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Resumen

Temefos es el insecticida aplicado para el control de larvas de Aedes aegypti (L.), principal vector
del dengue en Venezuela. Con la finalidad de conocer la respuesta a este larvicida organofosforado
en tres poblaciones procedentes de Pampanito y Tres Esquinas en el estado Trujillo y San Juan en
el estado Guarico de Venezuela, se llevaron a cabo bioensayos de susceptibilidad durante el 2013
siguiendo la metodologia de la WHO (1981). Los resultados obtenidos muestran que las poblaciones
estudiadas presentan baja resistencia al larvicida con valores para FRCL,, y FRCL, inferiores a
5. Es importante que esta informacion sea considerada por los entes encargados de los programas
de control de Ae. aegytpi con la finalidad de evitar la evolucion de la resistencia al tnico larvicida
usado para el control del principal vector de dengue en Venezuela.
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Abstract

Temephos is the insecticide applied to the control Aedes aegypti, the main vector of dengue in
Venezuela. Larval bioassays were conducted by the WHO (1981) technique in 2013 to this larvicide
in three populations of Aedes aegyti from Pampanito and Tres Esquinas in Trujillo state and San
Juan in Guarico state, Venezuela. The results showed low resistance to the larvicide with values for
FRCL, and FRCL,, < than 5. It is important that this information be considered by the authorities
responsible for control programs of Ae. aegytpi with the purpose to prevent the evolution of resistance
to this larvicide in Venezuela.
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Introduccion

El Dengue es una infeccion viral que
ha surgido como un problema mundial
desde 1950. En més de un tercio de la
poblaciéon que vive en zonas de riesgo
en regiones tropicales y subtropicales, el
virus del dengue es la principal causa de
enfermedad. Segun informa el Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) para el 2013 mas de 400 millones
de personas padecieron de la enfermedad.
El control de Ae. aegypti (L.) (Diptera:
Culicidae) principal vector del dengue clasico
y hemorragico en Venezuela y en diferentes
paises de América Latina, se ha basado en
la participacién comunitaria, a través de la
eliminacion de criaderos potenciales para
las formas inmaduras en el domicilio y
peridomicilio y el saneamiento ambiental,
sin embargo, esta accion por si sola no es
suficiente para suprimir las poblaciones, por
lo que la aplicacion de insecticidas quimicos
sigue siendo la principal herramienta para
reducir la transmisién del dengue en la
mayoria de los paises afectados. Desde 1970,
en Venezuela y otros paises, los insecticidas
quimicos como el temefos (larvicida) y
malation (adulticida) han sido usados en los
programas de control de Ae. aegypti, pero el
uso masivo y extensivo han ejercido presion
de seleccion eliminando paulatinamente tanto
los individuos homocigotos susceptibles
como los heterocigotos, trayendo como
consecuencia la aparicidén de resistencia
en Ae. aegypti y otros culicidos. Temefos
(0,0,0°0°-tetrametil-0,0’- tiodifenil
fosforotioato) es uno de los pocos insecticidas
organofosforados registrados usados para el
control de larvas de mosquitos, siendo el
primer producto registrado el Abate® en
1965, (concentrado emulsionable para el
control de larvas de mosquitos), fecha a
partir de la cual se han desarrollado varias
formulaciones granuladas. Temefos ha sido

