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Susceptibilidad diferencial de estados bioldgicos e instares larvales de Aedes

aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) a Spinosad

Santos Diaz Martinez, MC
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

Aedes aegypti L. es probablemente uno de los insectos mas peligroso que
existe para el ser humano debido a la cantidad y severidad de enfermedades que
transmite. El uso armonioso e integrado de medidas de control es imprescindible para
manejar esta especie. Dentro de estas medidas se encuentra el combate quimico,
mismo que involucra un conocimiento integral de la interaccion insecticida-insecto
para incrementar su eficacia. Como parte del conocimiento de esta interaccion, el
presente estudio tuvo como objetivo estimar la toxicidad de Spinosad en los estados
bioldgicos e instares larvales de A. agypti utilizando la cepa susceptible New Orleans,
la que se reprodujo en condiciones controladas de 26 =+ 2 °C, 70 + 5% H: R y
fotoperiodo de 12:12 h. Previo a los bioensayos, se estimé la ventana de actividad
biologica del Spinosad con la finalidad de determinar el rango de concentraciones
donde se encontraba el cero y el 100% de la respuesta. Posteriormente se introdujeron
concentraciones intermedias que cubrieran de manera equidistante dicho rango. Las
variables respuesta se registraron a las 24 h de exposicion. Los datos se analizaron
mediante el procedimiento Proc-Probit de SAS y para el estudio de huevos se realizé
una regresion lineal con el software R. Los resultados de CLso para huevo fue de
fueron de 28.9 mg L y los datos modelaron una linea recta (R?; 0.9747), donde la
inhibicion de la eclosion de huevos fue dependiente de la concentracion de spinosad.
En los instares larvales las CLso fueron: instar 1= 0.009 mg L%, instar 2= 0.017 mg L-
! instar 3= 0.08 mg L* e instar 4 = 0.12 mg L* y en el mismo orden los valores de



CLos fueron; 0.064, 0.14, 0.28 y 0.62 mg L™, respectivamente. A nivel de CLso y ClLos
no hubo diferencia significativa instar tres y cuatro. En las pupas se obtuvo una CLso
de 30.4y CLos 475.1 mg L. La CLso y CLes de adultos hembras fueron de 0.005 y
0.04 mg.cm?, respectivamente. Se concluye que Spinosad es téxico para todos los

estados biologicos de A. aegypti.

Palabras clave: Espinosinas, Dengue, Zika, CLso y CLos.



Differential susceptibility of biological stages and larval instars of Aedes

aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera: Culicidae) to Spinosad

Santos Diaz Martinez, MC
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

Aedes aegypti L. is probably one of the most dangerous insects exists for
humans due to the number and severity of diseases transmitted. Harmonious and
integrated use of control measures is essential to manage this species. Among these
measures is the chemical combat, same involving a comprehensive knowledge of the
insecticide-insect interaction to increase their effectiveness. As part of the
understanding of this interaction, this study aimed to estimate the toxicity of Spinosad
in biological states and larval instars of A. agypti using the susceptible strain New
Orleans, which was reproduced under controlled conditions 26 £ 2 °C, 70 £ 5% H: R
and 12:12 h photoperiod. Prior to bioassay, the window biological activity of Spinosad
in order to determine the range of concentrations where zero and 100% of the
response was estimated. Later that covered intermediate concentrations that range
equidistantly were introduced. The response variables were recorded at 24 h of
exposure. The data were analyzed using SAS Proc Probit procedure and for the study
of eggs with a linear regression was performed R. software CLso results were for egg
was 28.9 mg L-1 and the data modeled a straight line (R?; 0.9747), where inhibition of
egg hatching was dependent on the concentration of spinosad. In the larval instars the
CLso were: call 1 =0.009 mg L, call 2 =0.017 mg L, instar 3 =0.08 mg L and call
4 =0.12 mg L* and in the same order values LCos were; 0.064, 0.14, 0.28 and 0.62
mg L1, respectively. A CLso and CLgs level was no significant difference instar three
and four. In the pupae an LCso and LC95 30.4 475.1 mg L was obtained. LCgs and
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LCso adult females were 0.005 and 0.04 mg.cm?, respectively. It is concluded that

Spinosad is toxic to all biological stages of A. aegypti.

