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RESUMEN: Para determinar los mecanismos de resistencia a los insecticidas en Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) en dos ciudades endémicas a dengue bajo constante presion de seleccidn con insecticidas, se
colectaron muestras (colectas de huevos) durante la estacion de lluvias de 2012 en Mérida y Acapulco,
fueron analizadas mediante bioensayos de susceptibilidad (pruebas de botellas CDC), pruebas bioquimicas
y moleculares. Los resultados sugieren que los elevados niveles de resistencia a piretroides observados,
estan asociados a una elevada actividad de las oxidasas y a la presencia de mutaciones kdr (10161 y
1534C). Particularmente encontramos una elevada intensidad de resistencia a la permetrina. A excepcion
de algunos puntos de la ciudad de Mérida, todas las poblaciones evaluadas fueron totalmente susceptibles
a propoxur y clorpirifos. Considerando los multiples mecanismos que confieren elevada resistencia a
piretroides, es recomendable mantener el monitoreo de las poblaciones para el desarrollo de una estrategia
de manejo de resistencia adecuada.
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Insecticide resistance mechanisms in Aedes aegypti populations from Mexico.

ABSTRACT: To gain a more comprehensive understanding of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
insecticide resistance in two dengue-endemic cities under constant insecticide selection pressure, Ae.
aegypti (eggs collections) were collected during rainy season of 2012 in Merida and Acapulco and were
analysed using bioassays (CDC bottle tests), biochemical assays and molecular assays for kdr detection.
Results suggest that both elevated oxidase activity and kdr mutations (10161 and 1534C) are contributing
to the high levels of pyrethroid resistance observed in Merida and Acapulco. Particularly we found an
elevated intensity of resistance for permethrin. Mosquito populations from Acapulco were fully
susceptible to propoxur and chlorpyrifos. Given the high level of resistance to pyrethroids and multiple
resistance mechanisms, monitoring incipient resistance to propoxur and chlorpyrifos detected in some foci
of Merida is recommendable for an adequate strategy for insecticide resistance management.
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INTRODUCCION

El dengue es un problema importante de salud publica en México. Por méas de diez afios
(1999-2010) las actividades de control vectorial del dengue realizadas, se basaron exclusivamente
en el uso de insecticidas a base de permetrina. Como resultado, el desarrollo de la resistencia a la
permetrina en Aedes aegypti se extendio en varias regiones del pais (Flores et al., 2005; Flores et
al., 2006; Flores et al., 2009; Ponce-Garcia et al., 2009; Siller et al., 2011; Aponte et al., 2013;
Saavedra-Rodriguez et al., 2014). Como consecuencia algunos estados del pais han optado por el
uso de los carbamatos y organofosforados como los insecticidas de eleccion para el control de los
vectores del dengue.
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El desarrollo e implementacion de 1) medidas efectivas de control de vectores basadas en
evidencia; y Il) estrategias de manejo de la resistencia, se han sefialado como prioridades para el
Programa Nacional de control de dengue (Norma Oficial Mexicana, 2011). Ante esta perspectiva,
se realizd un estudio sobre el estado de la susceptibilidad y los mecanismos de resistencia a los
principales insecticidas (grupos quimicos) actualmente utilizados por el Programa Nacional de
control del dengue en poblaciones de Ae. aegypti de Mérida, Yucatan y Acapulco, Guerrero.

MATERIALES Y METODO

Localidades de muestreo. Este estudio se llevo a cabo en la ciudad de Mérida, ubicada en
la peninsula de Yucatan, en el sureste de México (20° 45 'y 21° 15' Norte, 89° 30 'y 89° 45' Oeste)
y en la zona de Ciudad Renacimiento de Acapulco, situado en el Estado de Guerrero (17 ° 36
‘Norte, 99 ° 57" oeste) a lo largo de la costa del Pacifico de México (Figura 1).

