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Fig. 10. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a
la poblaciones San Pedro, Guadalupe, Escobedo, Villa de Santiago y Allende expuestos a
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Fig. 13. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypii (L), pertenecientes a
las poblaciones San Pedro, Monterrey, San Nicolds y Apodaca expuestos a permetrina (.75
%. Monterrey, N. L. México. 2003.
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las poblaciones San Pedro, Linares, Escobedo y Villa de Santiago expuestos a deltametrina
0.05 %. Monterrey, N. L. México. 2003.
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Fig. 16 Reaccion de a y P esterasas en larvas y mosquitos adultos de de. aegypri (L).
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Fig. 17 Reaccién de oxidasas en larvas y mosquitos adultos de de. aegypti (L).
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Fig. 20. Actividad de B esterasas en larvas de 4de. aegypti (L): a) New Orleans b) Apodaca
c) San Pedro d) Monterrey e) Escobedo f) Guadalupe g) Linares h) San Nicolas
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Fig. 21. Actividad de glutathion-s-transferasas en larvas de de. aegypti (L): a) New Orleans
b) San Nicolas ¢) Monterrey d) Apodaca e) Escobedo f) San Pedro g) Guadalupe h)
Allende i) Villa de Santiago j) Linares.

Fig. 22. Actividad de oxidasas en larvas de de. aegypti (L): a) New Orleans b) Villa de
Santiago c) Monterrey d) Escobedo Apodaca ¢) Guadalupe f) San Pedro g) San Nicol4s

h) Linares.

- Fig. 23. Actividad de AChE insensible en larvas de de. aegypti (L): a) New Orleans

'b) Apodaca c) Linares d) Monterrey ¢) San Nicolas f) Allende g) Villa de Santiago
h) Escobedo i) San Pedro j) Guadalupe,
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Fig. 24. Actividad de acetilcolinesterasa (AChE) en larvas de Ade. aegypti (L): a) New
Orleans b) San Pedro ¢) Guadalupe d) Apodaca ¢) Linares f) Monterrey g) San Nicolés

h) Allende i) Villa de Santiago j) Escobedo.
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Fig. 25, Actividad de a esterasa en adultos de Ae. aegypti (L): a) New Orleans
b) Apodaca c) San Nicolés d) Linares ) Monterrey f) San Pedro g) Guadalupe h) Escobedo
i) Allende.
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Fig. 26. Actividad de P esterasa en adultos de Ae. gegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey ¢} Guadalupe d) San Pedro e) San Nicolas f) Linares g) Allende h) Apodaca

1) Escobedo.
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Fig. 27. Actividad de glutathion-s-transferasa en adultos de 4e. aegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey c¢) San Pedro d) Guadalupe e) Apodaca f) Allende g) Linares
h) Escobedo i) San Nicolas.
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Fig. 28. Actividad de oxidasas en adultos de Ae. aegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey c) San Nicolas d) San Pedro €) Allende f) Guadalupe g) Apodaca h) Linares

i) Escobedo.

Fig. 29. Actividad de AChE insensible en adultos de 4e. aegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey ¢) Apodaca d) Guadalupe ¢) San Nicolas f) Allende g) Linares h) San Pedro
i) Escobedo.

Fig. 30. Actividad de AChE en adultos de Ae. aegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey ¢) Apodaca d) San Pedro e) Guadalupe f) San Ni¢olas g) Escobedo h) Linares

i) Allende.
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Fig. 31. Determinacion del gen Kdr para cepas susceptibles en la poblacién de Guadalupe,
N. L. Méx. 2003.
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Fig. 32. Determinacion del gen Kdr para cepas susceptibles en la poblacién de Monterrey,
~ N. L. Méx. 2003.
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Fig. 33. Determinacion del gen Kdr para cepas susceptibles en la poblacién de Escobedo,
N. L. Méx. 2003.
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malathion 50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Monterrey. N. L. Méx.

2.7.- Tabla 8.- Resultados utilizados para determinar la concentracién letal media de
malathion 50 % en larvas de Ade. aegypti (L) del municipio de Villa de Santiago. N. L. Méx.
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2.8.- Tabla 9.- Resultados utilizados para determinar la concentracion ietal media de
malathion 50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de San Nicolds. N. L. Méx.
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2.9.- Tabla 10.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal medla de
malathion 50 % en larvas de Ae. aegypti (L) del municipio de San Nicolds. N. L. Méx.
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2.10.- Tabla 11.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de
malathion 50 % en larvas de Ae. aegypti (L) del municipio de San Nicolas. N. L. Méx.
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3.1.- Lineas dosis respuesta de larvas de 4e. aegypti (L) expuestas a temephos 50%
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3 .2.- Fig. 1. Linea dosis respuesta en larvas de 4e. aegypti (L) expuestas a temephos 50 %
en la poblacién de Escobedo. Nuevo Ledn, México, 2003.
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3 3.- Fig. 2. Linea dosis respuesta en larvas de 4e. aegypti (L) expuestas a temephos 50 %
en la poblacién de Monterrey. Nuevo Leén, México, 2003.
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3.4.- Fig. 3. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypn (L) expuestas a temephos 50 %
en la poblacién de Villa de Santiago. Nuevo Leon, México, 2003.
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3.5.- Fig. 4. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypti (L) expuestas a temephos 5¢ %
en la poblacion de Guadalupe. Nuevo Leén, Meéxico, 2003.
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3.6.- Fig. 5. Lmea dosis respuesta en larvas de de. aegypti (L) expuestas a temephos 50 %
en la poblacion de Allende. Nuevo Ledn, México, 2003.
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3.7.- Lineas dosis respuesta de larvas de Ae. aegypti (L) expuestas a malathion 50%
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3.8.- Fig. 6. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypti (L) expuestas a malathion 50 %
en la poblacién de Villa de Santiago. Nuevo Ledn, México, 2003.
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% p 9 Fig. 7. Linea dosis respuesta en larvas de Ade. aegypn (L) expuestas a malathion 50 %
en la poblacién de Guadalupe. Nuevo Leon, México, 2003.
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3.10.- Fig. 8. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypii (L) expuestas a malathion

50 % en la poblacién de Monterrey. Nuevo Ledn, México, 2003.

3.11.- Fig. 9. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypti (L) expuesnas a malathion

50 % en la poblacion de Escobedo. Nuevo Ledn, México, 2003.
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3.12.- Fig. 10. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. gegypti (L) expuestas a malathion
50 % en la poblacién de San Nicolds. Nuevo Ledn, México, 2003.
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RESUMEN

La resistencia es considerada como la capacidad desarrollada por una poblacion
determinada de insectos, a no ser afectada por la aplicacién de insecticidas. Partiendo de
esta definicién y debido a que no existe registro alguno que pos permita conocer el estado
actual de susceptibilidad de dedes aegypti (L) a insecticidas de uso comin y alternativos en
el estado de Nuevo Leon, Méx.. Partiendo de esta premisa, nos planteamos los objetivos de
establecer la susceptibilidad de poblaciones larvarias a malathion y temephos 50 % y
verificacién en adultos a malathion 5%, propoxur 0.1%, deltametrina 0.05%, permetrina
0.75%, lambdacialotrina 0.05% y bifentrina 0.1%, asi como también el determinar los
mecanismos enzimaticos de resistencia; a y p esterasas, oxidasas, glutathion-s-transferasas,
acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa insensible, a nivel de larva y adultos, ademas se
determiné la presencia del gen de resistencia “kdr” en mosquitos adultos. Las técnicas
empleadas fueron: la de bioensayos propuesta por la Organizacién Mundial de Salud (1981)
para larvas y adultos, para pruebas bioquimicas se empleé la metodologia del CDC de
Atlanta, GA. USA (1984, 1988, 1991, 1997). Las poblaciones de mosquitos estudiadas
pertenecen a los municipios de: San Nicolds, Allende, Villa de Santiago, Monterrey,
Escobedo, Guadalupe, Apodaca, San Pedro y Linares; asi como también se trabajé con la
cepa susceptible New Orleans, con la cual s¢ compararon los resultados obtenidos, para
determinar el nivel de susceptibilidad.

Los resultados de susceptibilidad a temephos 50 %, nos indican que la cepa
Monterrey (0.0016 ppm) es mas tolerante y Villa de Santiago la mas susceptible (0.00058
ppm) mientras que a malathion 50% también la cepa Monterrey resulto ser la més tolerante
(0.326 ppm) y San Nicolas la mds susceptible (0.101 ppm).

En lo que respecta a la susceptibilidad de poblaciones adultas de mosquitos, se
determiné que los mosquitos fueron maés susceptibles a deltametrina 0.05% ya que se
presentaron los menores tiempos letales medios (TLso), los cuales fluctuaron entre 8.27
min. para la cepa Escobedo a 16.34 min. para la cepa Villa de Santiago. Mientras que la
menor susceptibilidad se registro con propoxur 0.1%, donde se registraron TLso de 99.67
min. para la cepa Apodaca y 139.46 min. para la cepa Villa de Santiago.

Con excepcién del mecanismo de resistencia glutathion-s-tranferasa en larvas
ademads de P esterasas en adultos, el resto de los mecanismos se encontraron presentes. En
el caso de las larvas se presentaron frecuencias de resistencia (Fr) bajas, siendo la méaxima
de 4 % para oxidasas en la cepa Villa de Santiago y acetilcolinesterasa insensible en la cepa
San Pedro; mientras que en adultos la mayor Fr se presentd en la cepa Apodaca con el |
mecanismo o esterasa con una Fr de 35 % de la poblacidn, seguido por las frecuencias de
resistencia de 29 y 22 % de la pobiacién para el mecanismo de resistencia oxidasas. El resto
de los mecanismos presentd Fr menores a 14 % en general. Por ultimo se determiné la
presencia del gen kdr para cepas susceptibles, mediant¢ la técnica de PCR, en las
poblaciones de Monterrey, Guadalupe y Escobedo.



INTRODUCCION

Aedes aegypti (L) es uno de los vectores mas importantes del virus del dengue y en
México es el principal, por lo cual desde su introduccion en el pais desde los afios 40’s su
erradicacion en 1963 y su reemergencia en los afios 70°s se han venido utilizando,
productos quimicos para mantener controladas las poblaciones de mosquitos lo que ha
provocado la resistencia de los mismos a estos productos.

Nuevo Ledn se caracteriza por ser un Estado endémico a la enfermedad producida
por el virus del dengue, ya-que afio con afio se presentan casos positivos de la enfermedad.
A pesar de que en los tltimos cuatro afios solo se han presentado 127 casos de dengue
clasico. Sin embargo en los ltimos 10 afios se han presentado 28, 845 casos (SSA, 2003).

De acuerdo con lo antes mencionado, la importancia de la investigacion estriba en
determinar el grado de susceptibilidad de poblaciones larvales y adultos de Aedes aegypti
(L) y asi poder hacer un manejo mas racional de los insecticidas usados pa.fa su control con
bases cientificas, utilizindolos cuando fueran estrictamente necesarios y ante la ausencia de
otra medida de combate.

En ¢l presente estudio se establecio la susceptibilidad de poblaciones larvarias y
verificacion en adultos de poblaciones de Ade. aegypri (L) a insecticidas de uso comun y
alternativos: como malathion y temephos en el caso de las larvas; deltametrina, permetrina,
lambda-cyalotrina, cipermetrina, bifentrina, proopoxur y malathion en el caso de los
adultos. Asi como también se categorizé la susceptibilidad de las poblaciones a los
insecticidas de acuerdo a los grupos toxicolégicos y modo de accién de los insecticidas. Se
determind la presencia de mecanismos de resistencia como alfa y beta esterasas, oxidasas,
glutahion s transferasas, acetilcolinesterasa y acetilcolinestera insensible tanto a nivel de
larvas como en poblaciones adultas. Asi como también se logro determinar mediante PCR

el mecanismos de resistencia kdr en poblaciones adultas.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades

La idea de combatir a las poblaciones de insectos plaga con productos quimicos no
es del todo nueva, el azufre se utilizé desde el afio 1000 A.C.; Plinio en el aiic 700 D. C.
recomendaba usar arsénico como insecticida y el siglo XVI los chinos ya aplicaban
compuestos de arsénico con este propésito (Cremlyn, 1985, citado por Lagunes 1984).

Con el desarrollo de los insecticidas organicos se pensé que los insectos plaga
estaban destinados a desaparecer, sin embargo, empez6 a notarse que a pesar de las
aplicaciones continuas contra algunas plagas, estas persistian e inclusive tendian a
incrementarse. Al colectar ejemplares sobrevivientes, reproducirlos y someterlos a dosis de
insecticidas supuestamente letales, se ha encontrado que muchos individuos no mueren y
pueden regenerar la poblacion. A estos individuos se les considera resistentes al insecticida
aplicado. En el caso de los insecticidas microbiales hasta la fecha se ha establecido que el
desarrollo de resistencia en mosquitos a estos insecticidas es muy bajo y poco frecuente por
las dosis a las que se aplica y por su poca persistencia.

El término de resistencia es complejo y controvertido ya que es un fenémeno muy
relativo ya que se puede considerar como un proceso inevitable, debido a la presién de
seleccidn continua que se sigue ejerciendo con las aplicaciones de insecticidas (Brattsen,

1989). La FAO (1979) enmarca a la resistencia, como la capacidad desarrollada por una
poblacion determinada de insectos, a no ser afectada por la aplicacion de insecticidas. Este
desafioc debe despertar la conciencia de los entomélogos, para estar preparados de
manejarla convenientemente, previniendo en lo posible su desarrollo, o en el peor de los
casos encauzando la resistencia hacia caminos desconocidos, presionando sélo algunos
mecanismos de resistencia que puedan ser revertidos mediante el uso de otros productos o
métodos de control.

Georghiou (1965) clasifico la resistencia en 3 tipos: por comportamiento,
morfoldgica y fisiolégica donde se encuentra la resistencia cruzada y miltiple; por su parte
Lagunes, (1991) agrego la resistencia cruzada negativa.



Se han realizado numerosos trabajos que determinan el grado de resistencia en
poblaciones de de. aegypti (L) y otros culicidos, como el llevado a cabo por Fox L. (1972)
quien desarrolio un trabajo para determinar el grado de resistencia al malathion en adultos
de Ae. aegypti (L) cepa Arrecife, en la ciudad de Puerto Rico, utilizando las siguientes
concentraciones del producto 0.8, 1.6 y 3.22%, sobre padres y hasta la generacion 12,
exponiéndolos por una hr., registrando los resultados a las 24 hrs. Los resultados obtenidos
fueron de 34% de mortalidad, en padres y 3% de mertalidad en la F12 a la concentracién de
0.8; en la concentracién de 1.6 los padres presentaron 72% y la F12 presento el 14% de
mortalidad, por 1ltimo en la concentracién mds alta se encontré 100% de mortalidad en
padres y 57% en la F12, Posteriormente utilizaron malathion 0.4% y expusieron los padres
a diferentes tiempos (60, 120, 180 y 240 min.) observando 11, 65, 78 y 91% de mortalidad
respectivamente.

Se determinaron concentraciones subletales de productos quimicos, aplicandolas
sobre padres e hijos para determinar ¢l grado de susceptibilidad y resistencia al producto a
través de las generaciones. Cutkcomp, LK. y B. Subramanyam (1986). Determinaron la
Lcso en larvas de 3 instar de de. aegypti (L), utilizando diferentes piretroides a 20 y 30 °C,
comprobando que a mayor temperatura menor es ¢l efecto téxico de los piretroides. Las
LCso para cypermetrina a 20 y 30 °C fue de 0.16 y 0.34 (ppb) respectivamente, para la
permetrina fueron 0.27 y 0.98 (ppb), para el fenualerate las LCsq fueron 0.46 y 0.88; para la
fenotrina fue de 0.56 y 1.52 (ppb), para el flucythrinato las L.Cs fizeron 1.00 y 1.33 (ppb) y
para ¢l Bioallethrin las LCsq fueron de 23.99 (no significativa) y 40.15 ppb. El trabajo lo
desarrollaron bajo condiciones de laboratoric, en el Depto. de Entomologia de la
Universidad de Minessota.

Suarez M. F., ef al. (1990) determinaron la su.éceptibilidad al DDT de Anopheles
darlingi colectados en tres localidades de Colombia (Quibdo, Riosucio y Puerto Lleras),
con el objetivo de comparar la susceptibilidad de las poblaciones del Sudeste con las del
Noreste. Determinando que los mosquitos del Sudeste (Puerto Lleras) fueron mas
susceptibles al DDT que las del Noreste (Quibdo) siendo alto el TLsyp en 14.3 veces,

determinando ademas que la resistencia aparentemente esta restringida para las dreas de

Quibdo.



Wirth M. C. y Georghiou G. P., (1990) formaron una colonia de 4e. aegypti (L)
bajo condiciones de laboratorio, la cual presentaba altos niveles de resistencia al temephos
(46.8 veces, basados en la CLgs), después de tres generaciones separaron la colonia
poniendo una parte de la colonia bajo presién con temephos y la otra parte no, utilizando
como referencia a la cepa susceptible Rock. Después de 13 generaciones determinaron que
la cepa expuesta a temephos aumento su grado de resistencia a 180 veces, mientras que la
cepa que no estuvo expuesta disminuyo el grado de resistencia a 8.5 veces. Posteriormente
desarrollaron pruebas para determinar resistencia cruzada entre organofosforados y
carbamatos, observando bajos niveles de resistencia; en lo que respecta a la permetrina
determinaron altos niveles de resistencia. Realizaron ademas pruebas sinergistas
implicando esterasas detoxificativas en la resistencia a temephos y la presencia de alta
actividad de esterasas fue confirmada por medio de pruebas bioquimicas, no encontrando
evidencias de acetilcolinesterasa insensitiva,

Mekurian, Y. et ai. (1991), utilizaron larvas de 3 y 4° instar iemprano y adultos de
Ae. aegypti (L), para determinar la susceptibilidad al malathion a 0.6245 mg/L, temephos a
0.0375 y 0.025 mg/L, y fenithion al 0.0250 mg/L. para larvas. Observando, mortalidad del
100% para el malathion, tanto en larvas de laboratorio como de campo; para el temephos se
observo una mortalidad del 100% en la concentracién de 0.0375 y en la concentracion de
0.0250 en larvas de campo se observo un 78.2%; en el fenthion se observo mortalidad de
99.3% en la colonia de laboratorio y en la de campo se presento una mortalidad del 19%.
En las pruebas para adultos, se utilizaron el DDT al 4% W, malathion al 5% A y W,
resmetrina al 2.13% A, propoxur al 0.1% A, permetrina al 0.025% W'y deltametrina al
0.025% W. utilizando papeles de prueba de la U. S. Army Envairomental Hygiene Agency
(A) y WHO (W). Los resultados observados fueron: mortalidad del 2.11% en la colonia de
laboratorio al DDT al 4% W durante el afio de 1987, en 1988 se present6 una mortalidad
del 5.7% en la colonia de campo y en 1990 en la misma colonia se presentd 1% de
mortalidad; en 1987 utilizaron malathion al 5% A en la colonia de laboratorio observando
10% de mortalidad y en la colonia silvestre se observo una mortalidad del 98.7 y 62.9%,
con el malathion al 5% W en 1989 y 1990 respectivamente; en 1987 se presento en la
colonia de laboratorio una mortalidad del 100% cuando se utilizo resmetrina al 2.13% A;
con el propoxur al 0.1% A en la colonia de laboratorio se presento una moralidad al 78%



durante 1987; en el afio de 1989, se utilizd permetrina al 0.025% W en la colonia silvestre
con una mortalidad del 90.1% y en 1990 se presenté una mortalidad del 41.5%; por tltimo
con la deltametrina al 0.025% W se presento mortalidad del 67.7%. -

Se determiné la presencia de resistencia de Anopheles culicifacies (Rachavendra,
1991) en los distritos Warandal, Khamman y Hahabugnagar de la India. Debido a que en el
programa de control de malaria no se aplica malathion en el interior de las casas, se
atribuye la resistencia al uso extensivo de pesticidas en la agricultura. En el distrito de
Mahabubnagar la resistencia aumentoé de 5.5 a 64% en los afios de 1985 a 1987. Ademas
determinaron. la resistencia de An. culicifacies en el distrito de Surat, apareciendo
fluctuaciones de resistencia de 74 a 93 %.