Keywords: Biological activity window, Torre Potter, CLso and CLos.
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1. INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti L (Diptera: Culicidae), es probablemente el insecto
mas dafino que existe para el ser humano debido a la cantidad, frecuencia y severidad
de las enfermedades que transmite. Este insecto puede transmitir el dengue clasico,
dengue hemorragico (Fajardo-Dolci et al., 2012; Rivera 2014), la fiebre amarilla
(Salvatella 1996), chikungunya (Rivera 2014; Rivera-Avila 2014) y zika (Rivera 2014;
CONAVE 2015a; OPS/OMS 2015a). Aunque no existen datos concluyentes de que el
virus del zika esté asociado a malformaciones congénitas como microcefalia
(CONAVE 2015; OPS/OMS 2015a y Centro de Coordinaciéon de Alertas y Emergencia
Sanitarias 2016), se ha observado una correlacion positiva entre los casos de mujeres
embarazadas que contrajeron este virus y la presencia de dicha enfermedad
(OPS/OMS 2015a y Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencia Sanitarias
2016). Anualmente se tienen en promedio 50 millones de casos de dengue, de los
cuales, 400,000 son de dengue hemorragico (Acosta-Bas 2005; DGE 2014). El
dengue clasico y dengue hemorragico se distribuyen en 112 paises tropicales y
subtropicales, con 50 millones de incidencias de las cuales 400 mil son casos graves,
ocasionando 25 mil muertes anuales (DGE 2014).

A. aegypty se distribuye en todas las zonas urbanas de México (CENAPRECE
2015), con excepcion de los estados de la Ciudad de México, Tlaxcala, Chihuahua y
Baja California (PROY-NOM-032-SSA2-2014 2014). Los efectos del cambio climatico
han ampliado la zona de distribucion de esta plaga y es posible que en el futuro afecte
nuevas regiones. En México, el 47% de dengue hemorragico prevalece en los estados
de Veracruz, Jalisco, Guerrero y Yucatan, con 3,695 casos de dengue hemorragico y
14,888 de dengue clasico que en conjunto suman 22 fallecimientos (SS 2015). El 53%

de esta enfermedad se distribuye en los estados restantes. El virus del chikungunya



se distribuye en 60 paises de Asia, Africa, Europa y en las Américas (OMS 2015) y se
detecto por primera vez en México en Mayo del 2014 (Rivera-Avila, 2014). En México,
durante 2015 se confirmaron 9,000 casos de chikungunya, con mayor incidencia en
los estados de Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Veracruz (SS 2015).

Para disminuir la incidencia del vector, se ha implementado el programa “patio
limpio” con la finalidad de eliminar el habitat donde se desarrollan las larvas (SS 2001,
PAE 2013-2018, PROY-NOM-032-SSA2-2014). Entre 2009 y 2010, la empresa Oxitec
liberdé a gran escala insectos transgénicos en Las Islas Caiman y Brasil para mitigar la
tasa de transmision de dichas enfermedades al ser humano (Rall 2014). Sin embargo,
estas medidas aunque importantes, no son suficientes para controlar las poblaciones
de A. aegypti y deben complementarse con el uso de insecticidas para el combate de
larvas y adultos (Padilla et al., 2004; Bisset-Lazcano et al., 2009).