usado por mas de 30 afios para el control de
larvas de Ae. aegytpi aplicado en tanques
de agua y envases domésticos destinados al
almacenamiento de agua consumible debido
a la baja toxicidad observada en mamiferos.
Enel 2002, el uso de este larvicida comenzo
a restringirse en los programas de control
en salud publica debido a la resistencia
reportada en diversos paises de América
Latina, entre ellos: Venezuela (Mazzarri
y Georghiou 1995 ; Bisset et al., 2001,
Alvarez et al., 2006), Cuba (Rodriguez
et al, 1999), Brasil (Braga et al, 2004),
Colombia (Cardenas 2007, Fonseca 2008,
Maestre et al., 2009), El Salvador (Bisset
et al, 2009), y Argentina (Seccacini et al,
2008). Particularmente en Venezuela, desde
1995 Ae. aegypti ha desarrollado resistencia
al temefos, tal como lo reportan Mazzarri
y Georghiou en mosquitos de Coro en
el estado Falcon y Maracay en el estado
Aragua, asociando dicha resistencia con
niveles sobre-expresados de alfa-esterasas
AS. Posteriormente, Bisset et al (2001)
encuentran resistencia en poblaciones de
Apure con un valor de FR = 11.1 y altos
niveles de alfa-esterasas. Alvarez et al.,
en el 2006 reportan resistencia moderada
(FR=6.4) en la localidad Paramito el estado
Trujillo, asi como, al evaluar la eficacia
de la formulacién 50% CE en cuatro
poblaciones de Ae. aegypti del mismo
estado encuentran en dos de ellas incipiente
resistencia a la formulacion (Alvarez et al.,
2008), sugiriendo monitoreo continuo de
estas y otras poblaciones del vector que se
pretendan controlar con el organofosforado,
con la finalidad de preservar la vida util
del producto. En la presente investigacion
nos propusimos monitorear la respuesta
al temefos en poblaciones de Ae. aegypti
procedentes de los estados Trujillo y Guarico
para proporcionar informacion actualizada e
importante para los programas de control del
vector en las localidades evaluadas.
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Metodologia
Area de Estudio

El presente estudio comprende 3
poblaciones de campo de Ae. aegypti
colectadas durante el 2013 en las localidades
Pampanito (PPTO) y Tres Esquinas (TE) en
el estado Trujillo y San Juan de los Morros
(SJ) en el estado Guarico, Venezuela Figura
1.

Pampanito: corresponde a un
asentamiento urbano ubicado en el municipio
Pampanito, en las coordenadas 9°24°42”
LN, 70°29°39” LO, en el centro del estado
Trujillo, cerca de ciudades y poblaciones
importantes como: Trujillo, Valeray Pampan
a una altura entre 614 m.s.n.m. Su clima
es del tipo tropical de montafia y tropical
de altura con una temperatura variable que
oscila entre 20°C y 30°C y una precipitacion
pluvial anual de 1200 mm. Tres Esquinas: es
un asentamiento urbano localizado en las
coordenadas 9°25°48” LN, 70°26’51” LO en
el municipio Trujillo 2430 m.s.n.m. Su clima
es del tipo tropical de montafa y tropical de
altura con una temperatura entre 17°C y 24°C
y una precipitacion anual de 936 mm. San
Juan de los Morros: asentamiento urbano
ubicado a 9°54’11” LN, 67°20’41” LO a
429 m.s.n.m, es la capital del estado Gudrico
considerado como la puerta de entrada de los
llanos centrales. Su clima es de tipo tropical
lluvioso de sabana con temperaturas entre 24
y 30°C y una precipitacion anual de 929 mm.
La geografia de esta region es muy particular
donde prevalecen montafias que contrastan
con las llanuras del resto del estado.

Material Bioldgico

Estadios inmaduros fueron obtenidos
de cualquier criadero temporal de Ae. aegypti
y transportadas al Instituto Experimental
“J W. Torrealba” de la Universidad de los
Andes, Venezuela para el establecimiento de