Xiao Y. W. N,, et al. (1992) determinaron la susceptibilidad con diferentes
insecticidas y los mecanismos de resistencia al DDT en poblaciones de Ae. albopictus
(Say) de China. Colectaron 12 cepas de un distrito urbano que ha desarrollado altos niveles
de resistencia al DDT, ademas de colectar dos cepas susceptibles de una zona rural.
Determinando que los mecanismos de resistencia al DDT fueron debido a la actividad de
DDT- dehydroclorinasa, ademds observaron que la penetracién del DDT en el cuerpo del
mosquito fue diferente, siendo esto una posibilidad que puede influir en los niveles de
resistencia en algunas cepas, mas sin embargo, parece improbable que este sea el principal
mecanismo de resistencia al DDT.

Se tienen reportes de resistencia en poblaciones de Aedes albopictus (Say) para

_algunos de los insecticidas como a organofosforados en Houston y Nueva Orledns
(NOMCB, 1987; Khon et al, 1988; Robert & Olson, 1989); ademas se ha registrado
resistencia a organoclorades y HCH en China, Filipinas, India, Japén y Malasia (Neng er
al. 1993). _

Rawlins S. C. y Hing W. J. O. (1995) realizaron bioensayos (larvas) con 34 cepas de

Ae. aegypti (L) para determinar la sensibilidad a temephos, malathion, fenitrothion,

fenthion y clorpirifos en 17 ciudades caribefias durante los afios 1990-1994. Encontrando
altos niveles de resistencia en las cepas de Tortola (10-12 veces) y Antigua (seis veces),
para temephos y fenthion Tortola presenté niveles de resistencia de 7-10 veces y en

Antigua se encontraron niveles de 6-10 veces. En otras cepas se encontraron niveles

moderados de resistencia a malathion, fenitrothion y clorpirifos. En cepas de poblaciones



adultas de los criaderos de Aruba, Jamaica, Trinidad, Puerto Rico, Santa Lucia y Antigua,
también se encontro resistencia moderada en malathion. En esta investigacidn, el grado de
resistencia lo determinaron en base, a la CLso obtenida en la cepa susceptible CAREC,
comparado este valor con los resultados obtenidos con otras cepas.

Sames [V, W. J. et al. (1995) determinaron la susceptibilidad de de. aegypti (L) y
Aedes albopictus (Say), en el Valle de Rio Grande, Texas y México al malathion,
chlorpyrifos, resmetrina y permetrina, utilizando hembras de campo y una cepa susceptible
de Ade. aegypti (L) de la University of Texas Medical Branch (UTMB) y una cepa
susceptible de Ade. albopictus (Say) de Texas A&M University (TAMU). Los resultados
obtenidos para malathion de acuerdo a la razén de resistencia fueron para de. aegypti (L) de-
Texas cuatro veces mas tolerante que la UTMB y la de México fue 4.75 veces mas
tolerante. Ae. albopictus (Say) fue 5.38 mas tolerante para Texas y 5.92 mas tolerante para
México en comparacion con la TAMU. Cuando se utilizo el chlorpyrifos de. aegypti (L) de
Texas fue cuatro veces mds tolerante que la UTMB, para Ae. albopictus (Say) de la misma
localidad fue una vez. mas tolerante que la cepa TAMU. Con resmethrina se observo que
Ae. aegypti (L) de Texas es un 1.33 veces mas tolerante que la cepa UTMB y para Ae.
albopictus (Say) fue 0.50 veces mas tolerante que la cepa TAMU y con la permetrina 4e.
albopictus (Say) fue una vez mas tolerante que la cepa TAMU.

Determinacion de Mecanismos de Resistencia en Culicidos

Brown (1987) reporta a las oxidasas de funcién multiple y esterasas no especificas
como el mecanismo comiinmente envuelto en la detoxificacion de permetrina. Ademds se
han determinado niveles elevados de esterasas las cuales confieren resistencia a
organofosforados (Beach et a.l. 1989, Hemingway J. 1995, Liu et al. 2000) y carbamatos
dentro del complejo Cx. pipiens (Brogdon et al. 1990). De acuerdo con Brown (1987) las
glutathion s transferasas pueden catalizar la detoxificacion de esteres de fosfato y esteres de
fosforothioato, por lo cual esta ligado con la detoxificacién de organofosforados (Grogdon
& Barber, 1990), asi como también en organoclorados (Hemingway J. 1995). Brogdon et
al. (1992) menciona que la acetilcolinesterasa es el mecanismo de resistencia contra

organofosforados (Hemingway et al. 1998) como malathion y fenitrothion, asi como



ambién al carbamato propoxur en Cx. pipiens (Bourget et al. 1997). El mecanismo de
resistencia 8 esterasa es el principal mecanismo de resistencia contra organofosforados y
secundario en los insecticidas carbamatos (Hemingway er al. 1998). Vulule et al. (1999),
Brown (1987) reportan a las oxidasas de funcion miiltiple y esterasas no especificas como
el mecanismo cominmente envuelto en la detoxificacion de permetrina.

Cheikh H.B. y Pasteur N. (1993) determinaron la resistencia a temephos en dos
poblaciones de Cx. pipiens colectadas en Sayada (medio este de Tunisia), encontrando
bajos niveles de resistencia (dos veces). La resistencia fue sinergizada para un inhibidor de
esterasas (DEF). Determinando ademas dos juegos de esterasas sobre producidas (A2-B2 y
Ad4-B4) que intervienen en la resistencia; siendo estas encontradas en por lo menos el 50%
de los insectos examinados, en otro 3% de los insectos se encontraron acetilcolinesterasa
insensitiva. Después de poner bajo presién con temephos una muestra de las larvas por
varias generaciones, se observo un incremento en la resistencia de nueve veces.
Encoentrando en todos los mosquitos la esterasa A2-B2 y acetilcolinesterasa insensitiva. Por

otra parte revelaron la presencia de tres genes de resistencia para este insecticida.

Tabla 1.- Susceptibilidad a insecticidas, en larvas de cuarto estadio (tempranas) de Ae.
aegypti (L), cepa susceptible (Rock) y cepas de campo (Coro y Maracay).

Cepa
Insecticida Rock Coro Maracay
Temephos LCos 0.011 0.032 0.015
Malathion LCys 0.23 0.65 0.47
Pirimiphos-Methyl LCy,4 0.025 0.060 0.057
Chlorpyrifos LCss 0.0083 0.059 0.062
Propoxur LCqs . 1.2 56 b |
Permetrina LCys 0.0039 0.024 0.027
A- Cianotrina LCos 0.0053 0.036 0.055

Mazzari M. B. y Georghiou G. P., (1995) determinaron el grado de resistencia en
dos poblaciones de campo de Ae. aegypti (L), colectadas en la Ciudad de Venezuela y los
resultados obtenidos los compararon con la cepa susceptible Rock. El grado de resistencia
se evaluio, basandose en la CLys; determinando que la resistencia a los organofosforados



(OP) temephos, malathion, metil pirifos y el carbamato propoxur fue baja (<5 veces) (Tabla
No 1); la resistencia para clorpirifos (OP), permetrina y A- cianotrina (piretroides) fue
moderada (siete veces) (Tabla No 1). Mecanismos de resistencia fueron investigados con el
sinergista butéxido de piperonilo (combinado inhibe la funcién de la oxidasa) y tributil
fosforothiato (DEF, inhibidor de esterasas). Esterasas no especificas y oxidasas juegan un
papel significativo en la resistencia de organofosforados y carbamatos respectivamente. La
resistencia a piretroides no es afectada por DEF o butoxido de piperonilo. Esto sugiere la
presencia de ottos mecanismos semejantes que alteran la sensibilidad en el sitio activo
(Kdr). Muestras bioquimicas mostraron gran actividad de esterasas en las cepas de campo,
mientras que la acetilcolinesterasa insensitiva, no fue involucrada en la resistehcia a
organofosforados y carbamatos. La determinacién de estos resultados podrin ser
considerados en un futuro dentro de los programas de control de Ae. aegypti (L), para los
organofosforados y piretroides que se utilizan en el control de vectores en muchos paises de
Centro y Sud América.

Bourget ef al. (1996) mencionan que la causa de resistencia a organofosforados y
carbamatos esta en la actividad de la acetilcolinesterasa. Ademds reportaron a la
acetilcolinesterasa insensible como responsable de resistencia de Cx. pipiens a carbamatos.
Wirth M. C. y Georghiou G. P., (1996) determinaron la resistencia a insecticidas
organofosforados en Cx. pipiens de Chipre, colectados en ocho localidades durante los afios
1987 a 1993, y los resultados obtenidos fueron comparados con la cepa susceptible S-Lab.

Encontrando generalmente en todas las poblaciones niveles de resistencia al malathion,
temephos, clorpyrifos, fenithién, diclorvos y metil pirifos, en orden decreciente de
magnitud; determinaron ademas que siete de las poblaciones evaluadas con el carbamato
propoxur, presentaron diferentes grados de resistencia. En seis poblaciones se comprobd
que dos son resistentes a permetrina. En este caso el fenémeno de la resistencia fue
asociado con Ia presencia de cinco diferentes esterasas sobreproducidas (Al, A2, AS, B2 y
BS), ademas de la acetilcolinesterasa insensitiva.

El extensivo uso de malathion para controlar poblaciones de Ae. aegypti (L) ha
seleccionado poblaciones de Cx. quinguefasciatus en Cuba, siendo esta producida

principalmente por la presencia de esterasas no especificas, acetilcolinesterasas y



acetilcolinesterasa insensible (Vaughan er al. 1998), las cuales confieren resistencia a
organofosforados y resistencia cruzada a propoxur (Rodriguez et al. 2000).

Wirts M. C., (1998) aislo y caracterizo dos nuevos mecanismos de resistencia a
insecticidas organofosforados, en dos cepas de una poblacién de Cx. pipiens de Chipre,
encontrdndose en ambas cepas uno de los nuevos mecanismos de resistencia los cuales
expresan una alta actividad de las esterasas A5 y B5 (cepa ASB5-R) y otra expresa
acetilcolinesterasa insensitiva (cepa Ace-R). Demostraron que la cepa ASBS5-R presento
resistencia hacia los insecticidas organofosforados, que pueden ser suprimidos por la
esterasa inhibitoria S.S.8 tributil fosforotriticato (DEF), no encontrando resistencia cruzada
para carbamatos. La cepa Ace-R demostrd resistencia a los insecticidas organofoforados y
carbamatos. En lo que respecta a la resistencia para el propoxur y temephos, esta, no fue
afectada por las monooxigenasas inhibitarias, butéxido de piperonilo o por DEF.
Detenﬁinando ademds que la cepa Ace-R posee un nuevo perfil toxicélogico wunico,
inhjbitorio de la acetilcolinesterasa paterna y se pudo demostrar que la inherente
resistencia al temephos y propoxur fue codominante en la F1. Por ultimo la cruza de las
cepas A5SB5-R y la Ace-R resulto con niveles altos de resistencia al temephos, similar que

en los padres.

Tabla 2.- Comparacion de la susceptibilidad y proporcion de resistencia (RR) en

poblaciones de Cx. pipiens a clorpirifos y temephos.

Poblacién ¢ insecticida CLso mg/lt. x 107 RR
Clorpirifos

Padova 80.9 122.7
Lucca 62 9.4
Latina 3.0 4.5
Bovlino M. 0.39 0.6
ISS 0.66 .
Temephos

Padova 20.1 : 833
Lucca 0.85 3.5
Latina 0.40 1.7
Bovalino M. 0.17 07
ISS 0.24 =




Severini C. ef al. (1999) determinaron los mecanismos de resistencia a clorpirifos y
temephos en cuatro pablaciones de campo (Padova, Latina, Lucca y Bovalino M.) y 1a cepa
susceptible ISS de Cx. pipiens en Italia. Encontrando en algunas muestras la presencia de
esterasas no espectficas Al, A4-B4 o AS5-BS5 y la acetil colinesterasa (AChE), siendo las
esterasas antes mencionadas registradas por primera vez en Italia. Ademads reportaron que
ambas esterasas y la AchE estdn involucradas en la resistencia a organofosforados, aunque
los altos niveles de resistencia en organofosforados observados en la poblacion de Padova
pueden estar relacionados con altas frecuencias de AchE y las esterasas A5-BS. La
susceptibilidad la determinaron en base a la CLsq determinadas en las diferentes cepas que
se muestran en la Tabla 2.

Ponce et al (2003), determiné los mecanismos de resistencia a y B esterasas,
acetilcolinestera y acetilcolinesterasa insensible, en poblaciones de Aedes albopictus (Say)
de Piedras Negras, Coah., Allende, N. L, Rio Bravo y Reynosa, Tamps. Méx. a nivel de
larvas y adultos. En lo que respecta al mecanismo B esterasa a nivel de larvas, este presentd
una frecuencias de resistencia maxima del 35 % en la cepa Piedras Negras, al igual que
para a esterasas con 25%. Para AChE y AChE insensible, la cepa Reynosa presentd las
mayores frecuencias de resistencia con 3.3 y 18.3 % respectivamente. Mientras que para
adultos la cepa Piedras Negras también presento las mayores frecuencias para B y o
esterasas con 100 y 26.6 %, mientras‘que la cepa Reynosa presento la mayor frecuencia en
AChE con 78.3 %.

Albeldafio (2003) trabajo con cuatro cepas de Baja California, Méx; las cuales
fueron expuestas a una dosis diagnostico (43 mg/mL) de permetrina, siendo el objetivo
principal la determinacién dg los mecanismos de resistencia alfa y beta esterasas, oxidasas,
glutathion s transferasa, acetil colinesterasa (AChE) y acetilcolinesterasa insensible (AChE
ins), en poblaciones adultas de de. aegypti (L), tanto en mosquitos sobrevivientes y no
sobrevivientes a la dosis diagnostico. En lo que respecta a los individuos sobrevivientes de
las cepas Ciudad Constitucion, Loreto, Tijuana y Tecat:.e, estos presentaron actividad de alfa
esterasa. El mecanismo beta esterasa se presentd solo en la cepa Cd. Constitucién, mientras
que las oxidasas se presentaron solo en la cepa Loreto, al igual que AChE. Las glutathion s
trasnferasas se presentaron en Cd. Constitucion, Loreto y Tijuana. Por Gltimo la AChE ins.
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se determiné en la cepas Loreto, Tijuana y Tecate. En lo que respecta a los individuos que
no sobrevivieron a la dosis diagnostico, los mecanismos alfa esterasas, AChE y oxidasas se
determinaron en todas las cepas estudiadas; mientras que las gst y AChE ins. se
determinaron en las cepas Cd. Constitucion, Loreto y Tecate.

Salomén (2003), determiné la presencia de mecanismos de resistencia en cinco
poblaciones adultas de 4e. aegypti (L) pertenecientes al estado de Quintana Roo, Méx. Los
mecanismos determinados fueron alfa y beta esterasas, oxidasas, glutathion s transferasa,
acetil colinesterasa (AChE) y acetilcolinesterasa insensible (AChE ins.). En la cepa Benito
Juarez determiné frecuencias de resistencia (Fr) de 100, 98, 5 y 5 % para alfa y beta
estcrasas, oxidasas y AChE ins. respectivamente. La cepa Cozumel presenté 100 % de Fr
para los mecanismos alfa y beta esterasas ademas de 8 y 6 % en los mecanismos oxidasas y
ACHE ins. respectivamente. Por su parte en la cepa Isla Mujeres solo se determiné beta
esterasas y oxidasas con 1.6 y 5 % respectivamente, mientras que la cepa Lazaro Cardenas
presentd una Fr de 3.3, 66 y S % para alfa esterasas, oxidasas y AChE ins respectivamente,
En lo que respecta a la cepa Solidaridad, solo se pudo determinar la AChE ins. con una Fr
de 1.6 %. Cabe mencionar que el mecanismo AChE no se presenté en ninguna de las cepas

estudiadas.
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OBJETIVO GENERAL

1. Establecer la susceptibilidad y mecanismos de resistencia de poblaciones larvarias y
adultas dedes aegypti (L) a insecticidas de uso comun y alternativo en el Estado de Nuevo
Ledn, asi como también determinar mediante la técnica de PCR el gen kdr en mosquitos

adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.1 Determinar la susceptibilidad en larvas a malathion y temephos 50%, pertenecientes a
las poblaciones de Monterrey, Escobedo, San Nicolds, Villa de Santiago, Allende y

Guadalupe.

1.2. Determinar la susceptibilidad a propoxur 0.1%, malathion 5 % deltametrina 0.05 %,
permetrina 0.75 %, lambda-cyalotrina 0.05 % y bifentrina 0.1 % en poblaciones adultas de:
Monterrey, Apodaca, Escobedo, Guadalupe, San Nicolas, Villa de Santiago, Allende,
Linares y San Pedro.

1.3.- Determinar los mecanismos de resistencia a y P esterasas, oxidasas, glutathion-s-
transferasas, acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa insensible en poblaciones adultas de:
Monterrey, Apodaca, Escobedo, Guadalupe, San Nicolas, Villa de Santiago, Allende,

Linares y San Pedro.

1.4. Determinar mediante PCR el gen Kdr en poblaciones adultas de Monterrey, Escobedo
y Guadalupe.
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HIPOTESIS

1) EI nivel de susceptibilidad de poblaciones de Aedes aegypti (L), varian en funcién del
grupo toxicoldgico del insecticida.

2) La presencia de mecanismos de resistencia esta en funcion de la historia de uso de los
plaguicidas en cada zona de estudio, asi como también de la relacién de los grupos

toxicolégicos.

13



METODOLOGIA

Area de estudio

El area de estudio esta comprendida en el Estado de Nuevo Leon, enfocandonos
principalmente en su area metropolitana, la cual comprende los municipios de Monterrey,
Escobedo, San Pedro, San Nicolas, Linares, Guadalupe, Allende, Apodaca asi como
también Villa de Santiago; ademas se trabajo con una cepa susceptible que fue la New

Orleans.

Poblacion:
3,826,240 habitantes

ESTADNS | MODY D AMERCA

90% habitan Zona Urbana

Ocupa el 3.3% del total
de la Superficie Nacional

Temp. Promedio 24 °C

TaMa UL PAS

Precipitacion anual 585mm

Fig. 1 Zona de estudio, area metropolitana del Estado de Nuevo Leén, México.

Material Bioldgico

Las colectas de larvas del mosquito Aedes aegypti (L) se efectuaron en criaderos
naturales mediante el uso de caladores estandares (Service 1993) se realizaron de manera
continua en las areas antes mencionada. El material colectado se traslado al laboratorio de
Entomologia Médica de la Fac. de Ciencias Biologicas “Unidad B” para su mantenimiento
en el insectario bajo condiciones controladas de temperatura 28 + 2 °C, HR. 80 y 13:11

L:0. Las larvas fueron alimentadas con croquetas para perro molidas y los adultos se

14



alimentaron con agua azucarada en e] caso de los machos y sangre de ratén para las
hembras.

Una vez establecidas las colonias, se empleo el' método de bioensayos recomendado
por la OMS (WHO 1981) para determinar la susceptibilidad en larvas a malathion 50 % y
temephos 50 %. Otra pa&c se empleo para determinar la susceptibilidad en adultos
(metodologia, WHO 1981) y otra para Jos analisis bioquimicos, metabdlicos y moleculares.