El desarrollo de resistencia a insecticidas es la principal limitante del uso de
esta herramienta (Bisset et al., 2004). WHO (1995), recomienda la implementacién de
estrategias que permitan incrementar la vida util de estas sustancias quimicas. El
spinosad, es un insecticida que se introdujo en 1997 a México para el combate de
larvas (Pineda et al., 2007). Se trata de un bioinsecticida derivado de la bacteria
Saccharopolyspora spinosa (Clase: Actinobacteria, Orden: Actinomycetales, Familia:
Pseudonocardiaceae) altamente efectivo contra larvas susceptibles de A. aegypti
(Bond et al., 2004; Hertlein et al., 2010), asi como otras especies de los érdenes
Lepidoptera, Diptera y Coleoptera. Este insecticida actia activando en forma
alostérica a los receptores nicotinicos de la acetilcolina y en menor medida sobre el
acido Gama Amino Butirico (GABA) (Salgado 1998). Dicho modo de accioén lo hace
unico dado que no presenta resistencia cruzada, por insensibilidad en el sitio de

accion, con los demas insecticidas que se utilizan contra A. aegypti. Es posible que el



uso de spinosad, en salud publica impacte a todos los estados bioldgicos de esta
plaga, aunque su uso actual sea solamente para controlar solo larvas de A. aegypti
(Garcia-Gutiérrez et al., 2012; CENAPRECE 2015).

Los estudios de susceptibilidad a spinosad se han realizado principalmente en
larvas, mientras que su efecto sobre huevos (Pérez. et al., 2007 y Argueta et al., 2011),
pupas y adultos de esta especie (Hertlein et al., 2010; Solis-valdez et al., 2015) ha
sido muy poco estudiado. Por tanto, el objetivo del presente estudio consistio en
determinar la actividad biolégica del spinosad en huevo, instares larvarios, pupa y

hembras de A. aegypti.



2. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Determinar si todos los estados bioldgicos e instares larvales de Aedes aegypti

son susceptibles al insecticida spinosad.

1.2 Objetivo particular

Estimar la CLso y CLos de Spinosad en los cuatro instares larvales, huevos,

pupas y adultos de Aedes aegypti.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Distribucion de Aedes aegypti y la enfermedad del dengue en el mundo

Aedes aegypti tuvo su origen en el continente africano y actualmente se
expande entre las coordenadas 35° latitud norte a 35° latitud Sur, pero puede habitar
hasta los 45° latitud norte a 45° latitud sur, con alturas que van de 1200 a 2400 msnm,
abarcando practicamente todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(CENAPRECE, 2015a). Este insecto es de importancia significativa para la salud
humana, debido a que a medida que la poblacion del vector se disemina, los brotes
de las enfermedades que transmite también se incrementan (Fajardo-Dolci et al.,
2012). La importancia de esta especie es tal que Pinheiro y Corber (1997), sefialan
qgue el dengue origina cada afio de 50 a 100 millones de casos de enfermedades en
seres humanos en mas de 100 paises, causando aproximadamente 24,000
defunciones anuales y los afectados en su mayoria son nifios (Pinheiro y Corber,
1997). La Organizacion Mundial de la Salud (2011), documenté 890,000
hospitalizaciones de las cuales 26,000 casos fueron de dengue hemorragico. Fajardo-
Dolci et al.,, (2012) reportan que cada afio ocurren aproximadamente 500,000
hospitalizaciones ocasionadas por el dengue hemorragico, presentando defunciones
gue van desde el 2.5% a 20% de los contagiados, lo que equivalen dos quintas partes
de la poblacion. Es decir, 2,500 millones de personas estan en riesgo de adquirir esta
enfermedad. Durante el 2013, el dengue en América Latina, tuvo una estadistica
histdrica pues se presentaron los cuatro serotipos de dengue, con 2.3 millones de
casos, entre las cuales 37,898 se documentaron como graves resultando en 1,318
fallecimientos. Se estima que anualmente se producen 390 millones de casos de

dengue, de los cuales de 67 a 136 millones se detectan clinicamente (Bhatt et al.,



2013) y en 128 paises, 3,900 millones de personas se encuentran en riesgo de

contraer el virus del dengue (Brady et al., 2012).

3.2 Distribucion de Aedes aegypti y la enfermedad del dengue en México

Actualmente A. aegypti se distribuye en 29 estados, en los que se encuentran
en riesgo 50 millones de habitantes (Fajardo-Dolci et al., 2012). Esta zona de
distribucion geografica del mosquito del dengue incluye zonas turisticas, agricolas,
ganaderas, industriales, pesqueras, asi como areas de explotacion del petréleo
(Fajardo-Doilci et al., 2012). Los unicos lugares donde no se ha documentado son;
Ciudad de México, Tlaxcala, Chihuahua y Baja California (PROY-NOM-032-SSA2-
2014, 2014).