las colonias. Las hembras fueron alimentadas
con (Gallus gallus domesticus, Brisson) para
la produccion de huevos y obtencion de
generaciones parenterales las cuales fueron
trasladadas al Laboratorio de Fisiologia y
Toxicologia de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon, México. Los huevos fueron
colocados en contenedores de plastico
con agua declorada proporcionandoles
proteina de higado en polvo al 50% en base
de agua como fuente de alimento para los
subsiguientes estadios larvarios. Al llegar al
estadio de pupa se colocaron en envases de
250 ml dentro de jaulas (30 x 30 cm) hasta
que emergieron los adultos. Los machos
fueron alimentados con solucidon azucarada
al 10% y las hembras con (Rattus norvegicus
Berkenhout) para la produccion de huevos.
Envases con agua internamente revestidos
con papel filtro fueron colocados dentro de
la jaulas para la oviposicion correspondiendo
a la generacion filial F1 con la cual se
llevaron a cabo los bioensayos. Todas las
poblaciones se mantuvieron a temperatura de
25°C£2°Cy 70% =£2 de humedad relativa.
Larvas de tercer estadio tardio de la F, de
las poblaciones bajo estudio fueron usadas
para los bioensayos, asi como de la cepa de
referencia New Orleans (NO) mantenida en
el laboratorio sin exposicion a insecticidas.

Bioensayos

Temefos calidad reactivo 97.5% de
pureza (i.a Chem Service) fue diluido en 1ml
de etanol para obtener una concentracion
stock de 100 pg/ul, a partir de la cual
se prepararon diferentes diluciones con
concentraciones que ocasionaron entre el
2%y el 98% de mortalidad. Los bioensayos
fueron llevados a cabo siguiendo el protocolo
de la WHO (1981), probando cinco a seis
concentraciones y un control (sin insecticida)
por triplicado con 20 larvas por repeticion.
Durante las primeras dos horas de exposicion
fueron realizadas lecturas cada 15 minutos y
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luego de 2,4y 24 horas cuando se registrd
la mortalidad. Esta metodologia se sigui6 con
todas las poblaciones de campo y con la cepa
de referencia NO. Los resultados obtenidos
fueron analizados por log- Probit (Finney,
1971), empleando el programa Raymond
(1985), para determinar la concentracion
letal cincuenta (CL, ), concentracion letal
noventa (CL, ), intervalos de confianza (o
=0.05) y pendientes de la recta. En caso de
obtener mortalidad en el testigo, se corrigio
por Abbott (1925). Los valores fueron
considerados significativamente diferentes
st los intervalos de confianza al 95% no se
traslapaban. El factor de resistencia cincuenta
(FR,,) fue calculado dividiendo el valor de
CL,, de cada poblacion de campo entre el
valor de CL,  de la cepa de referencia,
de la misma forma se calcul6 el factor de
resistencia noventa (FR, ) dividiendo los
valores de la CL,, de las poblaciones de
campo entre los de la cepa NO.

Resultados

Los valores de CL,, CL,  intervalos
de confianza, pendiente de la recta y
factores de resistencia para las poblaciones
estudiadas se muestran en la Tabla 1. En esta
se puede observar que los valores de CL,,
oscilaron entre 0.009 pg/ml y 0.011 pg/ml
no encontrandose diferencias significativa
(p<0.05) entre las poblaciones estudiadas, ya
que los valores de los intervalos de confianza
se traslapan. Al calcular los valores de
FRCL,, por comparacion entre los valores
de las poblaciones de campo y los de la
cepa de referencia resultaron ser inferiores
a 5, lo cual segln criterio propuesto por
Mazzarri y Georghiou (1995) indican que
las poblaciones presentan baja resistencia al
larvicida. Con respecto a las CL,, podemos
observar valores comprendidos entre 0.017
pg/mly 0.018 pg/ml no encontrandose
diferencia significativa entre las poblaciones.
Al calcular los FRCL,, se encontraron

valores inferiores a 5 indicando mostrando
baja resistencia al organofosforado. Las
pendientes de las rectas de regresion fueron
superiores en la poblaciones TE y SJ,
6.4 y 6.9 respectivamente, indicando que
estas poblaciones responden de una forma
homogénea al temefos, a diferencia de
lo encontrado en PPTO y NO quienes
mostraron una pendiente inferior.