Pruebas de susceptibilidad para larvas de mosquitos.
Principio

El propdsito de las pruebas de susceptibilidad es para detectar la presencia de
individuos resistentes en una poblacién larval de mosquitos, asi como también crear planes

altemativos de control con los insecticidas usados.

Procedimiento:
1.- Se utilizaron alrededor de 360 a 450 larvas de 3 y 4° estadio del mosquito, colocando
de 20 a 25 larvas en vasos con 250ml. de agua destilada o declorada, considerando las

condiciones de las larvas no observando ninguna anormalidad en las mismas.

2.- Se prepararon soluciones stock de cada insecticida y se hicieron varias diluciones (5-7),

para poder determinar la linea dosis mortalidad.

3.- Para realizar el bioensayo completo se preparo cada dilucién por triplicado con un
testigo, repitiendo dos veces mas la prueba; se agrego el insecticida a cada vaso y se
registro la mortalidad a las 24 hrs de exposicion. En el caso del testigo se agregé la
concentracién més alta del diluyente utilizado en el bioensayo; que en este caso fue

acetona.
4.- Una vez obtenido un rango de mortalidad entre 10 y 90%, los resultados se analizaron

por medio del anélisis Probit utilizando el método de la OMS y el método de maxima

verosimilitud (Finney, 1971). Se utilizara la formula de correccidén de mortalidad en ¢l
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testigo de Abbot (1925) en caso de que haya mortalidad en el testigo para cada insecticida
probado.

Interpretacion de resultados.

Los resultados indicaran el nivel de susceptibilidad y resistencia de las larvas. De
cualquier modo, la mortalidad no necesariamente es en proporcion de la dosis, la forma de
la regresion lineal no puede ser relacionada automaticamente para medir el grado de
resistencia. Este método puede ser usado para hacer una seleccién de poblaciones mixtas
resistentes, expuestas a dosis discriminadas. En este caso 300400 larvas serdn expuestas en

un litro de mezcla del insecticida. Siguiendo el procedimiento anterior.

Procedimiento para determinar la susceptibilidad o la resistencia de los mosquitos

adultos a los insecticidas

Objetivo
El método permitirda medir el grado de susceptibilidad de una poblacién de
mosquitos adultos a un insecticida organoclorado y tiene por objeto descubrir si, surge

alguna variedad resistente.

Condiciones que deben reunir los mosquitos
Se emplearan exclusivamente hembras, de preferencia recién alimentadas y con

sangre ingerida en el estémago. Cuando escaseen los mosquitos se podran mezclar hembras

alimentadas y no alimentadas, o si no, pueden ser de laboratorio.

Condiciones que debe reunir el ensayo
Es conveniente efectuar las pruebas en un local cerrado, no contaminado por

insecticidas ni expuestos a condiciones extremas de temperatura, humedad, iluminacién y

ventilacion.
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Procedimiento

Se empled la metodologia propuesta por la OMS y se utilizaron los kits
proporcionados por la misma.
1.- En primer término, se recogicron aproximadamente 200 mosquitos hembras con el
aspirador. Tomando las precauciones necesarias para evitar accidentes en la recogida que
pudiera provocar cifras altas de mortalidad y falsear los resultados. ll;a toma se hara en lotes
de 10 mosquitos a lo sumo, que, a través del orificio de carga de cada placa plastica, se
hicieron pasar con suavidad, a los tubos de espera hasta introducir, de 15 a 25 en dada uno.
Cualquier desviacion de esas cifras puede influir desfavorablemente en la precision de los

resultados obtenidos.

2.- Con el objeto de eliminar los ejemplares lesionados, fue necesario establecer un periodo
preparatorio de espera. Para ello, se colocaron verticalmente los tubos con el tamiz hacia
arriba y se mantuvieron en esa posicion durante una hora 0 mas; transcurrido ese tiempo,

los ejemplares lesionados seran retirados del interior del tubo.

3.- Se recubri6 el interior de cada tubo de exposicién con una hoja de papel impregnado,
enrollada en forma de cilindro y que se sujeto con el resorte anular adecuado. Por cada una
de las hojas impregnadas con las distintas concentraciones del insecticida suministradas se

uso una hoja testigo, impregnada sélo con aceite.

4.- Para introducir los mosquitos en los tubos de exposicion, éstos se enroscaran a la
extremidad libre de los manguitos y se deslizo después la placa corrediza hasta dejar el
orificio libre por completo y se soplo con suavidad hasta que pasaron todos los insectos.

Por ultimo, se cerraron los tubos de espera con la placa y se dejaron aparte.
5.- Posteriormente los tubos de exposicion se colocaron verticalmente con el tamiz hacia

arriba, durante una hora, o dos hrs para detérminar el tiempo letal medio; cuantificando los

individuos muertos cada 5 0 10 minutos, segun el tipo de insecticida.
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6.- Transcurrido el periodo de exposicién, se introdujeron de nuevo los mosquitos en los
tubos de espera realizando a la inversa la operacion descrita en el parrafo 5). si al final de la
exposicién quedaron abatidos algunos insectos, se coloco horizontalmente cada tubo y fue
golpeado con delicadeza para separar los mosquitos de la placa antes de retirarla.
Posteriormente se enroscara el tubo de espera, deslizando la placa plastica y se soplara para
que pasaran los mosquitos por el oﬁﬁcio; cerrando después deslizando la placa en sentido
inverso; se quito ¢l tubo de exposicion y se coloco el de espera en posicién vertical con la
placa pldstica hacia abajo y un algodén himedo en el tamiz. En vez del tubo de espera se
pueden usar cajas, vasos de cartén o cualquier otro recipiente adecuado, a condicidén, de que

siempre se opere de la misma forma.

7.- Se dejaron los tubos de espera durante 24 hrs. a la sombra en un sitio tranquilo y donde
.la temperatura no fue superior a 30 °C. Se puede registrar la temperatura méxima y minima
del local en el curso de esas 24 hrs. y se deberan proteger contra las hormigas, bastando
solo con poner los tubos sobre una plataforma instalada en una cubeta de agua. Si el
ambiente fuera muy seco y caluroso, podria prepararse una camara himeda con toallas

suspendidas y sumergidas en su parte inferior.

8.- El recuento se llevo a la 24 hrs. Para retirar los mosquitos muertos se deslizo
suavemente la placa plastica y se aparto el tubo con cuidado. Los mosquitos paralizados se
consideraron muertos. El computo de los sobrevivientes puede facilitarse aturdiéndolos
con una sacudida brusca del tubo o anestesiandola con cloroformo o éter. Los res?ltados

obtenidos se anotaran en los formularios preparados a ese efecto,

9.- Cuando se efectud la prueba 3 veces con la misma poblacién de mosquitos, se dispuso

de los datds para establecer la curva de referencia para la susceptibilidad.
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Anilisis de Resultados

Al finalizar las 24hrs. se determino el porcentaje de mortalidad y se comparé con el
porcentaje de mortalidad de la poblacién susceptible. Para establecer el tiempo letal medio
a partir de los resultados obtenidos con los diferentes tiempos, se utilizara el papel con
escala probit-logaritmica para representar esos resultados. Pudiendo entonces trazar a ojo la
linea de regresién y leer en el grafico la TLsg y la TLys. La linea de regresion no debera
prolongarse mas alld de la maxima mortalidad obtenida. Cuando la mortalidad en los tubos
testigos estuvo comprendida entre el 5% y el 20%, convendra corregir los porcentajes de
mortalidad mediante la formula de Abbott.

La interpretacién de los resultados serd tanto méis exacta cuanto mas fidedignos
sean los datos obtenidos. Haciendo las pruebas con el nimero maximo de ejemplares (25)
recomendado para cada tubo, se reduce el efecto de las variaciones individuales en la
respuesta. Las lineas de regresion mas fidedignas son la que se obtendrdn operando con el

miSmo NUmMero.

Determinacion de Mecanismos de Resistencia.

Mediante las pruebas bioquimicas se buscaran enzimas alteradas de
acetilcolinesterasa (AChE), glutation - s ~ transferasa (GST), esterasas y mono oxigenasas.
La AChE alterada es el mecanismo de resistencia mas comun para insecticidas
organofosforados y carbamatos. Los altos niveles de GST son asociados con resistencia al
DDT y en algunos casos a organofosforados. Para confirmar a que tipo de insecticidas estin
asociados, se realizaran ensayos moleculares, de metabolismo, de inhibicién y mediante el
uso de sinergistas, Las esterasas pueden también estar involucradas en la resistencia a
organofosforados, carbamatos y piretroides. Sin embargo, existen esterasas especificas para
cada tipo de insecticidas.

Se utilizé la linea de mosquitos susceptible New Orleans.
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Ensayos Bioquimicos

Ensayos de Microplaca

Los bioensayos se corrieron por triplicado en las microplacas

1.- Los mosquitos se colocaron en el congelador para poder inmobililizarlos.

2.- Se prepararon todos los reactivos antes de las pruebas; prepardndose material para 3

pruebas distintas, corriéndose cada una por triplicado.

Preparacion de mosquito
1.- Homogenizar un mosquito (adulto o larva) en 100 pL de del buffer (K3P0j)
2.- Diluir a 1 mL con 900 pL del buffer

Para incrementar ¢l de niimero de pruebas: diluir el homogenato.
1.- Remover 500uL del homogenato del mosquito y colocarlo en un tubo por separado.
2.- Diluir a ImL. con 500pL del buffer a cada tubo.

3.- Duplicar el tiempo de aplicacion y diluir el control,

Preparacion dé los buffer
Buffer de fosfato de potasio 0O
- Mezclar: 6, 6gr de fosfato de potasio dibasico
1.7gr de fosfato de potasio monobdsico
1000 mL de agua vi destilada
AjustarelpHa 7.2
Este buffer se utiliza en varias pruebas y se puede almacenar por tiempo indefinido a

temperatura ambiente.

0.25m del buffer acetato de sodio (NaC,H;O5)
mezclar: 83mL de acetato de sodio 3m con 900 mL de agua bidestilada
Ajustar el pH a 5 con 4cido acético glacial

Ajustar el volumen finala 1 L.
Este buffer es usado en los ensayos de oxidasas y puede ser almacenado indefinidamente a

temperatura ambiente.
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El NaC;H30, 3m puede prepararse disolviendo 408.1g de NaCyH;02 en 800mL de agua;
ajustando el volumen final a 1L.

Ensavo de esterasas no especificas
Preparar -naphthyl acetato:
> Disolver: 56mg de B-naphthyl acetato
20m] de acetona
adherir: 80 ml de K3PO4 ‘
Se puede almacenar a 4 °C y antes de usarse se puede colocar a temperatura ambiente.
Preparar dianisidina inmediatamente antes de hablar o antes de que el color se degrade o se
‘ puede preparar y almacenar por varias semanas a 4 °C en botes oscuros. Observar el color
de la dianisidina antes de usar. El color debe ser amarillo palido. Si el color es ambar, se
debe descartar y preparar nuevo, |
Pesar 100mg de O-dianisidina tetrazotized. Adherir 100 mL de agua vi destilada

inmediatamente antes de usar.

1.- Homogenizar mosquitos.....

2.- Colocara 100uL del homogenato del mosquito en cada pozo
3.- Agregar 100 pL B-naphthyl acetato en cada pozo

4.- Incubar a temperatura ambiente por 10 min.

- 5.- Agregar 100 pL de dianisidina en cada pozo

6.- Incubar 2 min y leer usando filtro de 540 nanémetros
control positivo: }-naphthyl

control negativo: Buffer (K;POs).

Glutation S-transferasas
Se emplea para medir el nivel de glutation S —tranferasas
Preparar glutation reducido: .
Mezclar:  61mg de glutation reducido
100 mL del buffer de KiPO4
Su caducidad puede esde 304 diasa4 °C
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Preparar cDNB
Disolver: 20 mg 1-cloro-2-4°-dinitrobenceno
10 mL Acetona

90 mL del buffer K;PO4
Su caducidad es de 3 04 diasa 4 °C

1.- Colocara 100uL del homogenato del nzosquito en cada pozo
2.- Agregar 100pL de glutation reducido

3.- Agregar 100uL cDNB

4.- Leer la placa inmediatamente (To) a 340nm

5.- Leer la placa a los $ min (T5) a 340nm

6.- Restar la lectura del To al T5

control : va en blanco.

Reacciion de oxidasas:
Mide los niveles de peroxidasas
Preparar TMBZ: 50 mg 3,3", 5,5 -tetrametil-benzidina
Dihidrocloride* (TMBZ (2HCL) o0 TMBZ) en
25 mL de metanol '
- Agregar: 75 mL de 0.25m del buffer acetato de Na**
Se puede almacenar pro pocos dias y se¢ debe desechar cuando la coloracién se torne azul
palido. '
1.- Colocar 100 uL def homogenato del mosquito en cada pozo
2.- Agregar 100 pL de TMBZ
3.- Agregar 1 gota (25 pL de peroxido de hidrégeno al 3%)
4.- Incubar por 5 min. leer la micro placa usando el filtro de 620 nm
*TMBZ (2HCI) se debe disolver por pocos minutos, el TMBZ se puede disolver con agua
caliente, no aplicar la flama directamente y no agitar fuertemente. '
**Es muy importante que ¢l pH del buffer acetato de sodio sea exactamente 5. Se debe usar
acido acético para ajustar el pH.
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Control positivo = Citocromo C
Control negativo = Buffer (K;POj)

Ensayo de Acetil colinesterasa

Mide la cantidad de acetil colinesterasa presente.

Preparar ATCH:
Disolver: 75mg de acetilcolina iodide (ATCH) iodizada
10mL de acetona
Agregar: 90mL del buffer K;PO,
Su caducidad puede se de 3 04 dias a4 °C
Preparar DNTB:
13mg de 4cido dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
100mL del buffer K3PO4
Su caducidad puede ser por 3 0 4 dias a4 °C
1.- Colocar 100 uL del homogenato del mosquito en cada pozo
2.- Agregar 100 pL. de ATCH en cada pozo
3.- Agregar 100 uL. de DNTB en cada pozo
4.- Leer la placa inmediatamente (To) a 414nm
5.- Leer la placa a los 5 min (T5) a 414nm
6.- restar la lectura del To al TS

Control negativo: buffer K;POj,.

Ensayo para acetil colinesterasa insensible.

Determinar si esta presente la acetil colinesterasa, cuando el color es amarillo pélido, no

hay sitios alterados y son homocigotos dominantes; cuando el color es amarillo oscuro

existen sitios alterados, son homocigotos recesivos; cuando se encuentra el color

intermedio, los individuos son heterocigotos.



Preparar ATCH:
Disolver: 75mg de acetilcolina iodide (ATCH) iodizada
21 mg de propoxur
10mL de acetona
Agregar:  90mL del buffer K;PO,
Este es bueno por 3 0 4 dias a4°C
Preparar DNTB:
13mg de acido dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
100mL del buffer K5PO,
Su caducidad puede serde 3 o0 4 dias a4 °C
1.- Colocar 100 puL del homogenato del mosquito en cada pozo
2.- Agregar 100 uL. de ATCH en cada pozo
3.- Agregar 100 pL de DNTB en cada pozo
4.- Leer la placa inmediatamente (To) a 414nm
5.- Leer la placa a los 10 min (T5) a 414nm
6.- Restar la lectura del To al T10

Control negativo: buffer KiPOy.

Deteccion del Gen "Kdr"

Los mosquitos que sobrevivan a los ensayos de susceptibilidad estandar de la WHO

expuestos a piretroides, serdn procesados molecularmente para determinar si presentan la

mutacién en el gen de canales de sodio involucrado en la resistencia, a piretroides de

acuerdo al protocolo reportado por Martinez - Torres et al. (1998), usando una reaccion

simple de PCR con los iniciadores (primers) adecuados que permitirdn la identificacién del

alelo "Kdr", aun en su forma heterocigota.
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Extraccion de DNA

Se coloc6 un mosquito en cada tubo eppendorf de 1.5 mL., se le agregd 25 mL de
buffer de maceramiento ( NaCl 0.1M, sacarosa 0.2M, Tris-HCI 0.1M pH9.1, EDTA 0.05M,
SDS 0.05%).

Se macerd cada mosquito con un pistilo estéril (sol. Esterilizadora de HCI 1M).

Se centrifugé 1min. 14,000 - 16,000 xg

Se Incubé a 65 °C por 30min para desnaturalizar proteinas

Después se agregaron 7mL de KcH3COO 8m mezclar

Incubar por lo menos 30min. Pﬁra que el SDS precipite

Posteriormente se centrifugd por 15min. a 4 °C a 14,000 — 16,000 xg

El sobrenadante se colocd en un tubo eppendorf

Para agregar 100mL de etanol a 100% a cada tubo y se incubo en hielo durante 5 min. para
precipitar acidos nucleicos (aqui se puede parar la metodologia y guardar la muestra a —20
°C toda la noche).

Se centrifugo a 14,000 — 16,000 xg por 15 min. a 4 °C

Se extrajo el etanol.

Para posteriormente lavar el DNA con 100 mL de etanol al 70%.

Centrifugar a 14,000 — 16,000 por Smin.

Se extrajo el etanol, y se agregaron a cada tubo 100 mL de etanol al 100%.

. Centrifugar a 14,000 - 16,000 por 5 min.

Para extraer el etanol.

Se seco la pastilla del DNA usando speed vac o al aire seco vacio.

Se resuspendi6 en un minimo de 200 mL del buffer TE (Tris — HCI 0.01M, pH 8.0, EDTA
InM).

La muestra se puede dividir en dos partes una se puede guardar a 4 °C para realizar
el PCR y la otra muestra se puede guardar a —70 °C, durando hasta 6 meses.
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Amplificacién del DNAmt por PCR
Se empled el método descrito por Gorrochotegui et al. (2000), siguiendo las
siguientes instrucciones: preparar mezcla de reaccién 1X, pudiendo hacer reacciones de

volumen de 20 a 100 mL. Usar guantes durante todo el procedimiento.

Las condiciones usadas para PCR del DNAmt del mosquito, son las siguientes:

Desnaturalizacion 95 °C por § min.

Adicién de enzima 80 °C por 30 min.

Se repiten por 10 ciclos los siguientes pasos: '
Desnaturalizacion 92 °C por 1 min.
Alineamiento . 48 °C por 1 min. ‘
Extension 72 °C por 2 min.

Se repiten por 32 ciclos los siguientes pasos:

Desnaturalizacién 92 °C por 1 min.
Alineamiento 52 °C por 35 seg.
Extension 72 °C por 2 min.
Extension final 72 °C por 2 min.
Almacenamiento 4 °C (puede ser toda la noche)

Se pipeted para cada reaccion 43.5 mL de agua vi destilada, filtrada y esterilizada,
5.0 mL de buffer amortiguador 10X (KCl 500 mM, Tris-HCl 100 mM, pH9.0, MgCl 15
mM, gelatina 0.1% (W/V) y tritén X-100 1%), 0.05mL de 20 mM de dNTP’s, 50 pM de
PRIMER forward (ND4+), 50 pM de PRIMER reverse (NDA-). Pipetecar 48 mL de esta
mezcla de reaccion en un tubo estéril especial para PCR previamente etiquetado. Se debera
agregar a cada tubo 2 gotas (aprox. 25 mL) de aceite mineral estéril y cerrar los tubos
colocandolos a exposicién de un transiluminador 0 dentro de una camara de luz ultravioleta
de 260 — 329nm durante 10 — 15 min. con el fin de destruir posibles contaminantes.
Cambiar los guantes por unos nuevos. Enseguida se adiciono con una pipeta el DNA (20 -
30 ng 0 de 1 - 2 mL del resuspendido en 200 mL de TE) atravesando la capa de aceite
mineral y se colocan los tubos en un termociclador (DNA Termal Cycler 480, Perkin
Elmer, Cetus Corp) en el primer ciclo que da 95°C durante 5 min. cambiar los guantes
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nuevamente. En el segundo ciclo la temperatura es reducida y retenida a 80 °C durante un
lapso de aproximadamente 30 min. para adicionar a cada tubo 0.5 — 1.0 U de enzima Taq

polimerasa atravesando la capa de aceite mineral y se prosigue con la amplificacion.