En 1978 el dengue clasico se presentd por primera vez en el sur de México, y
esta enfermedad se disemind a otras partes del pais a medida que el vector también
lo hacia (Icaza, 2003). En las dultimas tres décadas, se ha incrementado
progresivamente la distribucion de esta especie de insecto en el continente americano,
llevando consigo la enfermedad del dengue (Braga et al., 2004). En 1995 se present6
el primer caso de dengue hemorragico en México, y uno de los casos mas recientes
de diseminacion se documenté en el 2003 con 5,220 casos, pasando a 40,559 en
2007, ocasionando menos del 1% de fallecimientos (Braga et al., 2004). Se estima
gue la presencia del dengue en el continente americano tiene mas de 200 afios, y que
a partir del aflo 1957, se iniciaron las primeras campafias para la erradicacion del
vector, logrando este objetivo en 1963. Desafortunadamente éste logro duré solo

veinte afos y el dengue volvio a resurgir (Fajardo-Dolci et al., 2012).



3.3 Importancia de Aedes aegypti.

Las enfermedades que transmite A. aegypti al ser humano ocurre cuando la
hembra se alimenta de una persona enferma y luego lo hace de una persona sana
(OPS/OMS de Uruguay, 2015). Las enfermedades virales que transmite esta especie
de insecto son las mas extendidas en el mundo, dentro de las cuales se encuentra el
dengue clasico, dengue hemorragico, chikungunya, zika (Rivera, 2014; OPS/OMS,
2015) y Fiebre amarilla (OPS/OMS, 2013). Este vector se ha diseminado en areas
tropicales y subtropicales de varios paises del mundo, y se ha convertido en una gran
amenaza para millones de personas (Magufa et al., 2005). Se estima que mas del
40% de la poblacién del mundo se encuentra en riesgo de contagiarse por los virus
que transmite A. aegypty (OPS/OMS de Uruguay, 2015). A nivel mundial, tanto el
dengue clasico (DC) como el dengue hemorragico (DH) son considerados como las
enfermedades emergentes y preemergentes de mayor importancia (Maguifia et al.,
2005 y Alvarez et al., 2006). Se predice que la incidencia de estas enfermedades se
incrementara significativamente en la poblacién mundial en las préximas dos o tres

décadas (Gomez-Dantés et al., 2011).

3.3.1 Dengue Clasico

El dengue clasico es una enfermedad viral sistematica, que puede manifestarse
desde infeccion asintomética a manera de fiebre y hasta condiciéon grave que puede
conllevar a la muerte (Fajardo-Dolci et al., 2012). El dengue es un virus que pertenece
al género Flavivirus, familia Flaviviridae y posee una cadena de ARN sencilla (Acosta-
Bas y Gomez-Cordero, 2005). Actualmente se conocen cuatro serotipos del dengue:
Denv-1, Denv-2, Denv-3 y Denv-4. Todos los serotipos estan presentes en México

habiendo estados donde se encuentran presentes dos o mas serotipos a la vez
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(Fajardo-Dolci et al., 2012; Vaughan et al., 2002). La enfermedad puede persistir en
las siguientes generaciones del mosquito portador del virus dado que presenta
transmision vertical transovarica para los cuatro serotipos (Shroyer, 1986). Se
conocen cuatro fases infecciosas de la enfermedad: a) incubacion, de tres a diez dias
de duracion b) fase febril, de dos a siete dias, c) fase critica conocida también como
fuga plasmatica y se manifiesta entre tres y siete dias después de la fiebre, y d) si el
paciente no muere se presenta la fase de recuperacion entre el séptimo y décimo dia
(Fajardo-Dolci et al., 2012).