Material bioldgico. Se colectaron huevos de Ae. aegypti mediante ovitrampas desplegados
en ambos sitios de estudio, Mérida (21 areas) y Ciudad Renacimiento, Acapulco (2 areas) durante
la mitad y al final de la temporada de lluvias de 2012 (julio-septiembre y agosto-noviembre de
2012 respectivamente) (Figura 1). Bajo condiciones de insectario (en Unidad de Bioensayos
Entomologicos de la Universidad Autonoma de Yucatin —UCBE/UADY) se criaron y
emergieron hembras adultas F1 de 1-3 dias de edad. Las cepas de Nueva Orleans y Rockefeller
de Ae. aegypti fueron proporcionados por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Atlanta, EE.UU. para ser utilizados como cepas susceptibles de
referencia para todos los ensayos.

Bioensayos. Para los bioensayos de susceptibilidad se usé el método de botellas CDC
(CDC, 2010). Se usaron botellas Wheaton impregnadas con la dosis diagnostico de cada
insecticida diluido en 1 ml de acetona: permetrina 15 mg / ml, a-cipermetrina 10 mg / ml,
propoxur 12,5 mg / ml y clorpirifos 14 mg / ml. Su usaron 10-15 mosquitos hembras de 1-3 dias
de edad por botella, en 4 réplicas (botellas) y un control (botella conteniendo solo acetona) por
insecticida. El efecto caida (KD) de los mosquitos se registro en el tiempo diagnéstico de 30
minutos. Después de 2 h de exposicion, los mosquitos fueron transferidos a vasos de
recuperacion para observar la mortalidad a las 24 h. Se evalud la intensidad de la resistencia a los
piretroides para aquellas poblaciones que mostraron resistencia (KD <90%) a la dosis de
diagnostico del insecticida probado. La intensidad de la resistencia se evaluo utilizando botellas
CDC (cuatro réplicas y un control por dosis) tratados con dosis seriadas de 2x, 5x y 10x, la dosis
diagnostica de cada insecticida.

Pruebas bioquimicas. Se emergieron mosquitos hembras F1 de un dia de edad de huevos
obtenidos de una submuestra de las areas de estudio (10 de Mérida y 2 de Ciudad Renacimiento)
y se almacenaron a -70 ° C. Lotes de 30 mosquitos hembras por area de estudio se
homogeneizaron individualmente en 100 ul 0,01 M de tampdén KPO4 (pH 7,2), y después se
diluy6 a 2 ml con el mismo tampén. Alicuotas de 100 ul, por triplicado, se transfirieron a placas
de microtitulacion de 96 pozos. Los ensayos bioquimicos se realizaron segin Brogdon y
McAllister (1997, 1998) para evaluar la actividad de las oxidasas, esterasas, glutation-S-
transferasas [GST]) y la insensibilidad de la acetilcolinesterasa. El limite superior del rango de las
absorbancia obtenido de la cepa susceptible Rockefeller se usé como el umbral de resistencia.
Los ensayos bioquimicos se realizaron en el laboratorio de Entomologia de la CDC (Atlanta,
EE.UU.).
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Figura 1. Ubicacion del sitio de estudio. Se muestran las areas de las colonias donde se realizaron
las colectas con ovitrampas. 1. Manuel A. Camacho; 2. Pacabtun; 3. Fidel V.; 4. Vergel Ill; 5.
Vergel I1; 6. San A. Kahua; 7. U.H. Morelos; 8. Castilla C.; 9. Manzana 115; 10. Cinco C.; 11.
Centro; 12. San J. Tecoh; 13. San A. Xluch; 14. Mulsay; 15. Juan Pablo II; 16. Cordemex; 17.