Este programa requirié alrededor de 4 hrs. Para completarse. Los marcadores utilizados en
este trabajo son la secuencia del gen Kdr para poblaciones susceptibles:

F+ CAT CAT GGG TCG AAC GAT GGG

R- TACTAGATTTCCT

Los productos del PCR, se analizaron primero mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2% con TAE 1X (Tris acetato: 0.004 M, Tris acetato 0.001M EDTA)
visualizando los fragmentos de DNA por tincién con bromuro de etidio (EtBr: SM1 de EtBr
10 mg/ml por cada 100 ml. de la solucién del gel).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
Susceptibilidad en Larvas.

Se realizaron 140 bicensayos para determinar la susceptibilidad a malathion 50 %
(Cuadro 1) y temephos 50 % {(Cuadro 2) sobre larvas de 3* y 4° estadio de de. aegypti (L)
del estado de Nuevo Ledn, siguiendo la metodologia de la OMS (1981), arrojando los

siguientes resultados:

Tabla 3. Toxicidad de temephos 50% en larvas de 3 y 4° estadio de poblaciones de Ae.

aegypti (L) en Nuevo Leon.
LOCALIDAD Cls, ppm’ (Le 95%) Clgs ppm’ {Lc 95%)
MTY 0.00160 a (0.00157-0.00174) 0.0046 a (0.0041-0.0051)
ESC 0.00072 b (0.00070-0.00074) 0.0014 b (0.0013-0.0015)
GPE 0.00058 cd (0.00055-0.00062) 0.0024 ¢ (0.0020-0.0030)
ALLE 0.00054 d (0.00052-0.00055) 0.00097 d (0.00089-0.0010)
VSANT 0.00058 ¢ (0.00056-0.00060) 0.0010d (0.0009-0.0012)

' CLso or CLgs con diferente letra indica diferencia significativa de una con otra basado en el traslape de los
limites de confianza.
MTY= Monterrey, ESC= Escobedo, GPE= Guadalupe, VSANT= Villa de Santiago, ALLE=Allende

Se determiné la concentracién letal media (CLso) de temephos 50 %, sobre larvas de
tercer y cuarto estadio temprano de Ae. aegypri (L) realizando un total de 65 bioensayos y
los resultados fueron analizados mediante el método probit (maxima verosimilitud). De las
cinco poblaciones estudiadas, la cepa Monterrey (Tabla 3) resulto ser la mas tolerante
(0.0016 ppm) que el resto de las cepas, donde la cepa Allende presento la susceptibilidad
mas baja. En cuanto a diferencia significativa se refiere, esta se determino comparando los
limites de confianza, donde limites que sé traslapan no presentan diferencia significativa
por lo que la CLsp de la cepa Monterrey difiri¢ significativamente de las otras cuatro
poblaciones (Tabla 3), al igual que la cepa Escobedo; mientras que las cepas Guadalupe y
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Allende no presentaron diferencia significativa entre si, ni Guadalupe con Villa de Santiago

(Fig. 1).
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Fig. 2. Linea dosis respuesta de temephos 50 % sobre larvas de Ae. aegypti (L) en cinco

poblaciones del estado de Nuevo Leon, México, 2003.

Siguiendo 1z metodologia de 1a OMS (1981). Se determind la susceptibilidad de
larvas de Ae. aegypti (L) en 17 cepas del Caribe (Rawlins ez al. 1995), empleando la dosis
discriminante de temephos proporcionada por la OMS de 0.02 mg/L. Se pudo constatar que
las CLsp obtenida para la cepa Monterrey (0.0016 ppm) quien fue la cepa menos
susceptible en Nuevo Ledn, presenté una concentracion letal por debajo de la menor
concentracion obtenida de las 17 cepas del caribe (Anguilla Little Dix, 0.0133 mg/L),
siendo la cepa mas tolerante Tortola Sea Cow's con una CLso de 0.1126 mg/L.

El mismo Failloux ef al. (1994), determin6 la toxicidad de temephos a una
concentracion de 500 mg/L. sobre una poblacion de larvas de Ae. aegypti (L) en la
comunidad de Paea (Tahiti); determinando una CLso de 0.0088 ppm. Con este resultado
podemos mencionar que nuestras cepas son mas susceptibles que la cepa Paea ya que la

CLsp mas alta determinada fue para la cepa Monterrey (0.0016 ppm).
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Magzarri et al. (1995), determiné la Clos en larvas de Ae. aegypti (L) expuestas a
temephos (2 mg/L) sobre la cepas Coro y Maracay, Venezuela. Las concentraciones
obtenidas fueron de 0.032 ppm y 0.015 ppm para Coro y Maracay respectivamente, dichas
CLys estan por encima de la mixima concentracién obtenida para nuestras cepas ya que la
mayor obtenida fue para la cepa Monterrey (0.0045 ppm).

Wirth et al. (1999), determiné la CLsg sobre una cepa de de. aegypti (L) de las Islas
Virgenes Britdnicas, utilizando temephos al 91%, sobre larvas de cuarto estadio temprano
obtenidas después de mantener la cepa por trece generaciones bajo condiciones de
laboratorio (Tortola) y otra poblacién de larvas de la misma cepa mante;ljda bajo presion de
selecciéon (Tortola-sel) con temephos. La concentracion obtenida fue de 0.0603 mg/mL
para la cepa Tortola y 0.953 mg/mL para la Tortola-sel. Los valores determinados para cada
cepa nos indican que la susceptibilidad de las poblaciones de Nuevo Ledn son mas
susceptibles que las cepas tortola y tortola-sel debido a que ambas concentraciones fueron
superiores a la determinada para la cepa Monterrey que fue de 0.0016 ppm, considerando a
esta ultima mas tolerante que Escobedo, Guadalupe, Allende y Villa.

Bobadilla (2001), determiné la CLso de temephos al 50 % sobre larvas de tercer y
cuarto estadio de Ade. aegypti (L) en 10 municipios del estado de Veracruz, Méx.
determinando concentraciones entre 0.00434 ppm para la cepa Minatitlan a 0.00444 en la
cepa Martinez de la Torre. Dichas concentraciones estuvieron por encima de la
concentracion obtenida en la cepa Monterrey, la cual presentd una CLsg de 0.0016 ppm, la
cual resulto ser la cepa mas tolerante de Nuevo Leon. Estos resultados nos indican que las
cepas de Nuevo Ledén son mas susceptibles que las cepas de Veracruz. -

En lo que respecta a temephos Fernandez et al. (2001), determiné la toxicidad en
larvas de ocho poblaciones de 4e. aegypti (L) en Venezuela. Las CLs determinadas fueron
para las cepas Barina (0.0264 ppm), Miranda (0.011 ppm) Apure (0.0038 ppm), Falc6n
(0.0128 ppm), Lara (0.034 ppm), Tachira (0.0044 ppm), Zulia (0.013 ppm), Carabobo
(0.015 ppm) y la cepa susceptible Rockefeller (0.0077 ppm), estos resultaron nos indican
que las cepas venezolanas son més tolerantes a temephos incluyendo la susceptible, ya que
la CLsp mas alta que nosotros obtuvimos fue de 0.0016 ppm en la cepa Monterrey (Tabla
No 1). Se realizo una investigacién para determinar la CLsg en una cepa de Santiago de
Cuba, en larvas expuestas a temephos al 97 %, determinando una concentracién letal de
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0.0713 mg/L, concentracién mayor a la cepa més tolerante de Nuevo Ledn, Monterrey a la
cual se le determino una CLsq de 0.0016 ppm. (Rodriguez et al, 2002), puso bajo presién de
seleccion a las larvas por seis generaciones de temephos a una dosis mortalidad del 90%,
obteniendo al final una CL5q de 0.728 mg/L.

Se ha determinado la susceptibilidad en larvas de otras especies de mosquitos
Culicidos a temephos; trabajos como los realizados por Neng et al. (1992), quien determino
la susceptibilidad a malathion y temephos en 13 y 11 cepas respectivamente de Adedes
albopictus (Say) de China. En general podemos mencionar que las cepas de Monterrey
(0.3262 ppm) y Villa de Santiago (0.2474 ppm) presentaron CLsy mayores a todas las
cepas de a/bopictus, determinandose las CLso mas altas de 0.234 ppm y 0.238 ppm para la
cepas Zhengzhou y Haikou respectivamente. Mientras que para temephos la cepa
Monterrey (0.0016- ppm) que fue la mds tolerante en Nuevo Ledn, se determino una
concentracion letal por debajo de las 11 cepas de de. albopicrus (Say), siendo la cepa
Fushan quien presento la concentracién letal mas alta (0.027 ppm). Cheikh et al (1995) en
Tunisia, Norte de Africa, determinaron la CLsq sobre larvas de cuatro estadio temprano de
Culex pipiens, obteniendo concentraciones similares a la obtenida en la cepa Monterrey con
0.0016 ppm, para la poblaciones de Mahdia (0.0017 ppm), Chorbanne (0.0014 ppm), Gafsa
(0.0015 ppm), Gabes (0.0014 ppm) y Bizerte (0.0021), inclusive la cepa monterrey
presento una concentracion letal mayor a la cepa susceptible S-lab (0.0015 ppm), con esto
podemos mencionar que estas poblaciones de Culex son mas susceptibles debido a que ¢l
malathion empleado estaba a una concentracion de 95%. Ocampo et al.  (2000), trabajo
bajo la técnica de bioensayos propuesta por la OMS (1981), con larvas de Anopheles
pseudopunctipennis, de Colombia, los cepas empleadas fueron Buga, Rozo, Florida y
Tulua, las cuales presentaron una CLsp de 0.00227 ppm, 0.0078 ppm, 0.0059 ppm y 0.007
ppm a partir de una solucién stock de 0.708 ppm. En este caso la cepa mas susceptible de
nuestro estudio, la poblacién de Allende presento una CLsg de 0.101ppm, por lo cual la
cepas de A4n. pseudopunctipenns fueron ¢n este caso menos tolerantes que las de Ae.
aegypti (L).

La determinacion de las CLso de malathion 50 %, se llevo a cabo sobra larvas de Ae.
aegypti (L), realizando un total de 75 bioensayos siguiendo la metodologia de la OMS

(1981). Las poblaciones donde se determino la CLsq fueron seis, observando que al igual
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que con temephos 50 %, la cepa mds tolerante a malathion fue la Monterrey (Tabla 3),
siendo en este caso la cepa San Nicolds la que resulto ser més susceptible. En lo que

respecta a significancia, esta no existié entre ninguna de las seis poblaciones.

Tabla 4. Toxicidad de malathion 50% en larvas de 3% y 4t° estadio de poblaciones de Ae.
aegypti (L) en Nuevo Leon.

LOCALIDAD  CLs ppm (Lc 95%) CLss ppm (CL 95%)
MTY 0326242 (0.31168-0.34025) 0.68242a (0.63887-0.73805)
ESC 0.20917b  (0.19998-0.21880) 0.48375 b (0.44217-0.53899)
SNICO 0.10139 ¢ (0.09755-0.10638) 023806 ¢ (0.21634-0.23791)
ALL - 0.20774 b (0.20108-0.21468) 043195 b (0.40412-0.46675)
VSANT 0.24743 d (0.23640-0.25883) 0.68313 a (0.61812-0.770364)
GPE 0.1761 ¢ (0.1705-0.1819) 0.3477d (0.3231-0.38)

T'CLsq or CLos con diferente letra indica diferencia significativa de una con otra basado en el traslape de los
limites de confianza.
MTY= Monterrey, ESC=Escobedo, SNICO=San Nicolds, ALL=Allende, VSANT=Villa de Santiago, GPE=

Guadalupe.

Siguiendo la metodologia de la OMS (1981). Se determiné la susceptibilidad de
larvas de Ae. aegypii (L) en 17 cepas del Caribe (Rawlins er @l. 1995) a malathion,
empleando la dosis discriminante proporcionada por la OMS de 1.0 mg/L. Se pudo
constatar que las CLsp de Monterrey (0.326 ppm) fue similar que las cepas Bahamas (.3267
mg/L), Grenada (.3243 mg/L), St. Maarten (0.3013 mg/It) y Trinidad St. James (0.3216
mg/L). Las cepas Escobedo (0.209 ppm) y Allende (0.207 ppm), presentaron una
susceptibilidad similar a las cepas Puerto Rico (0.222 mg/L), St. Vincent (0.2249 mg/L),
Trinidad carona (0.2354 mg/L) y Suriname Diakenessen (0.2304 mg/L); por su parte la
cepa Vil[a de Santiago (0.247 ppm) presentd concentraciones letales similares a las cépas
Antigua All Saints (0.2505 mg/L), Barbados (0.2405 mg/ml), Jamaica Richmond (0.2459
mg/L y Trinidad Point fortin (0.2555 mg/L). Mientras que la cepa Guadalupe (0.1761 ppm)
resulto ser tan susceptible como las cepas St. Lucia (0.1822 mg/lt), Tortola Sea Cow's
(0.1676 mg/L) y Suriname lanas Hospital (0.167 mg/L).
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Fig. 3. Linea dosis respuesta de malathion 50 % sobre larvas de de. aegypti (L) en seis
poblaciones del estado de Nuevo Leon, México, 2003.

Failloux er al. (1994), siguiendo la metodologia de la OMS (1981) determiné la
toxicidad de malathion al 96% sobre una poblacion de larvas de Ae. aegypti (L) en la
comunidad de Paea (Tahiti); la CLsq obtenida fue de 0.0077 ppm, concentracion menor que
la obtenida en la cepa de San Nicolas (0.1018 ppm) que fue la que resulto ser menos
tolerante al malathion, dicha condicion se pudo haber presentado debido a que la
concentracion que nosotros empleamos fue del 50%.

Por su parte Mazarri ef al. (1995), determiné la CLos en larvas de Ae. aegypti (L)
expuestas a malathion (1 mg/L) sobre la cepas Coro y Maracay, Venezuela. Determinado
una toxicidad similar entre la cepa Coro (0.65 ppm) con la cepa Monterrey (0.682 ppm) y
cepa Villa de Santiago (0.683 ppm). Wirth er al. (1999), determin6 la CLsy sobre una
poblacion de Ae. aegypti (L) de las Islas Virgenes Britanicas, utilizando malathion al
92.8%, sobre larvas de cuarto estadic temprano de la generacion 13, la concentracién
obtenida fue de 0.282 mg/L, también utilizaron una poblacion que estuvo bajo presion de

seleccion a malathion por las mismas 13 generaciones y determinaron una CLso de 0.337
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mg/mL, ambas concentraciones fueron superiores a la determinada para la cepa Monterrey
(0-326 ppm) que fue la més tolerante de las cepas en estudio.

Utilizando la metodologia de Georghiou et al. (1997), Rodriguez er al. (2000),
determino la susceptibilidad en larvas de Ade. aegypti (L) a malathion al 97 %, en 8
poblaciones de Cuba, Jamaica, Costa Rica, Venezuela y la cepa susceptible Rockefeller.
Ademas de seis cepas de Cx. quinquefasciatus. Aun y cuando nosotros empleamos
malathion al 50 %, la cepa Rock mostr6 una CLsp mayor (0.445 ppm) que las obtenidas en
nuestras seis poblaciones. Las poblaciones Venezolanas de Apure (CLsg 0.37 ppm) y
Tachira (CLso 0.342 ppm) presentaron una susceptibilidad similar a la presentada por la
cepa Monterrey que fue de 0.326 ppm, y Miranda (CLso 0.104 ppm) presento una
susceptibilidad similar a las cepas de San Nicolas (0.101 ppm) y Guadalupe (0.176 ppm);
siendo estas ultimas tres cepas venezolanas las mas susceptibles de las nueve estudiadas por
Rodriguez er al. (2000), determinado la CLsg mads alta para la cepa Santiago de Cuba 0.78%
ppm. En lo que respecta al Cx. quinguefasciatus, la poblacién susceptible mostré una CLs
de 0.0139 ppm, concentracion por debajo del la obtenida para la cepa San Nicolas (0.101
ppm) quien resulto ser la cepa mas susceptible de las de Nuevo Ledn. Sin embargo las CLsg
de Santiago de Cuba (2.89 ppm) y Habana (1.89 ppm) resultaron ser de seis a nueves veces
mayor que la cepa Monterrey (0.326 ppm) que es la cepa memos susceptible de Nuevo
Ledn, aun considerando que para Nuevo Leon se empleo malathion al 50 %.

Bobadilla (2001), realizd una investigacion donde determiné la CLsg sobre 10
poblaciones del estado de Veracruz, expuestas a malathion al 50%. De acuerdo a sus
resultados obtenidos solo la cepa San Nicolds del estado de Nuevo Leén resulto ser mas
susceptible (0.101 ppm) que las cepas veracruzanas, ya que estas ultimas presentaron
concentraciones letales entre 0.168 ppm para la cepa mas susceptible y 0.169 ppm para la
mas tolerante; resultando las otras cinco cepas de Nuevo Ledn mas tolerantes a malathion
que las cepas de Veracruz.

Ferndndez et al. (2001), determiné la toxicidad de malathion en larvas de ocho
poblaciones de de. aegypti (L) en Venezuela. Las CLsg determinadas en las cepas Barina
(0.209 ppm) y Miranda (0.103 ppm) fueron similares, a las CLs; obtenidas para las cepas
Escobedo (0.209 ppm) y San Nicolas (0.101 ppm), mientras que las cepas Apure (0.0217
ppm), Falcon (0.0259 ppm), Lara (0.0249 ppm), Tachira (0.099 ppm), Zulia (0.0996 ppm)
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y la cepa susceptible Rockefeller (0.0837 ppm), resultaron ser mdas susceptibles que
nuestras cepas ya que la CLsp menor obtenida fue de 0.101 ppm.

Susceptibilidad en Adultos

Se llevaron a cabo ‘bioensayos con seis insecticidas (propoxur 0.1%, malathion 5%,
permetrina 0.75%, bifentrina 0.1%, deltametrina 0.005% y lambdacialotrina 0.05%) sobre
mosquitos adultos de Ae. aegypti (L) en nueve poblaciones del estado de Nuevo Ledn y la
cepa susceptible (New orledns) de acuerdo a la metodologia empleada por la OMS (1981),
empleando tarjetas impregnadas con insecticidas proporcionadas por la misma OMS; los
resultados-obtenidos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 10 para windows.

Tabla 5. Resultados de pruebas de susceptibilidad a propoxur y malathion en mosquitos
adultos de Aedes aegypti (L). Metodologia empleada por la OMS (1981).

Localidad Propoxur Malathion
New Orleans 84.77 33.18
Escobedo 111.70 3145
Monterrey 117.08 29.79
San Pedro 107.70 27.85
Guadalupe 103.62 29.70
Allende 99.67 38.50
Linares 94,91 4332
San Nicolds 116.02 33.04
Apodaca 108.4 28.08
Villa de Santiago 139.46 38.29

Propoxur 0.1%

Malathion 0.5%

Propoxur 0.1%

Durante los afios 60°s aparecié este grupo de los insecticidas, los cuales presentan

una toxicidad y persistencia intermedia entre los organoclorados y organofosforados, y se

emplea como insecticida, herbicida y fungicida.