El DC tarda en manifestarse aproximadamente de 4 a 7 dias aunque este
periodo puede variar de 3 a 14 dias (Acosta-Bas et al., 2005; Maguifa et al., 2005;
OPS/OMS de Colombia, 2015). Esta enfermedad suele presentarse con fiebre aguda,
nauseas, vomitos, dolor retroorbitario, dolores musculares y articulares, mialgias,
molestias abdominales y temperaturas altas. Generalmente la tasa de mortalidad es
baja (Gubler, 1998; Maguifia et al., 2005; Fajardo-Dolci et al., 2012; OPS/OMS de

Colombia, 2015).

3.3.2 Dengue Hemorragico

En comparacion al DC, el DH se presenta como fiebre aguda continua,
temperatura corporal de 38 a 40°C y dura de 2 a 7 dias. Se presentan hemorragias,
lesiones purpuricas, equimosis, petequias, ademas de se puede presentar sangrado
digestivo (Gubler, 1998 y Maguifa et al., 2005; OPS/OMS de Colombia, 2015). EI DH
puede manifestarse de dos maneras: a) dengue hemorragico sin Choque y b)
dengue hemorragico con choque. El primero se asemeja a los sintomas del dengue
clasico pudiendo presentar congestion faringea, temperaturas de 40a 41 °Cde2a7

dias, convulsiones febriles, petequias finas en las extremidades, axilas, la cara y



paladar blando, asi como hemorragia leve gastrointestinal (OPS/OMS de Colombia,
2015).

Cuando sepresenta fiebre hemorragica de choque, el paciente se deteriora
subitamente, la temperatura dura poco mas de 7 dias y se caracteriza por el pulso
débil y acelerado. Se presenta hipotension con la piel fria y agitaciéon. Cuando la
persona llega a este estado puede recuperarse pronto si recibe tratamientos
adecuados, de lo contrario corre peligro de fallecimiento en un periodo de 12 a 24
horas ya que presenta hemorragias graves gastrointestinales y en otros érganos,
pueden presentar convulsiones y llegar al estado en coma (OPS/OMS de Colombia,

2015).

3.3.3 Chikungunya

Es una enfermedad viral-febril transmitida por A. aegypti y A. albopictus. Se
trata de un virus de ARN perteneciente al género Alfavirus, dentro de la familia
Togaviridae (Powers y Logue, 2007; Rivera-Avila, 2014). Esta enfermedad provoca
fiebre y fuertes dolores articulares acompafiado de mialgias, cefalea, nauseas,
exantema y cansancio. La enfermedad tiene periodo de incubacion de 3 a 7 dias y se
expresa en tres etapas; aguda, subaguda y cronica (Rivera-Avila, 2014). La fase
aguda es muy similar a la enfermedad del dengue clasico y se presenta de 3 a 10 dias
con fiebre de 39°C o un poco mas, con dolores articulares severos, nduseas, dolor de
espalda, cefalea, exantema, mialgias, vémitos y conjuntivitis (Rivera-Avila, 2014). La
etapa subaguda, se le llama postinfeccion ya que tarda un periddo de dos a tres meses
con poliartritis distal, dolores irritables en el mismo lugar de las articulaciones donde
presentaba dolores previos. El dolor también se presenta en mufiecas y tobillos con

manifestacion de tesosinovitis hipertréfica subaguda (Rivera-Avila, 2014). Cuando los



sintomas se presentan por mas de tres meses, la enfermedad persistira de 18 meses
hasta tres afios con sintomas de fatiga, depresion y artralgias (Rivera-Avila, 2014).
Los Unicos tratamientos que hay para chickunguya son reposo, hidratacion y
suministro de analgésicos (Rivera-Avila, 2014).

En México el virus de la chikungunya se distribuye en la zona costera del
océano pacifico sobre los estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Jalisco y en la
frontera entre Chihuahua y EU (LaGES, 2015), donde hasta el 31 de diciembre del

2015 se documentaron 11,468 casos autéctonos confirmados (OPS/OMS, 2015b).