Discusion

Laresistencia a los insecticidas es una
caracteristica heredable, que se establece
entre otros factores debido a la constante
aplicacion de insecticidas. La resistencia al
temefos en Ae. aegypti ha sido demostrada
en condiciones de laboratorio, luego de una
intensa presion de seleccion (Rodriguez et
al. ,2002, Tikar et al., 2009 ). En Venezuela,
a pesar de que desde los afios 70 temefos
granulado, es el unico larvicida quimico
usado para el control de Ae. aegypti,
pocas son las investigaciones que refieren
resistencia a este insecticida. Sibien, en 1995,
Mazzarri y Georghiou reportan poblaciones
resistentes en localidades de Coro y Maracay
al igual que Bisset et al (2001) en Aragua,
Miranda y Téchira, los valores de los
factores de resistencia (FR) fueron menores
a 5 indicando baja resistencia y solo en una
poblacion del estado Apure se encontr6 alta
resistencia (FR < 10) con sobre-expresion en
los niveles de alfa-esterasas A4 (Bisset et al
2001), adicionalmente, una poblacion de Ae.
aegypti procedente del estado Trujillo mostrd
moderada resistencia al temefos (FR 6.3)
(Alvarez et al., 2006). En el presente estudio
se encontraron bajos valores para de FRCL,
y FRCL,, lo cual indica baja resistencia de
las poblaciones evaluadas al temefos, lo cual
pudiera deberse a la aplicacion interrumpida
del quimico, tal como lo refiere Wirth y
Georgiou (1999) quienes sugieren que la
resistencia al temefos es inestable en ausencia
de la presion de seleccion justificando la
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efectividad larvicida mantenida en el tiempo,
lo cual estaria sustentado por el hecho de
que en Venezuela, los programas de control
con temefos carecen de sustentabilidad y
periodicidad lo cual favorece el retraso del
desarrollo de laresistencia. Cabe mencionar
que las poblaciones TE y PPTO para los afios
2008 y 2010 mostraron baja resistencia al
organofosforado (Alvarez et al., 2013) con
valores para FRCL, inferiores a 5, siendo
sujetas a monitoreo continuos a fin de detectar
cambios en la respuesta a este larvicida y los
resultados aqui mostrados informan que en
estas poblaciones la resistencia al temefos
no ha evolucionado, por lo que la conducta
a seguir seria alternar su aplicacion con el
uso de otros controladores. Adicionalmente
se recomienda seguir evaluando la respuesta
de estas poblaciones al temefos por lo menos
una vez afio con la finalidad de identificar
el momento oportuno para realizar cambios
en los programas de control, ya que este
estudio forma parte de un esfuerzo por
monitorear la resistencia de Ae. aegypti a
los insecticidas.
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Tabla 1. Toxicidad de temefos (CL o) y factores de resistencia (FRCL,) FRCL,) en larvas

?\edes aegypti de Venezuela.

., CL CL,,
Poblacion ug/ 881 1C(95%) 1FRCL50 ng /ml IC (95%) 2FRCL90 b (+ SD)
New
Orleans 0.007  0.006-0.008 0.017 0.014-0.021 3.4(0.36)

Pampanito  0.009  0.008-0.012 1.3 0.018  0.013-0.046 1.1 4.3(0.54)

Tres
Esquinas 0.011 0.010-0.012 1.6 0.017  0.016-0.020 1.0 6.4 (0.78)

San Juan 0.011  0.011-0.012 1.6 0.018  0.016-0.020 1.1 6.9(0.75)

'FRLC
’FRLC

3Pendiente de la recta de regresion Log-probit, entre paréntesis desviacion estandar (DS)

5 Factor de Resistencia: CL,  poblacion de campo/CL, cepa New Orleans

o Factor de Resistencia: CL, poblacion de campo/CL,, cepa New Orleans

IC: intervalos de confianza (95%)
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Yo

Figura 1. Sitios de colecta de Aedes aegypti de Venezuela: 1. Tres Esquinas, 2. Pampanito (estado
Trujillo) 3. San Juan (estado Guarico)
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