Con respecto a los resultados obtenidos con los piretroides, en donde de una a

cuatro poblaciones resultaron ser menos tolerantes que la cepa New Orleins. Aqui las
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nueve poblaciones estudiadas resultaron tener un mayor TLso (Tabla 4) que la cepa
susceptible (84.77 min), siendo la cepa Villa de Santiago quien resultd ser la mas tolerante
con un TLso de 139.46 min. De acuerdo a la susceptibilidad presentada por orden de mayor
a menor los resultados fueron los siguientes:
VILL>MY>SN>ESC>APO>SP>GPE>ALL>LIN>NO. En Venezuela se trabajo con dos
cepas y una susceptible que fueron expuestos a propoxur 1%, se expusieron al insecticida
por una hora y se determino la mortalidad a las 24 hrs. Los resultados fueron de 60 y 44 %
para la cepa Coro y Maracay respectivamente; en lo que respecta a la cepa susceptible
Rock, esta presento un 100 % de mortalidad (Mazzarri et al. 1995). Las nueve cepas de
Nuevo Ledn estudiadas presentaron porcentajes de mortalidad a las 24 hrs. mayores a 93 %
y la New Orleans presenté un 87 % de mortandad, esto probablemente se debid a que la
concentracién empleada en las cepas venezolanas fue de 1% y en las cepas de Nuevo Ledn

la concentracion empleada fue de 0.1 %.
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Fig, 4. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a la
poblaciones Linares, Guadalupe, Allende y Escobedo expuestos a propoxur 0.1%.
Monterrey, N. L. México, 2003.

Penilla et al. (1998) reporta la mortalidad a las 24 hrs de An. albimanus de Chiapas

México, después de estar expuesto por una hr a propoxur 0.1 %, el porcentaje de mortalidad
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presentado fue de 95 %; en lo que corresponde a las cepas de Nuevo Ledn, solo Linares
presentd un 100 % de mortandad a las 24 hrs, por su parte la cepa Escobedo presento la
mortalidad mas baja de laas 10 estudiadas con un 87 % de mortandad a las 24 hrs,, sin
embargo debemos recordar que las cepas de Nuevo Ledn se expusieron por un periodo de

dos hrs al propoxur.
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Fig. 5. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a la
poblaciones San Pedro, Apodaca, San Nicolas, Monterrey y Villa de Santiago expuestos a
propoxur 0.1%. Monterrey, N. L. México, 2003.

Malathion 5%

Este insecticida organofosforado es el que se ha empleado mas en Nuevo Leon y se
dejo de usar en 1999. Sin embargo solo tres cepas resultaron ser mas tolerantes que la cepa
susceptible quien presentd un TLsp 33.18 min. (Tabla 3), estas fueron las cepas Linares
quien presento TLsy de 43.32, Allende a quien se le determind un tiempo letal de 38.50
min y Villa de Santiago con 38.29 min. Los TLs, de acuerdo a grado de susceptibilidad
menor a mayor fueron: LIPALL>VILL>SN>NO>ESC>MTY>GP>AP>SP. Se determind
el porcentaje de mortalidad a las 24 hrs en adultos de de. aegypti (L) expuestos por un
periodo de 2 hrs 2 malathion al 0.5% en dos cepas de Venezuela (Coro y Maracay) y una
susceptible (Rock), después de las 24 hrs los porcentajes de mortalidad fueron 78 %, 75 %
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y 94 % respectivamente (Mazzarri ef al. 1995). Estos porcentajes fueron menores a los
obtenidos en las nueve cepas de Nuevo Ledn y la susceptible (New Orleans), quienes
presentaron 100% de mortandad a las dos hrs. de exposicion al insecticida; sin embargo hay

que considerar que las cepas Nuevo Leon se expusieron a malathion al 5%.
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Fig. 6. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a la
poblaciones Escobedo, Monterrey, San Pedro, Guadalupe y Apodaca expuestos a malathion
5 %. Monterrey, N. L. México, 2003.

Penilla et al. (1998) reporta la mortalidad de An. albimanus de Chiapas México, en
los afios 1982 y 1983, a las 24 hrs después de estar expuesto por una hr a malathion 5 %,
siendo de 93 y 99 % respectivamente. En lo que respecta a las cepas de Nuevo Ledn todas
alcanzaron el 100 % de mortandad a las 24 hr., aunque debemos considerar que fueron
expuestas por un periodo de dos hrs; sin embargo las cepas Guadalupe, San Nicolas,
Montetrey, San Pedro y New Orleans presentaron 100 % de mortandad antes de la hora de
exposicion, el resto de las cepas presento mortalidades entre 94 y 99 % de mortalidad a la

hora de exposicion.
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Fig. 7. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a la

poblaciones Allende, Linares, San Nicolas y Villa de Santiago expuestos a malathion 5 %.
Monterrey, N. L. México, 2003.

Tabla 6. Resultados de pruebas de susceptibilidad a piretroides en mosquitos adultos de 4e.
aegypri (L). Metodologia empleada por la OMS (1981).

Tiempo Letal Medio (TL s, min.)

Localidad Permetrina Bifentrina Deltametrina Lamdacialotrina
New Orleans 16.26 56.20 13.49 21.13
Escobedo 12.87 5740 827 17.15
Monterrey 15.49 79.28 10.45 18.55
San Pedro 17.63 63.28 13.51 17.74
Guadalupe 12.49 49.75 11.17 17.79
Allende 14.29 38.41 11.92 15.90
Linares 12.96 46.89 13.27 18.48
San Nicolas 15.65 56.06 12.81 23.40
Apodaca 15.43 = 13.82 18.96
Villa de Santiago 15.15 60.21 16.34 17.63
Permetrina 0.75%

Bifentrina 0.1%

Deltametrina 0.05%

Lambdacialotrina 0.05%
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Bifentrina 0.1%

La bifentrina es un insecticida piretroide usado ampliamente en la agricultura, es
moderadamente toxico, pero 10 mas que otros piretroides usados en salud publica, debido a
estos atributos es considerado un buen candidato para el usarse dentro de los programas
para control de mosquitos (Hougard ef al, 2002). De los cuatro piretroides empleados para
la determinacion de susceptibilidad, este fue el que presento los mayores TLso y fue el
insecticida con el mayor numero de poblaciones tolerantes comparada con la cepa New
Orleans. La poblacién con mayor TLsy fue Monterrey con 79.28 min y la poblacion mas
susceptible fue la de Allende con un TLsy de 38.41 min De menor a mayor grado de
susceptibilidad los resultados fueron: MY>SP>VILL>ESC>SN>NO>GPE>LIN>ALL.
- Hougard et al. (2002), determinaron KDTs (Tiempo medio de derribo), empleando cuatro
concentraciones de bifentrina sobre An. gambie; los tiempos determinados fueron de 22,
29.1, 45.7 y 71.7 min a las concentraciones 0.25, 0.125, 0.0625 y 0.03125 %
respectivamente, estos tiempos pueden ser comparados con las cepas Nuevo Leén, debido
a que nuestro criterio de mortalidad es considerado cuando el mosquito cae al piso del tubo
de exposicién. De acuerdo con estos resultados los tiempos las cepas de Linares (46.89
min) y Guadalupe (49.75 min) fueron similares a los obtenidos a la concentracion 0.0625
%, mientras que la cepa Monterrey (79.28 min) presento un resultado parecido a la
concentracion de 0.03125 %. El mismo Hougard et al. (2002), trabajo con Cx.
quinquefasciatus empleando tres concentraciones (0.125, 0.25 y 0.5 %) con las cuales
obtuvo valores KDTs de 54.6, 343 y 23.8 min, de acuerdo con estos valores los
resultados de la primer concentracion fueron semejantes a las cepas Escobedo (57.40 min)
y San Nicolds (56.06 min.). Cabe mencionar que esta concentracion es la mas cercana a la
concentracion que nosotros empleamos (0.1%). Chin er al. (2002) aplicaron una
formulacién comercial de bifentrina (Bistar® 1.5 %) en el Municipio de Allende Nuevo
Ledn, sobre Ae. aegypti (L) utilizando el método de aplicacién ULV. Las evaluaciones se
llevaron a cabo con jaulas centinelas colocadas dentro y fuera de las casas habitacion y los
porcentajes de mortalidad se evaluaron a la hora y a las 24 hrs. después de la aplicacion. El
porcentaje de mortalidad obtenido dentro de la casa fue de 78 % y fuera de las casas fue de
72 % a las 24 hr, también determinaron una mayor mortalidad en la sala (88 %) que en la
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cocina (60 %). Con esto determinaron que Bistar® es una potencial herramienta para el

control de Ae. aegypti (L), sin embargo se requieren mas investigaciones de este tipo.

100 -
g 90 -
T 80
(03
5 70 -
= 60
3 i
9 50
2 40 - | _ineal (Allende)
2 ap | Lineal (Linares)
[ Lineal (Guadalupe)
g 20 Lineal (San Nicolas)
o 10 - ——Lineai (NewOrlears)
0

T T T T T T T L] T T T =

10 20 30 40 50 €60 70 80 90 100 110 120

Tiempo (min)
Linea de susceptibilidad de Aedes aegypti a Bifentrina 0.1%

Fig. 8. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adulios de Ae. aegypti (L), pertenecientes a la

poblaciones Allende, Linares, Guadalupe y San Nicolas expuestos a bifentrina 0.1 %.
Monterrey, N. L. México, 2003,
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Fig. 9. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypfi (L), pertenecientes a la

poblaciones Monterrey, San Pedro, Villa de Santiago y Escobedo expuestos a bifentrina 0.1
%. Monterrey, N. L. México, 2003.
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Lamhdacialetrina 0.05%

Junto con deltametrina fueron los insecticidas que presentaron los tiempos letales
mas bajos. Los TLs fluctuaron de 15.90 min. para la poblacion de Allende a un TLsq de 23.
40 min. para la poblacion de San Nicolas, siendo esta ultima la anica poblacién que
presento un TLso mayor que la poblacion susceptible, dichos resultados nos indican que las
poblaciones de Nuevo Leon son susceptibles a lambdacialotrina. Los resultados de acuerdo
al grado de susceptibilidad fueron:
SN>NO>APO>LIN>MY>SP>VILL>GPE>ESC>ALLE. Se determino el porcentaje de
mortalidad en adultos de Ae. aegypti (L) a las 24 hrs, después de un periodo de exposicion
a lambdacialotrina 0.03 % en la cepa Coro y Maracay, Venezuela (Mazzarri, ef al, 1995),
determinando un 75 y 79 % respectivamente. Por nuestra parte con excepcién de la cepa
Apodaca quien presento un porcentaje de 99% a la hora de exposicion el resto de las
poblaciones estudiadas presentaron un 100 % de mortalidad antes de la hora de exposicion,
incluyendo la cepa New Orledns. Si embargo se debe considerar que las cepas de Nuevo

Le6n fueron expuestas a lambdacialotrina al 0.05%.
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Fig. 10. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de de. aegypti (L), pertenecientes a
la poblaciones San Pedro, Guadalupe, Escobedo, Villa de Santiago y Allende expuestos a
lambdacialotrina 0.05 %. Monterrey, N. L. México, 2003.
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En Costa Rica Perich ef al. (2003) determiné la efectividad de lambda-cialotrina al
0.5 %, sobre una poblacién de Ae. aegypti (L), utilizando cajas centinelas ocultas y no
ocultas y empleando tres formas de aplicacién, como lo fueron ULV, niebla térmica y LV,
haciendo la aplicacién dentro de los cuartos y frente a cada cuarto. Con niebia termina y
ULV se determino un 100 % de mortalidad a las 24 hrs, sin embargo la LV aplicada frente
al cuarto mostré un 74 % y 57 % de mortalidad en las cajas expuestas y ocultas
respectivamente, con respecto a la aplicacion dentro del cuarto, esta mostré un porcentaje
de mortalidad de 69 % y 78% para las cajas expuestas y ocultas respectivamente. Estos
datos fueron similares a los que nosotros obtuvimos ya que también las cepas de Nuevo
Leon presentaron 100 % de mortalidad a las 24 hrs.
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Fig. 11. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de de. aegypti (L), pertenecientes a
la poblaciones Linares, Monterrey, San Nicolas y Apodaca expuestos a lambdacialotrina
0.05 %. Monterrey, N. L. México, 2003.
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Permetrina 0.75%.

Junto con la lJambdacialotrina y deltametrina fueron los insecticidas que mostraron
un menor niimero (1) de poblaciones cuyos TLso estuvieron por encimas de la TLso de la
cepa susceptible (New Orleans); solo la poblacién de San Pedro mostré mayor valor TLso
17.63 min que la cepa susceptible TLso 16.26 min, siendo la poblacién de Guadalupe la que
presento un menor TLso con 12.49 min Los TLso de acuerdo a el menor a mayor grado de
susceptibilidad fueron los sig: SP>NO>SN>MY>APO>VILL>ALI>APO>ESC>GPE.
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Fig. 12. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a
las poblaciones Guadalupe, Linares, Escobedo, Allende y Villa de Santiago expuestos a
permetrina 0.75 %. Monterrey, N. L. México. 2003.

Mazzarmi et al, (1995), determing el porcentaje de mortalidad en Adultos de Ae.
aegypti (L) en tres cepas de Venezuela, la Coro, Maracay y la poblacion susceptible Rock;
expuestas por una hora a una dosis diagnostico de permetrina al 0.25%. En lo que respecta
al la cepa Rock esta presento un 100% de mortalidad a las 24 hrs. Mortalidad similar a la
obtenida en nuestras diez poblaciones en estudio que presentaron 100% de mortalidad en la
primer hora de exposicion al insecticida. Comparando estos resultados con las cepas Coro
¥ Maracay estas ultimas resultaron ser mas tolerantes a permetrina ya que presentaron



porcentajes de mortalidad del 25 y 26 % respectivamente, aunque hay que considerar que
nosotros utilizamos una concentracion tres veces més alta que Mazzarri. Por su parte
Chandre et al. (1998), siguiendo la metodologia de la OMS (1981) expuso una cepa de Cx.
quinquefasciatus proveniente de Burkina Faso (Oeste de Africa) a permetrina 0.25 % para
determinar el tiempo medio de derribo (KDsg), el resultado obtenido fue que no existe
resistencia al derribo en esta cepa después de una hora de exposicion ya que solo alcanzo
un 3 % de mortalidad pasado el tiempo. Posterior a esto incrementaron la concentracion a
2.5 % y lograron determinar un KDs de 108.7 min y una mortalidad del 13 %; esto nos
indica la tolerancia de esta especie a la permetrina. En nuestro caso la mortalidad alcanzada
fue del 100 % en todas las cepas antes de terminar el tiempo de exposicién y un TLso
maximo alcanzado de 17.63 min para la cepa San Pedro.
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Fig. 13. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a
las pablaciones San Pedro, Monterrey, San Nicolas y Apodaca expuestos a permetrina 0.75
%. Monterrey, N. L. México. 2003.
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Deltametrina 0.05%.

En relacion con la bifentrina fue el insecticida mas tolerado por los mosquitos
estudiados; aqui tres poblaciones mostraron menor susceptibilidad que la cepa New
Orleans que presento un TLso de 13.49 min, las cuales son Villa de Santiago que presento
un TLso de 16.34 min, Apodaca con TLso de 13.82 min y San Pedro quien presento un TLso
de 13.51 min. El resto de las poblaciones mostraron un TLsy menor a 13.49 min, por lo que
se consideran como las poblaciones mas susceptibles. En orden de menor a mayor
susceptibilidad fueron: VILL>APO>SP>NO>LIN>SN>ALLE>GPE>MY>ESC. Penilla ef
al. (1998) reporta la mortalidad de 4An. albimanus de Chiapas México, en los afios 1982,
1983 y 1990, a las 24 hrs después de estar expuesto por una hr a deltametrina 0.025 %; las
mortalidades fueron de 64, 57 y 86 % respectivamente, observando un aumento en la
susceptibilidad de la cepa a este imsecticida con el paso del tiempo. En nuestra
mvestigacién se pudo observar que la mortalidad alcanzada en todas las cepas fue del 100
%, en un periodo maximo de exposicion de 35 min. Esto pudo ser debido a que la

concentracion que nosotros empleamos fue el doble de la utilizada por Penilla.
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Fig. 14, Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de Ae. aegypti (L), pertenecientes a
las poblaciones Monterrey, Guadalupe, Allende, Escobedo y San Nicolas expuestos a
deltametrina 0.05 %. Monterrey, N. L. México. 2003.



Jinfu ef al. (1999) trabajaron con Culex pipiens pailens en siete cepas de China, para
determinar la susceptibilidad a deltametrina (0.01 %), exponiendo por 20 min Jos
mosquitos al insecticida para determinar Ia mortalidad al termino de este tiempo y a las
24 br; los porcentajes de mortalidad a las 24 hrs fluctuaron de 55.27 % en la cepa
Wenzhou a 86.85 min para la cepa Jinhua; en nuestro caso las cepas de Nuevo Letn
presentaron un su totalidad 100 % de mortalidad en un tiempo maximo de 35 min de
exposicion de las dos hrs que se tenian previstas, esto se pudo presentar debido a que
nosotros empleamos una concentracion de 0.05 %
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Fig. 15. Lineas tiempo respuesta de mosquitos adultos de de. aegypti (L), pertenecientes a
las poblaciones San Pedro, Linares, Escobedo y Villa de Santiago expuestos a deltametrina
0.05 %. Monterrey, N. L. México. 2003,
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Pruebas Bioquimicas

Resultados en Larvas.

Mediante pruebas bioquimicas se determino la actividad enzimatica en los estadios de larva
y adulto en Ade. aegypti (L). Las enzimas determinadas fueron a y f esterasas, oxidasas,
glutation-s-transferasas, acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa insensible. Estas enzimas
pueden estar involucradas en ]a resistencia a los principales grupos de insecticidas como lo
son: organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. Sin embargo, existen

enzimas detoxificativas especificas para cada tipo de insecticida.

Fig. 17 Reaccién de oxidasas en larvas y mosquitos adultos de de. aegypri (L).
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Fig. 18 Reacciéon de AChE y AChE insensible en larvas y mosquitos adultos de
Ae. aegypti (L).

Las frecuencias y mecanismos de resistencia (Fr) para larvas de de. aegypti (L) de
Monterrey, Escobedo, Guadalupe, San Nicolds, San Pedro, San Nicolas, Linares y Allende,

se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Mecanismos y frecuencias de resistencia en larvas de Ae. aegypti (L)

Frecuencias de resistencia

Poblaciéon a B Oxidasas Gst AChE AChE
esterasas  esterasas insensible

Monterrey 0 0 0 0 0 0
Apodaca 2.0 2.0 ) 0 0 0
Guadalupe 0 0 0 0 2.0 0

S. Pedro 20 20 0 0 0 4.0
S. Nicolas 0 0 0 0 0 0
Escobedo 0 0 0 0 0 0
Allende 0 0 4.0 0 0 0
V. Santiago 0 0 0 0 0 0
Linares 0 0 0 0 0 0
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Fig. 19. Actividad de o esterasas en larvas de Ae. aegypti (L): a) New Orleans b) San Pedro
¢) Apodaca d) San Nicolds €) Monterrey f) Villa de Santiago g) Allende h) Escobedo i)
Guadalupe j) Linares

Como se puede observar en la Fig. 19 .(a) la actividad reportada para a esteraras en
la cepa New Orledns fluctué entre las absorbancias 0.5 y 1.0 nm, con lo cual se pudo
determinar que solo las cepas de Apodaca y San Pedro mostraron frecuencias de resistencia
(Fr). La cepa San Pedro fue la que mostré la mayor actividad enzimatica con una
absorbancia de 1.17 y presento una Fr del 2 %, mostrando un pico maximo de frecuencias
en la absorbancia de 0.71 nm. Por su parte la cepa Apodaca también presento una Fr de 2%
y su maximo valor de absorbancia fue de 1.1, presentdndose a la absorbancia de 0.8 nm su

mayor numero de frecuencias con 18 individuos.
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Fig. 20. Actividad de B esterasas en larvas de Ae. aegypti (L): a) New Orleans b) Apodaca
¢) San Pedro d) Monterrey €) Escobedo f) Guadalupe g) Linares h) San Nicolds i) Villa de
Santiago j) Allende.