3.3.4 Zika

Esta enfermedad se manifiesta por salpullido maculo-papular, fiebre leve,
dolores musculares, dolores articulares y conjuntivitis (World Healt Organization,
2016). Estos sintomas se manifiestan pasados los 3 a 7 dias de haber sido infectados.
En general los sintomas de la enfermedad son leves y pueden persistir de 2 a 7 dias
(World Healt Organization, 2016). Esta enfermedad puede contagiarse mediante
transmision sexual. AlUn no se tienen evidencias de que se transmita de manera
perinatal.

Este virus se aislo en 1947 en los bosques Zika, Uganda, Africa. Posteriormente
se observé en Asia, afectando en el 2007 cerca del 75% de la poblacion de la Isla de
Yap, Micronesia. En el 2015 se documentd en el noreste de Brasil (World Healt
Organization, 2016). Actualmente se distribuye en Brasil, Colombia, El Salvador,
Guatemala, Guyana Francesa, Honduras, Martinica, México, Panam@, Puerto Rico,

Paraguay, Surinam y Venezuela (OPS/OMS, 2015a)
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3.4 Meétodo de control de Aedes aegypti

Las estrategias que se emplean para el control del vector A. aegypti se han
visto limitadas debido a la habilidad que tiene esta especie para adaptarse al
ambiente. El estado de huevo es capaz de persistir a temperaturas extremas de siete
meses hasta un afio (SS, 2005) y una vez que se presentan las condiciones para
eclosionar, emerge la larva y sigue con su ciclo que en condiciones éptimas puede
durar 10 dias (SS, 2005). Ademas, la ayuda comunitaria se ha visto limitada por la
poca participacion de las personas en la eliminacion de su habitat (Gomez-Dantés et
al., 2011), posiblemente debido a la falta de comunicacion y colaboracion eficaces
entre los organismos gubernamentales y los grupos comunitarios (Rodriguez, 2002;
Rivera-Avila, 2014). Se sugiere mejorar esta comunicacion y fortalecer la vigilancia
epidemioldgica, la capacidad de las redes de laboratorios, la vigilancia y el control de
los vectores, asi como mejorar el manejo clinico de los pacientes (San-Martin y
Brathwaite-Dick, 2007; OPS/WHO, 2014).

México, a través del Programa de Prevencién de Enfermedades, de 2013 a
2018, se contempla a la enfermedad del dengue como una de las prioritarias en
mantener bajo vigilancia mediante una serie de estrategias con la participacion de la
sociedad (PAE, 2013-2018). A continuacion se exponen las estrategias en las que

México pone su esfuerzo para contener a este insecto vector.

3.4.1 Patio limpio y cuidado del agua almacenada

Este programa se emplea para disminuir la incidencia de A. aegypti y se basa
principalmente en concientizar a las personas y hacerlas participar con una serie de
estrategias que coadyuven a la prevencion del dengue. Para eliminar el habitat del

vector se implementan una serie de actividades como la recoleccion de basura,
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eliminacién de maleza, barrido, tapar recipientes que se necesiten para almacenar
agua, y destruccion de cualquier recipiente abandonado donde pueda almacenarse
agua. El acercamiento comunitario y la planeacion de acciones es fundamental para
el logro de estos objetivos (SS, 2001; Icaza, 2003; Pérez. et al., 2007; PROY-NOM-

032-SSA2-2014).

3.4.2 Control biolégico

Dentro de este método de control, se recomienda emplear patdégenos,
parasitoides, y depredadores que colaboren en mantener las poblaciones del vector a
niveles bajos. Entre las especies recomendadas se encuentran hongos
entomopatdgenos, bacterias como Bacillus thuringiensis, B. israilensis, B. sphaericus,
y algunos peces que se alimentan de larvas de A. aegypti como Poecilia sp. Tilapia
spp. y Gambusia affinis (PROY-NOM-032-SSA2-2014, 2014). Entre los organismos
mMAas exitosos en el control de A. aegypti, se encuentran los copépodos, que son micro
crustaceos (Montada et al., 2005). En Costa Rica utilizan Copépodos de rios y lagunas
como Mesocyclops thermocyclopoides que se alimentan de larvas de A. aegypti o bien
las hieren (Montada et al., 2005). Actualmente se estan experimentando exitosamente
cepas de Bacillus thuringuiensis var. Israilensis (Icaza, 2003). Los cristales de los
Bacillus al ser ingeridos pasan por un proceso que conlleva a la pardlisis e inhibicién
de la alimentacion de las larvas afectadas (Federici, 2003) debido a la destruccion de

las células de la pared intestinal (Bisset, 2002).
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3.4.3 Control quimico