Francisco M.; 18. Bojorquez; 19. Yucalpeten; 20. Plan de A. Sur

Pruebas moleculares. Se extrajo el ADN del 10% de los mosquitos que fueron
clasificados como sobrevivientes y muertos a la dosis diagndstico de la permetrina después de 24
h en los bioensayos de botellas CDC. Se siguieron los protocolos descritos por Saavedra-
Rodriguez et al. (2007) y Yanola et al. (2011) para identificar las mutaciones kdr V10161 (n=117
mosquitos) y F1534C (n=103 mosquitos) respectivamente. La cepa MF5 (Cepa de Mérida que
posee ambas mutaciones kdr, recientemente establecida en el laboratorio de Entomologia de CDC
Atlanta, EE.UU.) se utilizd6 como control positivo kdr y la cepa Rockefeller se utiliz6 como
control negativo kdr.

Anélisis de datos. Los resultados de KD fueron clasificados de acuerdo a los criterios
definidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013): 98-100% indica
susceptibilidad; 90-97% sugiere desarrollo de resistencia; menos de 90% indica resistencia. Se
calculo el tiempo despues del cual el 50% de los mosquitos fueron derribados (KDT50) y sus
intervalos de confianza del 95% (IC) mediante un andlisis Probit. La proporcion de resistencia
KDT50 (RRKDTA50) se calculé dividiendo el KDT50 de cada poblacion por el KDT50 de la cepa
de susceptible Nueva Orleans. En los ensayos bioquimicos se realizé6 una ANOVA (a=0.05) para
determinar si existian diferencias significativas en la actividad enzimaticas de las poblaciones con
respecto a la cepa susceptible. Se usé el coeficiente de correlacion de Spearman (rs) para evaluar
la relacion entre la actividad de la enzima y la supervivencia en bioensayo de susceptibilidad. Las
frecuencias alélicas de las mutaciones 11016 y c1534 se calcularon utilizando la siguiente
ecuacion: (N heterocigotos) + 2 (n homocigotos) / 2 (total n mosquitos analizadas). Se realizé una
prueba exacta de Fisher (a = 0,05) para probar la asociacion de cada mutacién con la
supervivencia bioensayo.

RESULTADOS

Bioensayos. Los bioensayos mostraron altos niveles de resistencia KD, principalmente a la
permetrina, la RRKDT50 vario de 0.8 a 13.9 veces para Mérida, y 3.3 a 5.7 veces para Acapulco,
pero también a la a-cipermetrina, RRKDT50 de 1.1 a 5.5 veces para Mérida, y 1.7 a 2.2 veces
para Acapulco (Cuadro 1). Todas las poblaciones evaluadas fueron susceptibles al propoxur y
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clorpirifos (100% KD a los 30 minutos), a excepcion de algunas areas de Mérida que mostraron
indicios de susceptibilidad reducida.

Cuadro 1. Susceptibilidad a piretroides en Ae. aegypti en Mérida y Acapulco. Se muestra la media del
porcentaje de knockdown a los 30 min (KD) y sus respectivos errores estandar (EE), el tiempo después del
cual el 50% de los mosquitos fueron derribados (KDT50) y sus respectivos intervalos de confianza al 95%

(I.C.) y larazdn de resistencia knockdown (RRKD50).

Permethrin (15 KD TKDsg o-Cypermethrin KD KDTsqo
pg/mL) % EE  Minutos 95 %1I.C. RRKDTs (10 pug/mL) % EE  Minutos 95 %1I1.C. RRKDT5