En lo que respecta a las B esterasas, la cepa New Orledns mostré valores de
absorbancia entre 0.7 y 1.14 nm, con lo cual se determino también que las cepas Apodaca
y San Pedro fueron las que presentaron Fr, solo que ahora la cepa Apodaca fue la que
presento la mayor Fr con 2.4 % y una absorbancia que fluctué entre 0.6 y 1.5 nm,
presentandose dos picos de frecuencias de 15 y 12 individuos a las absorbancias de 0.8 y
1.1 respectivamente. En lo que respecta a la cepa San Pedro esta mostrd valores de
absorbancia entre 0.4 y 1.6 nm, con una Fr de 2%, presentiandose un pico médximo de

frecuencia de 22 individuos a una absorbancia 0.6 (Fig 20 c).
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Fig. 21. Actividad de glutathion-s-transferasas en larvas de de. aegypti (L): a) New Orleans
b) San Nicolas c¢) Monterrey d) Apodaca e) Escobedo f) San Pedro g) Guadalupe
h) Allende i) Villa de Santiago j) Linares.

En lo que respecta a la actividad de la enzima glutathion-s-transferasa (gst), en esta

no se presento Fr en ninguna de las nueve cepas estudiadas, los valores de absorbancia

presentados en la cepa susceptible fueron de 0.02 y 0.09 nm como maximo. Sin embargo
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todo indica que este mecanismo de resistencia no se encuentra presente dentro de la

poblacién.
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Linares.

La determinacién de la actividad de oxidasas, nos arroja a la cepa Villa de Santiago

como la tinica que presento Fr con un valor de 4% y un valor maximo de absorbancia de

0.4 nm, sin embargo no s¢ presento este'mecanismo en el resto de las cepas estudiadas; las

frecuencias maximas alcanzadas fueron de 12 y 5 individuos a los valores de absorbancia

de 0.04 y 0.11 nm respectivamente. La cepa susceptible mostrd valores de absorbancia

entre 0.04 y 0.24 nm.
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El mecanismo de resistencia Acetilcolinesterasa insensible, solo se presento en la
cepa San Pedro determindndose una Fr de 4% y una absorbancia que fluctué entre -0.003 y
0.012 nm, comparada con el valor mdximo de la cepa New Orleans que fue de 0.01 nm.
Cabe mencionar que con excepcion de la cepa Allende, el resto de las cepas alcanzo una
actividad maxima similar a la presentada por la cepa susceptible, esto nos da pie para

pensar que este mecanismo se pueda presentar en ¢l resto de las cepas en un futuro.
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Fig. 24. Actividad de acetilcolinesterasa (AChE) en larvas de 4e. aegypti (L). a) New
Orleans b) San Pedro ¢) Guadalupe d) Apodaca e) Linares f) Monterrey g) San Nicolas
h) Allende 1) Villa de Santiago j) Escobedo.

La cepa Guadalupe fue la unica cepa que presentd Fr, en la determinacion del
mecanismo de resistencia Acetilcolinesterasa. Esta cepa presento un Fr de 2%, con una
maxima absorbancia de 0.12 nm, comparada con ¢l valor maximo determinado para la cepa
susceptible de 0.1 nm. La cepa Guadalupe alcanzé una frecuencia maxima de ocho
individuos al valor de absorbancia de 0.04 nm.

Se determiné la actividad enzimatica de a esterasas en larvas de Ae. albopictus
(Say) Ponce et al. (2003), observando que las cepas Rio Bravo (1.01 nm) y Piedras Negras
(1.01 nm) mostraron actividad similar que las cepas San Pedro (1.17 nm), Apodaca (1.1
nm), San Nicolds (1.0 nm), Escobedo (1.0 nm) y Guadalupe (1.0 nm) de Ae. aegypti (L) en
¢l estado de Nuevo Leén. Al igual que las o esterasas, las P esterasas también mostraron
similar actividad (Ponce et al, 2003) entre larvas de de. albopictus (Say) cepa Allende (1.5
nm), Piedras Negras (1.6 nm) y Reynosa (1.64 am), con las cepas San Pedro (1.6 nm y
Apodaca (1.5) de Ae. aegypti (L). De las siete poblaciones de Nuevo Ledn, solo la cepa
Villa de Santiago (0.40 nm) (Fig. 19 ) presentd actividad mayor que las cepas Allende (0.23
nm), Rio Bravo (0.25 nm), Reynosa (0.34 nm) y Piedras Negras (0.24) de Ae. albopicuts
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(Say) en el estadio de larva. En lo que respecta a la actividad de gst la cepa Allende (0.098)
de Ae. albopicuts (Say), mostré una actividad similar a la cepa Monterrey (0.09 nm),
mientras que las cepas Rio bravo (0.064 nm), Reynosa (0.06 nm) y Piedras Negras (0.069
nm) mostraron igualdad de actividad que las cepas Escobedo (0.06 nm), San Nicolés (0.06
nm) y Villa de Santiago (0.07). Por su parte las cepas Allende (0.21), Reynosa (0.25 nm),
Rio Bravo (0.13 nm) y Piedras Negras (0.20 nm) de de. albopictus (Say) en estadio larval
mostraron mayor actividad de AChE insensible (Ponce et al, 2003) que las nueve cepas del
estado de Nuevo Leon (Fig. 20 ). Caso similar se presento con la enzima AChE, donde
ninguna de la nueye cepas de Nuevo Leén pudieron presentar actividad mayor que las
cepas Allende (0.037 nm), Reynosa (0.049 nm), Rio Bravo (0.042 nm) y Piedras Negras
(0.038 nm) de Ae. albopictus (Say) en estadio larval.

Pruebas bioquimicas en Moquitos Adultos

Las frecuencias y mecanismos de resistencia (Fr) para las poblaciones adultas de Ae.
aegypti (L) de Monterrey, Escobedo, Guadalupe, San Nicolds, San Pedro, San Nicolas,

Linares y Allende, se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Mecanismos y frecuencias de resistencia en poblaciones adultas de 4e. aegypti (L)

Frecuencias de resistencia
- Poblacién (i} B Oxidasas Gst AChE AChE
esterasas  esterasas insensible

Monterrey 0 0 2.0 0 10.0 14.0
Apodaca 35.0 0 22.0 0 6.0 4.0
Guadalupe 0 0 2.0 0 20
S. Pedro 0 0 5.0 0 10.0 0

S. Nicolas 10.0 0 29.0 0 2.0
Escobedo 0 0 0 0 0
Allende 0 0 8.0 0 2.0
V. Santiago - - - - - -
Linares 6.0 0 14.0 0 0 0
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La determinacion de mecanismos de resistencia se llevo a cabo sobre nueve cepas y

un total de 450 mosquitos del estado de Nuevo Leén, incluyendo la susceptible.
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Fig. No 25. Actividad de a esterasa en adultos de de. aegypti (L): a) New Orleans b)
Apodaca c) San Nicoléds d) Linares e) Monterrey f) San Pedro g) Guadalupe h) Escobedo i)
Allende.

La actividad enzimatica a esterasa en la cepa susceptible fluctué-entre 0.34 y 0.65
- nm; siendo las cepas Apodaca, Linares y San Nicolas las Unicas que presentaron Fr: La
poblacion de Apodaca fue quien presento una mayor Fr con un 35% de la poblacion,
mostrando una mayor frecuencia poblacional con 6 individuos en la absorbancia de 0.65
nm. Con una Fr de 10 % la cepa San Nicolas, presento fluctuaciones en su absorbancia de
042 a 0.73 nm y presento tres picos de frecuencia poblacional con siete, cuatro y tres
individuos en las absorbancias de 0.46, 0.49 y 0.66 nm representando a la poblacién
homologota dominante, heterocigoto y homocigoto recesiva respectivamente. Por su parte
la cepa Linares presento una Fr de 6 % y la absorbancia mayor fue de 0.69 nm, mostrando
también tres picos en cuanto a frecuencias con cinco, nueve y cinco individuos en las

absorbancias de 0.51, 0.56 y 0.61 nm respectivamente.
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Salomén (2003) determind la actividad de a esterasas en cinco cepas de de. aegypri
(L) adultos del estado de Quintana Roo, Méx., presentando la cepa Cozumel (0.94 nm) y
Benito Juarez (0.87 nm) mayor actividad que la cepas de Nuevo Leon (Fig. No 25),
mientras que la cepa Solidaridad presentd similar actividad (0.57 nm) que la cepa Allende
(0.56 nm) y Guadalupe (0.54 nm), caso similar se present6 entre las cepas Lazaro Cardenas
(0.66 nm) y Linares (0.69 nm). En 2003 Ponce ef al, determinaron que las cepas Rio Bravo
(0.61 nm) y Reynosa (0.7 nm) Tamps. Méx., al igual que Allende (0.68 nm) Nuevo Ledn,
Mex., de 4edes albopictus (Say) adultos presentaron menor actividad de a esterasas que las
cepas Apodaca (0.75 nm) y San Nijcolds (0.73 nm). Brogdon et ai, (1989), determind
niveles de esterasas mas elevados que la cepas e Nuevo Ledn, en Anopheles albimanus de
Guatemala en zonas con escasa aplicacién de insecticidas, las cepas Petén (0.9 nm). [zabal
(1.0 nm), Alta Verapaz (0.9 nm) y Jutiapa (1.5 nm); sin embargo la cepas Cozumel y
Benito Judrez (Salomdén, 2003), presentd valores similares a la tres primeras cepas de An
albimanus de Guatemala. El mismo Brogdon trabajo ademas con cepas de An. albimanus
colectados en zonas de uso de insecticidas, Escuintla (1.3 nm), Santa Rosa (1.3 nm), San
Marcos (1.3 nm) y Retalhuleu (1.5 nm); donde practicamente se obtuvieron valores de
actividad practicamente del doble de los obtenidos en las cepas de de. aegypti (L) de N. L.
Por su parte, Albeldaiio (2003), determino la actividad de o esterasas en hembras de Ae.
aegypti (L) sobrevivientes y muertas después de ser expuestas a una dosis diagnostico de
permetrina; en cuatro cepas pertenecientes a los estados de Baja California Sur y Norte,
- Méx. En los individuos sobrevivientes las cepas Tecate (1.0 nm) y Tijuana (0.82 nm)
presentaron una mayor actividad enzimatica que las cepas de N.L., caso similar se presento
con la cepa Constitucion (1.46 nm), no ocurriendo lo mismo con la cepa Loreto (0.68),
quien presento menor actividad de o esterasas que las cepas Apodaca (0.75 nm) y San
Nicolas (0.73 nm) (Fig 25 b, ¢ ). En lo que respecta a individuos muertos, las cepas
Apodaca (0.75 nm), San Nicolds (0.73 nm) y Linares (0.65 nm) presentaron actividad
mayor a las cuatro cepas reportadas por Albeldafio.
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Fig. 26. Actividad de P esterasa en adultos de de. aegypti (L): a) New Orleans b)
Monterrey ¢) Guadalupe d) San Pedro €) San Nicolas f) Linares g) Allende h) Apodaca
i) Escobedo.

El mecanismo de resistencia B esterasa no se presenté en ninguna de las cepas
estudiadas, siendo la actividad mostrada de la cepa New Orledns de 0.65 a 0.95 nm de
absorbancia y una frecuencia de seis individuos en la absorbancia 0.7 nm. Cepas de
Quintana Roo, Méx. (Salomén, 2003) presentaron mayores (Benito Juirez, 1.34 nm;
Cozumel, 1.25 nm e Isla Mujeres, 1.01 nm) niveles de actividad enzimatica de B esterasas
en hembras de Ade. aegypti (L), que la cepa Apodaca de Nuevo Ledn, quien fue la que
registré la mayor actividad (0.74 nm) de la cepas en estudio. Ponce et al, (2003), determiné
la actividad de P esterasas en adultos de Ae. albopictus (Say), observando también una
mayor actividad en la cepas Allende (0.76 nm), Rio Bravo (1.09 nm), Piedras Negras (1.41
nm) y Reynosa (1.21 nm) que las ocho cepas de Nuevo Ledn. De las cuatro cepas
_ sobrevivientes a permeterina reportadas por Albeldaiio (2003), todas mostraron niveles de
actividad mayores a las ocho cepas de N. L. ademas, en las hembras que no sobrevivieron
solo la cepa Tijuana (0.68 nm) presentd niveles de actividad inferiore;s a las cepas Apodaca

(0.74 nm) y San Nicolas (0.71 nm).
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Fig. 27. Actividad de glutathion-s-transferasa en adultos de Ae. gaegypti (L): a) New Orleans
b) Monterrey c) San Pedro d) Guadalupe €) Apodaca f) Allende g) Linares
h) Escobedo i) San Nicolas.

En lo que respecta al mecanismo gst esté tampoco se presentd dentro de las cepas de
Nuevo Leén, determinandose en la cepa susceptible valores maximos de actividad de 0.23.
presentandose frecuencias de 8 y 7 individuos en las absorbancias de 0.085 nm y de 0.10
nm a 0.12 nm. Las cepas Cozumel (0.14 nm) y L. Cardenas (0.17 nm) Q. Roo, presentaron
una mayor actividad de gst que las ocho cepas estudiadas en Nuevo Ledén (Fig. 27)
(Salomon, 2003); las cuales no presentaron frecuencia de resistencia para este mecanismo.
_ Por su parte Ponce et al. (2003) obtuvo resultados distintos a los obtenidos por Salomén
(2003) con las cepas de de. albopicuts (Say) adultos, ya que la cepa Allende (0.057)
presento menor actividad enzimatica de gst que la cepas San Nicolds (0.12 nm), Linares
(0.12 nm) y Escobedo (0.11 nm) de Ae. aegypti (L). De acuerdo con Albeldafio (2003) las
cepa Loreto (0.15 nm) y Constitucion (0.135 nm) de las hembras sobrevivientes a la dosis
diagnéstico presentaron mayor actividad de gst que las ocho cepas de N. L., mientras que
de la hembras que no sobrevivieron a la dosis diagnostico la cepa Tecate (0.123 nm)
presento valores similares de actividad enzimatica a los valores maximos alcanzados por la
cepas de N. L., San Nicolas (0.12 nm) y Linares (0.12 nm) (Fig. 27 i, g ).
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Fig. 28. Actividad de oxidasas en adultos de Ae. aegypti (L): a) New Orleans b) Monterrey
¢) San Nicolds d) San Pedro e) Allende f) Guadalupe g) Apodaca h) Linares i) Escobedo.

De los seis mecanismos de resistencia las oxidasas fueron las enzimas que més
actividad mostraron ya que se determino en la mayoria de las cepas estudiadas, con
excepcion de la cepa Escobedo. Las Fr fluctuaron en las distintas poblaciones de 2.12 a
28.6 %, siendo la cepa San Nicolds la que mostré la mayor Fr con un 28.6 % de la
poblacién, mostrando dos picos miximos de frecuencia con 10 y 7 individuos en las
absorbancias de 0.10 nm y 0.12 nm respectivamente. Con una Fr del 26 % de la poblacion
la cepa Apodaca mostro frecuencias maximas de ocho individuos en la absorbancia de 0.10
nm y 6 nm individuos en las absorbancias de 0.9 nm y 0.11 nm respectivamente. Linares
fue otra de las cepas que presento Fr, en ¢l 14 % de la poblacién, mostrando maximas
~ frecuencias de 14 individuos én la absorbancia de 0.14 nm y nueve individuos en las
absorbancias de 0.11 nm y 0.13 nm respectivamente. Por su parte las cepas San Pedro,
Monterrey y Guadalupe mostraron Frde 5,2.12 y 2.1 %.

Las cepas San Nicolas (0.35 nm) y Linares (0.23 nm) (Fig 28 c, g) de de. aegypti
(L) adultos registraron mayor actividad de oxidadas que la cepas Cozumel (0.20), B. Judrez
(0.18 nm), Isla Mujeres (0.19 nm), Lazaro Cardenas (0.22 nm) y Solidaridad (0.11 nm) de
Q. Roo, Méx. Salomén (2003). Caso similar se presenté en mosquitos adultos de la cepa
San Nicolas (0.35 nm) de de aegypti (L) y la cepas Allende (0.30 nm), Rio Bravo (0.24
nm) y Reynosa (0.20 nm) de de. albopicuts (Say), més no siendo asi con la cepa Piedras
Negras (0.40 nm) quien presento una actividad mayor que las cepas de Nuevo Leén (Ponce
et al. 2003). De acuerdo a los datos proporcionados por Albeldafio (2003) solo la cepa

loreto (0.30 nm) de las hembras sobrevivientes a permetrina no presentd menor actividad
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de oxidasas que las ocho cepas de N. L. Caso contrario se presento con la hembras muertas

ya que las cuatro cepas de Baja California presentaron valores similares a las cepas de N. L.
(Fig. 28).
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Fig. 29. Actividad de AChE Insensible en adultos de Ae. aegypti (L): a) New Orleans b)

Monterrey ¢) Apodaca d) Guadalupe ¢) San Nicolds f) Allende g) Linares h) San Pedro i)
Escobedo.

Después de las oxidasas, la acetilcolinestara ‘insensible presenté Fr en cinco
poblaciones, aunque tres de ellas presentaron Fr del 2 %. La cepa Monterrey fue quien
presento la mayor Fr con 14 %, con una actividad enzimatica de 0.30 nm presentando
frecuencias maximas de 5 individuos en la absorbancia de 0.09 nm y cuatro individuos en
las absorbancias de 0.004 nm y 0.01 nm. La cepa Apodaca por su parte presenté una Fr de
4 % y una frecuencia de sies individuos en la absorbancia de 0.009 nm; mientras que las
cepas Guadalupe, San Nicolds y Allende presentaron Fr aunque con valores bajos del 2%.

El mismo Salomén (2003) reporté la actividad de AChE insensible en adultos de
Ae. aegypti (L), con 0.06 nm de absorbanéia para la cepa Benito Juirez, Q. Roo, Méx., la
cual resulta ser mayor a la cepa Monterrey, quien presentd una actividad de 0.028 nm (Fig
No 29 b), siendo la actividad més elevada reportada para las cepas de Nuevo Le6n. Sin
embargo las cepas Apodaca (0.019 nm), San Nicolis (0.018 nm), Guadalupe (0.019 nm) y
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Escobedo (0.018 nm) presentaron actividad enzimatica similar (Fig. 29 ¢, e, d, i ) a las de
Cozumel (0.02 nm) e Islas Mujeres (0.02 nm). De acuerdo con Ponce er al. (2003) las
cepas de Allende (0.037 nm), Reynosa (0.034 nm) y Piedras Negras (0.035 nm) y Rio
Bravo mostraron mayor actividad de AChE insensible en poblaciones adultas de Ae.
albopictus (Say), que en todas la cepas de Nuevo Leén. Brogdon er al, (1989),
determinaron niveles de AChE insensible mas elevados que la cepas e Nuevo Leén y las
reportadas por Salomén (2003) en Q. Roo, trabajando sobre hembras de An. albimanus de
Guatemala en zonas con escasa aplicacion de insecticidas, las cepas Petén (0.3 nm). Izabal
(0.5 nm), Alta Verapaz (0.3 nm) y Jutiapa (0.6 nm). De ignal forma que en esterasas
Brogdon trabajo con cepas de An. albimanus colectados en zonas de uso de insecticidas,
Escuintla (0.9 nm), Santa Rosa (0.7 nm), San Marcos (0.6 nm) y Retalhuleu (0.7 nm);
observando que la actividad de 4n. albimanus es mucho mas elevada que las cepas de Ade.
aegypti (L) de N. L. (Fig. 29). Dentro de los reportes dados por Albeldafio (2003) de las
hembras sobrevivientes a permetrina se observé que las ocho cepas de N L. presentaron
mayores niveles de actividad de AChE insensible que las cepas de Baja Califomia; caso

similar se presento para las hembras que no sobrevivieron a dicho dosis.
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Fig. 30. Actividad de AChE en adultos de de. gegypti (L): a) New Orleans b) Monterrey c)
Apodaca d) San Pedro ¢) Guadalupe f) San Nicolas g) Escobedo h) Linares i) Allende.