Las estrategias anteriores no han sido suficientes para suprimir a vectores y se
ha recurrido al uso adicional de insecticidas, logrando asi mayor control del vector
(Alvarez et al., 2006). Su uso racional permite mantener las poblaciones del vector a
niveles bajos tanto en su estado larval como de adulto (Zaim y Guillet, 2002; Bisset
Lazcano et al.,, 2009). Este método de control utiliza insecticidas del grupo de
organofosforados como temefos para combatir a estados inmaduros; mientras que el
fention, malation y fenitrotion se han utilizado contra adultos. Para los adultos también
se han utilizado piretroides como lambdacialotrina, deltametrina cipermetrina y

ciflutrina (Bisset Lazcano et al., 2009).

3.4.4 Spinosad

De la recoleccion de una cepa bacteriana designada como A83543 en el afio
1982, se estudio el efecto bioldgico de su fermentacion y se observo que presenta
efecto sobre larvas de A. aegypti y en otros organismos considerados como plagas.
El estudio de este fermento conllevé a la identidad del agente responsable de la
mortalidad de los insectos, descubriéndose que se trata de la bacteria
Saccharopolyspora spinosa (Thomson et al., 1997). El nombre “Saccharopolyspora”
significa azdcar con muchas esporas y “spinosa” debido a la apariencia espinosa de
las esporas (Thompson et al., 1997). Se sabe que S. spinosa contiene mas de 20
espinosinas, no obstante los metabolitos mas abundantes y con propiedades
insecticidas son A 'y D en proporcién de 85y 15%, respectivamente (Thompson et al.,
2000). Se trata de un producto natural (Zhi-hua et al., 2006; Pérez et al., 2007; Pineda
et al., 2007) que por su eficacia y origen natural representa una alternativa de control

ecologica y de bajo riesgo ambiental (Saunders y Bret, 1997). Considerando que tiene
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poco o nulo efecto sobre enemigos naturales de las plagas, este insecticida es
apropiado para su uso dentro del manejo integrado de plagas (MIP) (Copping, 2001).

Se ha comprobado que Spinosad presenta un alto grado de toxicidad en
diferentes especies de insectos plaga. En México se ha empleado desde 1997 contra
lepidopteros y trips (Pineda et al., 2007; Antonio et al., 2009). Este bioinsecticida es
altamente toxico tanto, en ambientes controlados como en campo, contra larvas de A.
aegypti (Hertlein et al. 2010).

En la lista de productos recomendados por el CENAPRECE para insectos
vectores de enfermedades (2015), se encuentran spinosad 7.480% en tabletas para
recipientes con agua (0.1-0.5 mg i.a./L), spinosad 20.6%, concentrado emulsionable
en formulacién liguida para cuerpos de agua naturales y estanques de agua (20-500
g i.a/Ha), y spinosad Granular 2.5%, granulado para para cuerpos de agua estancada

(20-500 g i.a’/ha) (CENAPRECE, 2015bh).