MERIDA
Mulsay 100 0 7.6 (5.7, 10.0) 0.8 Centro 100 0 48 2.9, 7.7) 1.1
San A. Xluch 97.5 25 9.8 (7.6, 12.4) 1.1 Mulsay 100 0 5.7 3.6, 8.8) 13
San A. Kahua 71.8 6.2 19 (15.7, 22.9) 2.1 Dzitya 100 0 6.5 4.2, 9.6) 15
Centro 70 4.1 19.5 (16.1, 23.6) 22 Cinco C. 100 0 6.6 (4.3, 9.8) 15
San]. Tecoh 60 9.1 25.8 (21.6, 30.8) 29 Plande A. 100 0 7.2 4.9, 10.3) 1.6
Plan de A. 50 183 383 (32.3, 45.5) 43 Francisco M. 100 0 7.2 4.7, 10.7) 1.7
Manuel A. Camachc  42.2 13.4 32.6 (27.6, 38.5) 3.7 San]. Tecoh 100 0 7.2 (4.7, 10.8) 1.7
Vergel I 41.1 109 37.8 (31.6, 45.1) 42 U.H. Morelos 100 0 8.1 6.0, 10.7) 19
Bojorquez 375 10.3 382 (32.1, 45.6) 43 Manzana 115 100 0 10.5 (7.3, 14.7) 2.4
Fidel V. 325 20.2 44.7 (375, 53.3) 5 San A. Xluch 100 0 12 8.5, 16.5) 2.8
Yucalpeten 314 9.7 54.7 (45.8, 65.7) 6.1 Pacabtun 97.5 25 5.4 3.4, 8.4) 1.2
Dzitya 30 7.1 47.1 (39.6, 56.3) 5.3 Castilla C. 97.5 25 85 6.3, 11.2) 2
Francisco M. 29.8 5.9 35 (29.6, 41.5) 39 Vergel IT1 95 29 10.6 (7.2, 15.0) 2.4
Castilla C. 29.7 10.6 45 (39.6, 51.2) 5.1 Cordemex 88.1 6.9 12 9.2, 15.3) 2.7
Pacabtun 25 6.5 44.2 (37.1, 52.8) 5 Juan Pablo II 875 7.5 6 3.9, 9.0) 1.4
Cinco C. 20 9.1 47.2 (39.5, 56.5) 5.3 Manuel A. Camachc 85 6.5 18.1 (13.1, 24.7) 4.1
U.H. Morelos 19 3.6 54.2 (47.7, 61.9) 6.1 Vergel I 85 29 223 (16.2, 30.4) 5.1
Vergel IT1 15 29 48.6 (40.5, 58.4) 55 Fidel V. 825 11.8 59 338, 8.8) 14
Manzana 115 14.3 2.8 749 (615, 91.9) 8.4 Bojorquez 80.7 109 14.1 (10.2, 19.0) 3.2
Juan Pablo IT 12.5 48 47.8 (39.8, 57.5) 5.4 San A. Kahua 74.4 10.3 8.6 538, 12.4) 2
Cordemex 25 25 124.1 93.6, 166.7) 139 Yucalpeten 70 204 238 (175, 32.2) 55
Susceptible 100 0 89 6.9, 11.5) 1 Susceptible 100 0 4.4 2.5, 7.2) 1
ACAPULCO
ACA01 12.5 6.3 55.1 (448, 71.3)* 5.7 ACAO01 93.2 44 8.6 6.2, 10.7)* 22
ACA02 35 29 323 (26.4, 39.5)* 34 ACA02 100 0 6.7 4.7, 8.7)* 1.7
Susceptible 100 0 9.63 (6.63, 12.9) 1 Susceptible 100 0 39 (2.3, 5.8) 1

En relacion a la intensidad de la resistencia a la permetrina, la mayoria de los sitios en
Meérida alcanz6 KD superior al 90% (umbral de resistencia) solo cuando se expusieron a 5 veces
la dosis de diagndstico (Figura 2). Soélo un sitio (Bojorquez) requirio 10 veces la dosis
diagnostico. En Acapulco un sitio requirio 5 veces la dosis de diagndéstico para alcanzar > 90%
KD (1x = 35%, 2x = 72.5%, 5x = 92.5%), mientras que la exposicién a 5 veces la dosis
diagnostico en el otro sitio sélo alcanzado > 70 % KD (1x = 12.5%, 2x = 45%, 5x = 75%).

La intensidad de la resistencia a la a-cipermetrina fue menor que la observada para la
permetrina (Figura 2). EI 57% (12/21) de los sitios en Mérida mostraron susceptibilidad (>98%
KD) a la dosis diagnostico. Las areas restantes requirieron 2 veces la dosis diagndstica para
alcanzar > 90% KD (con las excepciones de Vergel Il y Bojorquez, donde no se obtuvieron un
namero suficiente de mosquitos). En Acapulco, la dosis de diagnostico de a-cipermetrina fue
suficiente para alcanzar mortalidades del 93%-100%.