Por qltimo se determind la actividad de la enzima Acetilcolinestera, quien se hizo
presente en tres de las poblaciones en estudio. La cepa susceptible mostré actividad
maxima de 0.28, siendo la cepa San Pedro quien mostré una mayor Fr con 10 % ademas de
que mostrd la mayor actividad enzimatica con absorbancia maxima de 0.37 nm; las
frecuencias maximas alcanzadas fueron de cuatro individuos en las absorbancias de 0.24 y
0.28 nm. Monterrey también presenté una Fr de 10 % auque la absorbancia mayor

alcanzada fue de 0.33 nm, mientras que las frecuencias maximas se determinaron en la
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absorbancia 0.27 nm con seis individuos y las absorbancias de 0.18, 0.21 y 0.22 nm con
cinco individuos cada una.

En lo que respecta a la determinacion del mecanismo de resistencia AChE, en
hembras de Ae.aegypti, (L) (Fig. 30) se pudo observar que las cepas de Nuevo Leén,
Apodaca (0.30 nm), San Nicolds (0.26 nm), Monterrey (0.33 nm), San Pedro (0.37 nm),
Guadalupe (0.26 nm) y Escobedo (0.26 nm) mostraron una mayor actividad que las cinco
cepas estudiadas por Salomén (2003), quien reporté un nivel maximo de absorbancia (0.22
nm) en la cepa Cozumel. Caso contrario se presento entre la cepa Reynosa de Ae.
albopictus (Say) adulto quien mostré una actividad méxima de 0.40. Sin embargo, la cepa
Allende (0.32 nm) y Piedra Negras (0.37 nm), mostraron una actividad de AChE similar a
las cepas Apodaca (0.30 nm), Monterrey (0.33 nm) y San Pedro (0.37 nm) (Ponce et al,
2003). Las cepas de Monterrey (0.33 nm) y San Pedro (0.37 nm) presentaron niveles de
AChE mayores que las cuatro cepas de Baja California sobrevivientes a la dosis
diagnostico de permetrina reportada por Albeldafio (2003), caso contrario a lo reportado
para la cepa Tecate (0.38 nm) de las hembras muertas, cuyo valor de actividad registrado

fue mayor que las ocho cepas de N. L. (Fig 30).
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Determinacion del gen “Kdr”

Se determino la presencia del gen Kdr para cepas susceptibles en las cepas Guadalupe,
Monterrey y Escobedo. (Fig. 31, 32 y 33) utilizando el marcador A2 + A7.

Fig. 31. Determinacién del gen Kdr para cepas susceptibles de Ade. aegypti (L) en la
poblacion de Guadalupe, N. L. Méx. 2003.
Bandas 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Marcador A2+A7
Las bandas que representan a los mosquitos pertenecientes a la poblacién Guadalupe son la

seis, siete, y ocho.

Fig. 32. Determinacion del gen Kdr para ccpas susceptibles de Ae. aegyp#i (L) en la
poblacién de Monterrey, N. L. Méx. 2003.
Bandas 123456789101112131415161718

Marcador A2+ A7
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En la Fig. 32 se pueden observar las bandas 2 a 18 pertenecientes a mosquitos de la
poblacién de Monterrey.

Fig. 33. Determinacién del gen Kdr para cepas susceptibles de de. aegypti (L) en la
poblacién de Escobedo, N. L. Méx. 2003.
Bandas 1 2 3 4 56 7 8 910 111213 14151617 18

FUPDVIINISOCD ST T T S I

Marcador A2 + A7
En la Fig. 33 se muestran las bandas 2 a 18 pertenecientes a los mosquitos de la poblacién
de Escobedo.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones y metodologia con la que se llevd a cabo la presente
investigacion, se puede concluir lo siguiente.

Las diferencias en los valores de .CLso y Clgs al malathion y temephos en
poblaciones larvarias de Ade. aegypti (L) en las diferentes localidades nos indica variacion
en la susceptibilidad a estos insecticidas. Desde un punto de vista operacional, uno podria
esperar diferentes niveles de control del mosquito en campo al utilizar cualquier insecticida.

De las seis pruebas de susceptibilidad que se realizaron con mosquitos adultos se
concluye que los mosquitos son mas tolerantes al insecticida propoxur, seguido de
malathion. Por su parte en las pruebas de susceptibilidad realizadas con piretroides se
determino que las poblaciones son menos susceptibles a la bifentrina y mas susceptibles a
la deltametrina, lambdacialotrina y permetrina respectivamente.

Los resultados arrojados por las pruebas bioquimicas a nivel de larva, nos indican
que con excepeién del mecanismo gst todos los demds se encuentran presentes aunque no
de manera significativa ya que las frecuencias de resistencia no sobrepasaron el 4 % de la
poblacion.

En las poblaciones de moquitos adultos se presentaron cuatro de los mecanismos de
resistencia buscados con excepcion de P esterasas y al igual que en larvas el mecanismo
gst, sin embargo a pesar de presentar mayores frecuencias de resistencia que los estadios
inmaduros, consideramos estas frecuencias bajas, ya que no sobrepasaron al 50 % de la
poblacion.

Por tltimo mediante la técnica d¢ PCR se determino que las poblaciones de
Monterrey, Guadalupe y Escobedo no presentan el gen Kdr, el cual confiere resistencia a
insecticidas DDT y piretroides.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad en Ae.
aegypti (L) a nivel de larva y adulto, pruebas bioquimicas y Ia determinacion del gen kdr,
podemos congluir de manera general que las poblaciones del mosquito vector del virus del
dengue en el drea metropolitana del Estado de Nuevo Leén, presentan una resistencia baja a

los insecticidas de uso histérico, comiin y alternativos,
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ANEXO1

1.- Bioensayos preliminares para determinar la concentracién letal media (CLso) 2
malathion S0% en larvas de Ae. aegypti (L) del Estado de Nuevo Leon.

Bioensayeo 1 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
1.1, 1.05, 1, 0.95, 0.090 ppm 100% de mortalidad en todas las concentraciones.

Bioensayo 2 malathion 50% (poblacion de escobedo)
1.1, 1.05, 1, 0.95, 0.090 ppm 100% de mortalidad en todas las concentraciones.

Bioensayo 3 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.65, 0.7, 0.75, 0.8, 0.85 ppm 100% de sobre vivencia en todas las concentraciones.

Bioensayo 4 malathion 50% (poblacion de escobedo)
0.65,0.7, 0.75, 0.8, 0.85 ppm 100% de sobre vivencia en todas las concentraciones.

Bioensayo 5 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.30, 0.35, 0.40, 0.45, 0.45 ppm 100% de sobre vivencia en todas las concentraciones.

Bioensayo 6 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.30, 0.35, 0.40, 0.45, 0.45 ppm 100% de sobre vivencia en todas las concentraciones,

Bioensayo 7 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.5, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentandose un % de mortalidad de 4, 28, 28, 52 y 60
respectivamente.

Bioensayo 8 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40 ppm presentandose un % de mortalidad de 25, 41.3, 57.33 66.6
y 77.3 respectivamente.

Bioensayo 9 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40 ppm presentandose un % de mortalidad de 45.3, 82.6, 85.3,
90.66 y 94.6 respectivamente.

Bioensayo 10 malathion 50% (poblacién de Escobedo)
0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 8.33, 51, 72,83.78 y
96 respectivamente.

Bioensayo 11 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.28 ppm presentandose un % de mortalidad de 11.42, 5.42, 14.08,
12.32 y 26.38 respectivamente.

Bioensayo 12 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.15, 0.20, 0.30, 0.40, 0.48 ppm presentandose un % de mortalidad de 8.33, 10.66 35.13,
58.9 y 45.94 respectivamente.



Bioensayo 13 malathion 50% (poblacién de Escobedo)
0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.28 ppm presentindose un % de mortalidad de 14.86, 15.06, 56.75,
37.33 y 60.8 respectivamente.

Bioensayo 14 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.15, 0.20, 0.30, 0.40, 0.48 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.5, 13.51, 20.54,
57.33 y 72 respectivamente.

Bioensayo 15 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.28, 0.30 ppin presentandose un % de mortalidad de 6.75, 28.37,
58.1, 60, 78 66y 85.33 respectivamente.

Bioensayo 16 malathion 50% (poblacién de Escobedo)
0.28, 0.30, 0.33, 0.35, 0.40 ppm presentandose un % de mortalidad de 60, 76, 71, 82 y 87.7
respectivamente. d

Bioensayo 17 malathion 50% (poblacién de Monterrey)
0.15, 0.20, 0.30, 0.40, 0.48 ppm presentandose un % de mortalidad de 1.3, 9.33, 38.6, 74.6
y 80 respectivamente.

Bioensayo 18 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.30, 0.48 0.52 ppm presentindose un % de mortalidad de 20, 60 y 76 respectivamente.

Bioensayo 19 malathton 50% (poblacién de Escobedo)
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 2.7, 1.44, 60, 79.16 y

90.6 respectivamente.

Bioensayo 20 malathion 50% (pobiacion de Monterrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.6 ppm presentandose un % de mortalidad de 23.6, 43.8, 69.01,
45.3, 84 respectivamente.

" Bioensayo 21 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.03, 0.05, 0.08, 0.1, 0.2, 0.3 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.6, 80, 80, 100,
100 y 100 respectivamente.

Bioensayo 22 malathion 50% (poblacién de Montetrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.6 ppm presentandose un % de mortalidad de 21.42, 31.25, 46.6,
26.6, 80 y 93.3 respectivamente.

Bioensayeo 23 malathion 50% (poblacion de Guadalupe)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.6 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 73, 86.6, 93.3 y 100
respectivamente.

Bioensayo 24 malathion 50% (poblaci6én de Villa de Santiago)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.6 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.6, 53.3,93.3, 100 y

100 respectivamente.



Bioensayo 25 malathion 50% (poblacién de Villa de Santiago)
0.15, 0.18, 0.20, 0,23, 0.27 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 0, 13.3, 13.3y 13.3
respectivamente.

Bioensayo 26 malathion 50% (poblacién de Guadalupe)
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40 ppm presentandose un % de mortalidad de 67, 73.3, 87, 93,y 93
respectivamente.

Bioensayo 27 malathion 50% (poblacion de San Nicolas)
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40 ppm presentandose un % de mortalidad de 53.3, 66.6, 73.3,
86.6 y 100 respectivamente. :

Bioensayo 28 malathion 50% (poblacion de Villa de Santiago)
0.15, 0.18, 0.20, 0.23, 0.27 ppm presentandose un % de mortalidad de 13.3, 7.4, 20,373y
4285 respectivamente.

Bioensayo 29 malathion 50% (poblacion de San Nicolas)
0.05, 0.10, 0.15 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 13.3 y 33.3 respectivamente.

Bioensayo 30 malathion 50% (poblacién de Allende)
0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentandose un % de mortalidad de 28.5, 50, 16.6,
78.57, y 87.5 respectivamente.

Bioensayo 31 malathion 50% (poblacion de Guadalupe)
0.10, 0.12, 0.15, 0.18 ppm presentindose un % de mortalidad de 33.3, 40, 33.3 y 50
respectivamente.

Bioensayo 32 malathion 50% (poblacién de Guadalupe)
0.18, 0.23, 0.26 ppm presentandose un % de mortalidad de 80, 80 y 73.3 respectivamente.

Bioensayo 33 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.15, 0.20, 0.30, 0.48, 0.55 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 0, 50, 71 y 78
respectivamente.

Bioensayo 34 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 13.3,21.43,43,80y
66.6 respectivamente.

Bioensayo 35 malathion 50% (poblacién de Monterrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 23.6, 43.8, 69.01,
45.3 y 84 respectivamente.

Bioensayo 36 malathion 50% (poblacion de Escobedo)
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentindose un % de mortalidad de 2.7, 1.44, 60, 79.16

y 90.6 respectivamente.

Bioensayo 37 malathion 50% (poblacion de Allende)



0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 20, 33.3,
53.3, 53.3 y 85.71 respectivamente.

Bioensayo 38 malathion 50% (poblacion de Villa de Santiago)
0.15, 0.20, 0.27, 0.32, 0.40, 0.45 ppm presentindose un % de mortalidad de 26.6, 33.3,

93.3, 100, 100 y 100 respectivamente.

Rioensayo 39 malathion 50% (poblacién de Allende)
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentindose un % de mortalidad de 0, 9.3, 14.6,

373, 41.6 y 61.3 respectivamente.

Bioensayo 40 malathion 50% (poblacion de Villa de Santiago)
0.15, 0.20, 0.27, 0.32, 0.40, 0.45 ppm presentandose un % de mortalidad de 10.6, 35.13,
54.6, 64, 82.6, y 86.6 respectivamente.

Bioensayo 41 matathion 50% (poblacion de Guadalupe) '
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentindose un % de mortalidad de 0, O,
28.57, 28.57, 20, 26.6 y 20 respectivamente.

Bioensayo 42 malathion 50% (poblacion de Monterrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.75, 28.0, 50.6,

57.3 y 61.3 respectivamente.

Bioensayo 43 malathion 50% (poblacién de San Nicolas)
0.08, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.38 ppm presentandose un % de mortalidad de 0. 6.6, 13.3,
33.3, 57.14 y 86.6 respectivamente.

Bioensayo 44malathion 50% (poblacién de Escobedo)
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 1.36,4.0,33.78 y

28.37 respectivamente.

Bioensayo 45 malathion 50% (poblacién de Monterrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 21.3, 30.26, 82.6,
85.3 y 85.3 respectivamente.

Bioensayo 46 malathion 50% (poblacion de Allende)
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentandose un % de mortalidad de 1.3, 6.6, 10.6,

8, 16 y 60 respectivamente.

Bioensaye 47 malathion 50% (poblacion de San Nicolas)
0.08, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.38 ppm presentindose un % de mortalidad de 5.40, 14.06,
29.57, 64.86, 75 y 86.6 respectivamente.

Bioensayo 48 malathion 50% (poblacién de Monterrey)
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 1.3, 8.0, 333,373y

53.3 respectivamente.



Bioensaye 49 malathion 50% (poblacion de Allende) )
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentandose un % de mortalidad de 50, 81.15,
89.85, 91.54, 93.3 y 100 respectivamente.

Bioensayo 50 malathion 50% (poblacién de Villa de Santiago)
0.15, 0.20, 0.27, 0.32, 0.40, 0.45 ppm presentandose un % de mortalidad de 32.2, 23.3,

439, 61.97, 82.6 y 90.14 respectivamente.

Bioensayo 51 malathion 50% (poblacién de Monterrey) Repeticion 1
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 6.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 20.54, 41.09, 69.01,

77.33 y 84 respectivamente.

Bioensayo 52 malathion 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 2
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.75, 28, 50.66,

57.33 y 61.33 respectivamente.

Bioensayo 53 malathion 50% (poblacién de Monterrey) Repeticion 3
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 9.33, 43.42, 82.66,
85.33 y 86.66 respectivamente.

Bioensayo 54 malathion 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 4
0.20, 0.30, 0.48, 0.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 1.33, 8, 33.3,373y
53.3 respectivamente.

Bioensayo 55 malathion 50% (poblacion de Allende) Repeticion 3
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20, 0.25 ppm presentiandose un % de mortalidad de 0, 9.85, 12.16,

22.6, 36.1 y 69.4 respectivamente.

Bioensayo 56 malathion 50% (poblacién de Villa de Santiago) Repeticion 3
0.15, 0.20, 0.27, 0.32, 0.40, 0.45 ppm presentandose un % de mortalidad de 8.3, 23.3, 41.6,
73.3, 83.3 y 86.6 respectivamente.

Bioensayo 57 malathion 50% (poblacion de Escobedo) Repeticion 3
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentindose un % de mortalidad de  9.52, 27.86, 34.78,

57.35 y 85.50 respectivamente.

Bioensayo 58 malathion 50% (poblacién de Escobedo) Repeticién 3
0.10, 0.13, 0.20, 0.30, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 10, 26.15, 39.18, 75,
34y 82.66 respectivamente.

Bioensayo 59 malathion 50% (poblacién de Villa de Santtago) (9 repeticiones)
0.10 ppm presentandose un % de mortalidgd de 12.90 respectivamente.

Bioensayo 60 malathion 50% (poblacion de Allende) (9 repeticiones)
0.30, 0.35 ppm presentandose un % de mortalidad de 84.88 y 91.51 respectivamente.

Bioensayo 61 malathion 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 4



0.20, 0.30, 0.48, Q.55, 0.60 ppm presentandose un % de mortalidad de 25.33, 60, 94.66,
98.66 y 98.66 respectivamente.

Bioensayo 62 malathion 50% (poblacion de Guadalupe)
0.05, 0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentindose un % de mortalidad de 4.34,
12.5, 18.18, 36.36, 50, 80 y 83.3 respectivamente.

Bieensayo 63 malathion 50% (poblacion de Monterrey) (9 repeticiones)
0.20, ppm presentandose un % de mortalidad de 6.87.

Bioensayo 64 malathion 50% (poblacién de San Nicolas) Repeticion 1
0.08, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.38 ppm presentandose un % de mortalidad de 54.66, 60, 86,
94.6, 100 y 100 respectivamente.

Bioensayo 65 malathion 50% (poblacion de San Nicolds) Repeticion 2
0.08, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.38 ppm presentandose un % de mortalidad de 45.94, 54.66,
82.43, 92, 100 y 97.33 respectivamente.

Bioensayo 66 malathion 50% (poblacién de San Nicolas) Repeticion 3
0.08, 0.10, 0.15, 0.25, 0.35, 0.38 ppm presentandose un % de mortalidad de 22.66, 65.33,
73.3, 83.33, 82.19 y 90.66 respectivamente.

Bioensayeo 67 malathion 50% (poblacion de San Nicolas) (9 repeticiones)
0.065, 0.070 ppm presentandose un % de mortalidad de 4.0 y 5.77 respectivamente.

Bioensayo 68 malathion 50% (poblacion de Guadalupe) Repeticion 1
0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentandose un % de mortalidad de 5.47, 11.26,
25.71,35.21, 69.01 y 81.33 respectivamente.

Bioensayo 69 malathion 50% (poblacion de Guadalupe) Repeticion 2
0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.12, 6.52,
15.71, 16.43, 39.43 y 61.11 respectivamente.

Bioensayo 70 malathion 50% (poblacién de Guadalupe) Repeticion 3
0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentandose un % de mortalidad de 56.33, 51.95,
58.33, 89.19, 84.93 y 75.34 respectivamente.

Bioensayo 71 malathion 50% (poblacion de Guadalupe) Repeticion 4
0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26 ppm presentandose un % de mortalidad de 20, 20.27,
20.27,49.31, 60.56 y 87.32 respectivamente.

Bioensayo 72 malathion 50% (poblacién dé'Linares)

0.10, 0.12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26, 0.30 ppm presentindose un % de mortalidad de 0, 0, 20,
66.6, 53.3, 78.57 y 86.66 respectivamente.



Bioensayo 73 malathion 50% (poblacion de Linares)
).12, 0.15, 0.18, 0.23, 0.26, 0.30 ppm presentindose un % de mortalidad de 26.66, 35.71,
.28, 80, 86.66 y 80 respectivamente,

2.- Bicensayos preliminares para determinar la concentracién letal media (CLs) a
temephos S0% en larvas de Ae. aegypti (L) del Estade de Nuevo Ledn,

Bioensayo 1 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo)
9.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015, 0.002 ppm presentandose un % de mortalidad de
6.6, 46.6, 60, 46.6,86.6 y 93.3 respectivamente.

