completamente doméstico en comparacién
con Ae. aegypti, ya que la proporcién de mosquitos adul-
tos obtenidos de las ovitrampas fue mucho menor.

Los presentes resultados también mostraron que la
poblacién de Ae. aeqypti en ambos sitios estudiados fue
resistente a PYR. La resistencia de Ae. aegypti a PYR ya
ha sido reportada durante la tltima década en varios
estados de México."**% Esta resistencia probablemente
es resultado del uso intensivo de la d-fenotrina, otro
piretroide del tipo I que sustituy? a la permetrina hasta
la reciente introduccién del clorpirifés y el malation.
Ademds, espacialmente es evidente la dindmica de la
resistencia.

El malation ha sido poco estudiado en poblaciones
de mosquitos de Ae. aegypti en México. Poblaciones de
mosquitos Ae. aegypti de Baja California mostraron ser
susceptibles al malation.' La resistencia encontrada en
este estudio puede ser una consecuencia de las acciones
de control aplicadas a los casos permanentes de dengue
y al reciente brote de CHIKYV, ocurridos a principios de
2014 en Tapachula, Chiapas.”

Ambas especies de mosquitos provenientes de los
dos sitios estudiados exhibieron alta susceptibilidad a
los CARB (bendiocarb y propoxur), con la excepcién
de Ae. aeqypti de Huertos de Janeiro donde se encontré
casi 80% de mortalidad al bendiocarb, aun cuando este
insecticida ha sido usado recientemente en la ciudad
s6lo para rociados intradomiciliares.

En México se han reportado para Ae. aegypti meca-
nismos metabélicos de resistencia a insecticidas.!>¥%3%
No obstante, la resistencia a PYR en Ae. aegypti ha sido
mayormente correlacionada con mutaciones en el
sitio blanco, aunque las GSTs pudieran también estar
involucradas en la detoxificacion de los productos del
metabolismo de los PYR.* En ambas especies se en-
contraron niveles altos de esterasas determinadas con
los tres sustratos, lo cual podria explicar la resistencia
observada a OP. Por otra parte, las monooxigenasas
podrian estar involucradas en la incipiente resistencia
metabdlica a PYR en Ae. albopictus.

Se ha reportado la presencia de AChE insensible en
Ae. albopictus en poblaciones de Malasia® y Singapur®
y se sugiere que estd asociada con la resistencia a OP y
CARRB. El presente estudio reporta individuos con AChE
insensible en ambos sitios, sin embargo, no se observé
resistencia en Ae. albopictus a los CARB. Esto puede ser
explicado, segtin Perera,*’ a partir de que los resultados
de los ensayos bioquimicos no coinciden con los de
susceptibilidad, ya que la dosis estandar del propoxur
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fue establecida con otras especies de mosquitos y podria
no ser lo suficientemente fuerte para inhibir las enzimas
de estas poblaciones de Ae. albopictus.

En conclusién, segtin los criterios de la OMS, Aedes
aegypti mostré resistencia a los PYR y OP en ambos si-
tios, con excepcién del propoxur, y posible resistencia al
bendiocarb en mosquitos de Huertos de Janeiro. Aedes
albopictus registrd resistencia a malation y una incipiente
resistencia hacia permetrina, deltametrina y cloripirifos.
Estos resultados sugieren la necesidad de hacer cambios
en los programas de control con el objetivo de imple-
mentar estrategias de control que retarden la resistencia
en esta especie o bien para disminuir la presién de selec-
cién en las poblaciones donde se detecté resistencia. Una
supresion de insecticidas podria conllevar a la reversién
de la susceptibilidad en las poblaciones de insectos,*#2
sin embargo, las medidas de manejo de resistencia a
insecticidas tendrén que ser dirigidas hacia la especie
de mayor importancia epidemiolégica.

Declaracion de conflicto de intereses. Los autores declararon
no tener conflicto de intereses.
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