Pruebas bioquimicas. A excepcidén de dos sitios de Mérida (Francisco de Montejo vy
Vergel 11I), ninguna de las éareas evaluadas de Merida y Acapulco mostré niveles
significativamente elevados de actividad de esterasa. Se detectd una elevacion significativa de la
actividad de la oxidasa y GST en el 63% (7/11) de los sitios muestreados en Mérida y en ambos
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sitios en Acapulco. Sin embargo sélo la frecuencia de las absorbancias de las oxidasas se
correlaciond significativamente (a = 0.05) con el aumento observado en KDTS50 para la
permetrina (rs = 0,894, y = 301.92x - 235,31, P = 0,02) para las poblaciones de Mérida. Los
resultados sugieren que la acetilcolinesterasa insensible no esti presente en la mayoria de las
poblaciones. Sin embargo, un sitio en Mérida (Cordemex) mostrd un nivel significativamente
mas alto de actividad AChE.

Pruebas moleculares. Ambas mutaciones kdr 10161 y 1534C estuvieron presentes en
frecuencias altas (82% y 94-100%, respectivamente, en los dos sitios de estudio). La frecuencia
10161 se asocio positivamente con la supervivencia permetrina (prueba exacta de Fisher p =
0,014).
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Figura 2. Intensidad resistencia (1x-10x) a la permetrina (A) y a-cipermetrina (B) en
poblaciones de Aedes aegypti de Mérida durante la temporada de lluvias de 2012. *Sitios donde
no se obtuvo suficientes hembras para continuar con los bioensayos.

DISCUSION Y CONCLUSION

Las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas en el presente estudio mostraron un alto grado de
resistencia a los piretroides, principalmente permetrina, asociado a una elevada actividad de las
oxidasas y la presencia de mutaciones kdr. Estudios previos en México que datan de 2005
reportan una elevada resistencia a este piretroide asociado principalmente a elevados niveles de
esterasas (Flores et al. 2005, 2006, 2009) y la presencia de mutaciones kdr (Saavedra et al

. 2007; Ponce-Garcia et al., 2009). En nuestro estudio observamos elevado niveles de
actividad GST y oxidasas, sin embargo s6lo se observo una correlacion positiva entre la actividad
de las oxidasas y la resistencia a la permetrina. Las GST estan asociadas a la resistencia
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metabolica del DDT (Hemingway, 2000) y aunque no se evalu0 el estado de la susceptibilidad a
este insecticida, debemos considerar que la persistencia del DDT en el ambiente puede estar
ejerciendo una presion de seleccidn sobre las poblaciones de mosquitos. Es de llamar la atencién
la elevada intensidad de resistencia observada para la permetrina, a pesar que este insecticida dejo
de usarse desde hace 2-3 afios antes de la realizacion de este estudio. Flores et al. (2013) observo
diferentes niveles de intensidad de resistencia a la permetrina y a la a-cipermetrina en varias
localidades vecinas del estado de Veracruz, estimando que se requeriria incrementar hasta 2
veces 0 mas la concentracion de estos insecticidas para derribar y eventualmente matar a los
mosquitos. Sin embargo, a pesar del alto grado de resistencia a la permetrina, en este estudio se
observo susceptibilidad a la a-cipermetrina en la mayoria de las poblaciones, lo cual confirma
que la resistencia a un piretroide no significa que la susceptibilidad se ha perdido a todos los
piretroides. La persistencia de la resistencia a la permetrina después de varios afios de no
emplearse en Salud Publica, justifica el uso de grupos quimicos de accion diferente a los
piretroides, tal como son los carbamatos y organofosforados. Considerando los mdultiples
mecanismos que confieren elevada resistencia a piretroides, es recomendable mantener el
monitoreo de las poblaciones para el desarrollo de una estrategia de manejo de resistencia
adecuada.
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