Bioensayo 2 abate (temephos) 50% (poblacién de Monterrey)
0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015, 0.002 ppm presentandose un % de mortalidad de
46.6,13.3, 20, 6.6, 40 y 60 respectivamente.

Bioensayo 3 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo)
0.00065, 0.0007, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentandose un % de mortalidad de
42.85, 40, 33.3, 60, 86.6 y 80 respectivamente.

Bioensayo 4 abate (temephos) 50% (poblacion de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015, 0.002, 0.0028 ppm presentindose un % de mortalidad de
28.57, 42.85, 28.57, 50, 42.85 y 57.14 respectivamente.

Bioensaye 5 abate (temephos) 50% (poblacién de Guadalupe)
0.0005, 0.0008, 0.001, 0.0015, 0.002 ppm presentandose un % de mortalidad de 20, 73,
100, 93.6 y 93.6 respectivamente.

Bioensayo 6 abate (temephos) 50% (poblacién d¢ Villa de Santiago)
0.0005, 0.0008, 0.001, 0.0015, 0.002 ppm presentindose un % de mortalidad de 84 para la
primer concentracién y 100 para el resto de las concentraciones.

Bioensayo 7 abate (temephos) 50% (poblacién de Guadalupe)
0.00009, 0.0001, 0.0003, 0.0004ppm presentindose un % de mortalidad de 0, 0, 26.6 y
26.6 respectivamente.

Bioensayo 8 abate (temephos) 50% (poblacion de Villa de Santiago)

0.00007, 0.00009, 0.0001, 0.0002, 0.0003 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 0,
0, 13.3 y 40 respectivamente.

Bioensayo 9 abate (temephos) 50% (poblacion de Guadalupe)
0.0003, 0.0005, 0.0007, 0.0008, 0.0009 ppm presentandose un % de mortalidad de 40, 50,
89, 100 y 100 respectivamente.

Bioensayo 10 abate (temephos) 50% (poblacion de Villa de Santiago)
0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0006 ppm presentandose un % de mortalidad de 7.14,
43, 40, 46 y 93 respectivamente.



3ioensayo 11 abate (temephos) 50% (poblacion de San Nicolas)
0.0002, 0.0004, 0.00055, 0.0007, 0.0009 ppm presentandose un % de mortalidad de 0, 13,
40, 66.6 y 100 respectivamente,

Bioensayo 12 abate (temephos) 50% (poblacién de Villa de Santiago)
0.00025, 0.0005, 0.00055 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.6, 66.6 y 60
respectivamente.

Bioensayo 13 abate (temephos) 50% (poblacion de San Nicolas)
0.00045, 0.0008, 0.00085 ppm presentandose un % de mortalidad de 46.6, 80 y 60
respectivamente.

Bioensayo 14 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende)
0.0002, 0.00025, 0.00035, 0.00045, 0.00055 ppm presentandose un % de mortalidad de O,
6.6, 13.3, 37.5, y 28.57 respectivamente.

Bioensayo 15 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende)
0.00055, 0.0006, 0.00065 ppm presentindose un % de mortalidad de 31, 21.4 y 86.6
respectivamente.

Bioensayo 16 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo)
0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentandose un % de mortalidad de 20, 60,
71.4,46.15 y 57 respectivamente.

Bioensayo 17 abate (temephos) 50% (poblacion de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028 ppm presentandose un % de mortalidad de 6.6, 0,
14.2, 50 y 50 respectivamente.

Bioensayo 18 abate (temephos) 50% (poblacién de Allende)
0.00025, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentindose un % de
mortalidad de 0, 0, 0, 0, 13.3 y 53.3 respectivamente.

Bioensayo 19 abate (temephos) 50% (poblacién de Villa de Santiago)
0.0002, 0.00025, 0.00030, 0.00040, 0.00055, 0.0006 ppm presentandose un % de
mortalidad de 0, 0, 20, 33.3, 33.3 y 42.8 respectivamente.

Bioensayo 20 abate (temephos) 50% (poblacion de Guadalupe)
0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0007 ppm presentandose un % de mortalidad de
7.69,0,11.1, 15.38, 26.6 y 30.72 respectivamente.

Bioensaye 21 abate (temephos) 50% (pobhnl:ién de Guadalupe)
0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0007 ppm presentandose un % de mortalidad de
0, 13.3, 33.3, 60.0, 66.6 y 86.6 respectivamente.



Bioensayo 22 abate (temephos) 50% (poblacion de Guadalupe)
0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0007 ppm presentandose un % de mortalidad de
2.94,0, 4.34, 13.2, 26.76 y 56.06 respectivamente.

Bioensayo 23 abate (temephos) 50% (poblacién de San Nicolas)
0.0004, 0.00045, 0.00055, 0.0007, 0.0008, 0.00085 ppm presentandose un % de
mortalidad de 0, 13.3, 25.0, 80, 64.28 y 78.57 respectivamente.

Biocensayo 24 abate (temephos) 50% (poblacién de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de
18.9, 15.78, 51.3, 41.3, 92 y 92 respectivamente.

Bioensayo 25 abate (temephos) 50% (poblacién de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de

10.9, 20, 20, 59.45, 88y 88 respectivamente.

Bioensayo 26 abate (temephos) 50% (poblacién de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de 0,
1.4, 0, 8, 10.9 y 15.06 respectivamente.

Bioensayo 27 abate (temephos) 50% (poblacion de Monterrey)
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de
8.33,5.71, 5.55, 18.51, 44.44 y 49 29 respectivamente.

Bioensayo 28 abate (temephos) 50% (poblacién de Guadalupe)
0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0007 ppm presentandose un % de mortalidad de
5.63,28.37, 35.61, 37.5, 60.81 y 82.43 respectivamente.

Bioensayo 29 abate 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 1
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de 0,
1.36, 0, 8, 8.1 y 15.06 respectivamente.

Bioensayo 30 abate 50% (poblacion de Monterrey) Repeticién 2
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentindose un % de mortalidad de
10.95, 20, 22.6, 59.45, 88, y 88 respectivamente.

Bioensayo 31 abate 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 3
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de
16.21, 15.78, 51.38, 41.33, 92 y 92 respectivamente.

Bioensayo 32 abate 50% (poblacion de Monterrey) Repeticion 4
0.0008, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.0028, 0.0035 ppm presentandose un % de mortalidad de
5.47,5.71,5.5, 20, 80 y 50 respectivamente.

Bioensayo 33 abate (temephos) 50% (poblacién de Guadahupe) Repeticion 3
0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.0007 ppm presentandose un % de mortalidad de
0, 20, 12.16, 34.6, 32 y 80 respectivamente.



Bioensayo 34 abate (temephos) 50% (poblacion de Guadalupe) (9 repeticiones)
0.0008, 0.0009 ppm presentindose un % de mortalidad de 76.99y 84.44 respectivamente.

Bioensayo 35 abate (temephos) 50% (poblacion de Villa de Santiago) Repeticién 1
0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.00055, 0.0006 ppm presentandose un % de mortalidad de
8.9, 8.57, 11.26, 18.57, 45.83 y 70.42 respectivamente.

Bioensayo 36 abate (temephos) 50% {poblacién de Allende)
0.00025, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentindose un % de
mortalidad de 0, 9.52, 38.09, 35, 60 y 80 respectivamente.

Bioensaye 37 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo)
0.0006, 0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentandose un % de mortalidad de
12, 12, 43.5, 52, 80 y 43.5 respectivamente.

Bioensayo 38 abate (temephos) 50% (poblacion de Villa de Santiago) Repeticién 2 -
0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.00055, 0.0006 ppm presentandose un % de mortalidad de
0, 8.21, 17.33, 28.36, 33.78 y 35.61 respectivamente.

Bioensayo 39 abate (temephos) 50% (poblacién de Villa de Santiago) Repeticion 3
0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005, 0.00055, 0.0006 ppm presentandose un % de mortalidad de
42.66, 58.10, 73.61, 74.66, 85.33 y 96 respectivamente.

Bioensayo 40 abate (temephos) 50% (poblacioén de Escobedo) Repeticion 1
0.0006, 0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentandose un % de mortalidad de
4, 55,2463, 22.66, 35.61 y 28.16 respectivamente.

Bioensayo 41 abate (temephos) 50% {poblacion de Escobedo) Repeticion 2
0.0006, 0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentandose un % de mortalidad de
- 38.84, 4054, 77.33, 72, 72 y 80 respectivamente.

Bioensayo 42 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo) Repeticion 3
0.0006, 0.00065, 0.0008, 0.0009, 0.001, 0.0015 ppm presentindose un % de mortalidad de
6.55, 21.12, 84, 85.3, 86.6 y 94.6 respectivamente.

Bioensayo 43 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 1
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de mortalidad de
33.3,39.72, 62.85, 74.32 y 82.43 respectivamente.

Bioensayo 44 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 2
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentiandose un % de mortalidad de
26.86, 44.44, 41.42, 69.86 y 97.33 respectivamente.

Bioensayo 45 abate (temephos) 50% (poblacion de Escobedo) (9 repeticiones)

0.00050, 0.00055 ppm presentindose un % de mortalidad de 17.04 y 18.18
respectivamente.
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Bioensayo 46 abate (temephos) 50% (poblaciéon de San Nicolas) Repeticién 1
0.0004, 0.00045, 0.00055, 0.0007, 0.0008, 0.00085 ppm presentandose un % de
mortalidad de 36, 42.66, 85.33, 81.33 y 94.66 respectivamente.

Bioensayo 47 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticién 3
0. 00025, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de

mortalidad de23.86, 9.23, 98.64, 36, 82.66 y 67.56 respectivamente.

Bioensayo 48 abate (temephos) 50% (poblacién de Allende) Repeticion 4
0. 00025, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de
mortalidad de 10.81, 13.88, 8.21, 8.33, 29.72 y 29.33 respectivamente.

Bioensayo 49 abate (temephos) 50% (poblacion de San Nicolas) Repeticion 2
0.0004, 0.00045, 0.00055, 0.0007, 0.0008, 0.00085 ppm presentandose un % de

mortalidad de 7.14, 1.51, 14.92, 17.56, 17.56 y 61.64 respectivamente.

Bioensayo 50 abate (temephos) 50% (poblacion de San Nicolas) Repeticion 3
0.0004, 0.00045, 0.00055, 0.0007, 0.0008, 0.00085 ppm presentindose un % de
mortalidad de 2.98, 0, 4.22, 7.81, 8.45 y 8.45 respectivamente.

Bioensayo 51 abate (temephos) 50% (poblacién de Allende) Repeticién 5
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de mortalidad de

20.33, 15.51, 25.42, 47 45 y 56.14 respectivamente.

Bioensayo 52 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 6
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un 0 % de mortalidad de

en todos los tratamientos.

Bioensayo 53 abate (temephos) 50% (poblacion de San Pedro)
£ 0.00028, 0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00070 ppm presentindose un %

de mortalidad de 0, 0, 14.28, 0, 53.3, 40 y 93.3 respectivamente,

Bioensayo 54 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 7
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de mortalidad de

23.43,55.5, 61.42, 60 y 84.5 respectivamente.

Bioensayo 55 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 8
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un 0 % de mortalidad de

en todos los tratamientos.

Bioensayo 56 abate (temephos) 50% (poblacion de San Pedro) Repeticion 1
0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00070 ppm presentandose un 0 % de mortalidad en

todos los tratamientos
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Bioensayo 57 abate (temephos) 50% (poblacion de San Pedro) Repeticion 1
0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00070 ppm presentandose un % de mortalidad de
10.6, 5.4, 12.5, 1.38, 25.3 y 34.6 respectivamente.

Bioensayo 58 abate (temephos) 50% (poblacion de Allende) Repeticion 9
0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00065 ppm presentandose un % de mortalidad de 8,
5.33, 8, 14.9 y 77.3 respectivamente. '

Bioensayo 59 abate (temephos) 50% (poblacién de San Pedro) Repeticién 2
0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00070 ppm presentandos¢ un 0 % de mortalidad en
todos los tratamientos.

Bioensayo 60 abate (temephos) 50% (poblacion de San Pedro) Repeticion 3
0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00070 ppm presentandose un % de mortalidad de
17.3, 36, 53.3, 70.6, 13.63 y 63.51 respectivamente.

Bioensayo 61 abate (temephos) 50% (poblacion de Linares)
0.00028, 0.00030, 0.00035, 0.00045, 0.00055, 0.00060, 0.00070 ppm presentandose un %
de mortalidad de 6.6, 6.6, 9.0, 7.14, 6.6, 28.57 y 25 respectivamente.

Bioensayo 62 abate (temephos) 50% (poblacion de Linares)
0.00030, 0.00045, 0.00060, 000070, 0.00080, 0.00085 ppm presentindose un % de
mortalidad de 7.69, 35.71, 53.33, 46.66, 46.66 y 66.66 respectivamente.

Bioensayo 63 abate (temephos) 50% (poblacion de Linares)
0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00075, 0.00085, 0.00090 ppm presentindose un % de
mortalidad de 0, 0, 27.58, 100, 42.85 y 78.57 respectivamente.

Bioensayo 64 abate (temephos) 50% (poblacion de San Nicolas) Repeticion 4
0.0004, 0.00045, 0.00055, 0.0007, 0.0008, 0.00085 ppm presentandose un % de
mortalidad de 4.61, 11.86, 4.83, 6.06, 37.68 y 73.91 respectivamente.

Bioensayo 65 abate (temephos) 50% (poblacion de San Pedro) Repeticion 1

0.00035, 0.00045, 0.00060, 0.00075, 0.00085, 0.00090, 0.00095 ppm presentandose un 0
% de mortatidad.
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ANEXO I
Resultados de los bicensayos utilizados para determinar las lineas dosis mortalidad de

temephos y malathion 50 %, en poblaciones larvales del Estado de Nuevo Le6n. Méx.

Tabla 1.- Resultados utilizados para determinar la concentracién letal media de temephos
50 % en larvas de Ae. aegypti (1) del municipio de Guadalupe. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.0002 219 36 16.43
0.0003 215 41 15.06
0.0004 215 62 28.83
0.0005 220 88 40.00
0.0007 216 163 75.46
0.0008 213 134 62.91
0.0009 215 180 83.72

Tabla 2.- Resultados utilizados para determinar la concentracién letal media de temephos
50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Villa de Santiago. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respoadieron % mortalidad
0.0003 217 16 737
0.0004 215 38 17.67
0.0005 215 50 23.25
0.00055 219 84 38.35
0.0006 205 96 44 65
0.0007 215 187 86,97

Tabla 3.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de temephos
50 % en larvas de Ae. aegypiti (L)) del municipio de Monterrey. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.0008 220 24 10.90
0.0009 231 39 16.88
0.001 219 58 26.48
0.002 223 ) 104 46.63
0.0028 200 177 88.50
0.0035 225 ' 202 89.77
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Tabla 4. Resultados utilizados para determinar la concentracién letal media de temephos

50 % en larvas de Ae. aegypti (L) del municipio de Escobedo. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.0005 223 38 17.04
0.00055 220 40 18.18
0.0006 212 64 30.18
0.00065 219 88 40.18
0.0008 225 174 77.33
0.001 225 183 81.33
0.0015 225 203 90.22

Tabla 5.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de temephos

50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Allende. N. L. Mex.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.00035 206 28 13.59
0.00045 205 65 31.70
0.00055 209 94 44 97
0.0006 212 106 50.00
0.00065 218 182 83.48

Tabla 6.- Resultados utilizados para determinar la concentracién letal media de malathion
50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Villa de Santiago. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.10 217 28 12.90
. 0.15 194 38 19.58
0.20 194 54 27.83
0.27 201 95 47.26
0.32 206 136 66.01
0.40 204 169 82.84
0.45 206 181 87.86
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Tabla 7.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de malathion
50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Monterrey. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.20 189 13 : 6.87
0.30 224 118 52.67
0.48 222 183 82.43
0.55 225 196 87.11
0.60 : 225 197 87.55

Tabla 8.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de malathion
'50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de Villa de Santiago. N. L. Méx.

Coacentracién Recibicron Respondieron % mortalidad
0.10 205 15 731
0.13 197 37 18.78
0.20 218 98 44 95
0.30 218 162 7431
0.35 219 189 86.30

Tabla 9.- Resultados utilizados para determinar la concentracion letal media de malathion
50 % en larvas de Ae. aegypti (L) del municipio de San Nicolds. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.07 225 13 5.717
0.08 224 92 41.07
0.10 224 135 60.26
0.15 224 184 82.14
0.25 225 204 90.66

Tabla 10.- Resultados utilizados para determinar la concentracidn letal media de malathion
50 % en larvas de Ade. aegypti (L) del municipio de San Nicolas. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respeondieron % mortalidad
0.10 213 24 11.26
0.12 211 36 17.06
0.15 212 - 62 29.24
0.18 213 ; 117 54.92
0.23 215 154 71.62
0.26 218 187 85.77
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Tabla 11.- Resultados utilizados para determinar 1a concentracion letal media de malathion
50 % en larvas de de. aegypti (L) del municipio de San Nicolas. N. L. Méx.

Concentracion Recibieron Respondieron % mortalidad
0.10 . 221 19 8.59
0.12 224 28 12.50
0.15 ) 225 51 22.66
0.20 222 _ 73 32.88
0.25 222 141 63.51
0.30 225 . 191 84.88
0.35 224 205 91.51
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ANEXO It

Lineas dosis respuesta de larvas de Ae. aegypfi (L) expuestas a temephos 50%
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Fig. 1. Linea dosis respuestz en larvas de de. aegypfi (L) expuestas a temephos 50 % en la
poblacion de Escobedo. Nuevo Ledn, México, 2003.
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Fig. 2. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypti (L) expuestas a temephos 50 % en 1a
poblacion de Monterrey. Nuevo Leon, México, 2003.

17



=
8

em—Lingxl (Vifa Santiago)

Porcaniaje de Morabdsd

sss883zs

-
o
2

20008 0.0004 00005 0.00068 00008 agmar

Fig. 3. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypii (L) expuestas a temephos 50 % en la
poblacion de Villa de Santiago. Nuevo Leon, México, 2003.
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Fig. 4. Linea dosis respuesta en larvas de Ade. aegypti (L) expuestas a temephos 50 % en la
poblacion de Guadalupe. Nuevo Ledn, México, 2003,
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Fig. 5. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypfi (L) expuestas a temephos 50 % en la
poblacién de Allende. Nuevo Leon, México, 2003.
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Lineas dosis respuesta de larvas de Ae. azgypti (L) expuestas 2 malathion 50%
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Fig, 6. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypti (L) expuestas a malathion 50 % en la
poblacién de Villa de Santiago. Nuevo Ledn, México, 2003.
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Fig. 7. Linea dosis respuesta en larvas de 4e. aegypti (L) expuestas a malathion 50 % en la
poblacion de Guadalupe. Nuevo Ledn, México, 2003,

100 -
”.
3 L Liteal Montarray)
70
4
$ 0/
Ps
30
20
10
] T — - -
02 03 048 055 08
Cencertrecién {(ppm)

Fig. 8. Linea dosis respuesta en larvas de Ae. aegypti (L) expuestas a malathion 50 % en la
poblacién de Monterrey. Nuevo Ledn, México, 2003.
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Fig. 9. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypti (L) expuestas 3 malathion 50 % en la
poblacién de Escobedo. Nuevo Leén, México, 2003.
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Fig. 10. Linea dosis respuesta en larvas de de. gegypti (L) expuestas a malathion 50 % en
I poblacidén de San Nicolas. Nuevo Ledn, México, 2003.
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Fig. 11. Linea dosis respuesta en larvas de de. aegypii (L) expuestas a maIathlon 50 % en
la poblacion de Allende. Nuevo Ledn, México, 2003.
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