3.4.4.1 Propiedades de spinosad

Spinosad pertenece a un nuevo grupo de insecticidas que se conoce como
spinosinas, y esta compuesto Unicamente de metabolitos secundarios. Su estructura
guimica es una lactona macrociclica formada por cuatro anillos ciclicos con dos
moléculas de azucar en sus extremos (figura 1) (Cleveland et al., 2001). El
concentrado de spinosad es sélido, blanquesino y cristalino (Thompson et al., 2000).
Como material formulado dura tres afios en promedio, tiene un pH de 7.74 y el

compuesto no es volatil (Pineda et al., 2007).
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Figura 1. Estructura quimica de Spinosad (PARASITIPEDIA.net)

3.4.4.2 Modo de accién

El spinosad actua en el Sistema Nervioso Central (SNC) en larvas y adultos.
Se trata de un modo de accion distinto al que presentan los demas insecticidas que
se utilizan para el combate de mosquitos (Thompson et al., 2000). Este insecticida
puede actuar de dos formas: a) por efecto sinérgico sobre la actividad de la
acetilcolina, actuando de manera alostérica sobre los receptores nicotinicos de la
membrana postsinaptica, ocasionando que estos receptores permitan la entrada de
cationes de manera continua y por ende excitando a la célula nerviosa (Salgado,
1997), b) aunque no se conoce con certeza, puede afectar los receptores GABA, un
neurotransmisor que activa los canales iénicos (Salgado, 1997).

Spinosad puede actuar ya sea por contacto o por ingestién (Hertlein et al., 2010;
Pineda et al., 2007). Una vez que el insecticida ha entrado en contacto con el insecto,
los sintomas pueden manifestarse en solo unas horas (Thompson et al., 2000). El
insecto afectado presenta contracciones musculares involuntarias, paralisis y muerte
(Cleveland et al., 2001). Una vez que los sintomas se han presentado el efecto es

irreversible (Thompson et al., 2000).
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3.4.4.3 Uso de spinosad en México

Segun Pineda y colaboradores (2007), el uso de spinosad en México comenzé
en 1997 contra lepidopteros y trips y se ha usado en cruciferas, frutales, gramineas y
hortalizas. El insecticida se ha evaluado en el Estado de Sinaloa, México para el
control de plagas en maiz, actuando de diferentes formas: repelente en larvas y
adultos, inhibiendo la alimentacion, induciendo a la muda, impidiendo el desarrollo y
crecimiento, produciendo malformaciones, reduciendo la cOpula y oviposicion,
distorsionanado la comunicacién sexual y provocando esterilidad en adultos (Garcia-
Gutiérrez et al., 2012). También se ha utilizado ampliamente en Nuevo Ledn, Veracruz
y Tamaulipas en mezcla con proteinas atrayentes para el combate de la mosca
mexicana de la fruta, Anastrepha ludens (INIFAP, 2011). Igualmente se ha evaluado
su efecto contra larvas y huevos del vector A. aegypti (Pérez. et al., 2007; Antonio et
al., 2009; Argueta et al., 2011; Garza-Robledo et al., 2011). Actualmente este producto
estd recomendado por CENAPRECE para combatir insectos vectores en sus tres
presentaciones; spinosad 7.48%, spinosad 20.6% y spinosad granular 2.5%, los

cuales estan registrados por COFEPRIS (CENAPRECE, 2015b).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar del estudio
Se realiz6 de mayo a septiembre del 2015, en el laboratorio de toxicologia de
insecticidas perteneciente al programa de Entomologia y Acarologia del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México, México.

4.2 Material bioldgico.

Se utilizé la cepa New Orleans de A. aegypti, que es susceptible a insecticidas
y fue proporcionada por la Universidad de Nuevo Ledn, México. La cria de esta
especie se realizo de acuerdo a la metodologia propuesta por la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO, 2005), en condiciones de 26 + 2 °C de temperatura, 70 £ 5% de

humedad relativa y fotoperiodo de 12:12 h.

4.3 Insecticida.
Se utiliz6 la formulacion comercial NATULAR® Insecticida concentrado
emulsionable consistente de la mezcla de spinosad Ay D al 20.6% equivalente a 239

g. de I.A./L proporcionado por la empresa Clarke® S.A. DE C.V.

4.4 Bioensayos
4.4.1 Evaluacion en huevos
Se utilizé la metodologia de Argueta y colaboradores (2011), con
modificaciones. Se utilizé papel estraza color café como sustrato de oviposicion. Con
un microscopio estereoscopico (Zeizz StemiDV4®, Gottingen, Alemania) a una
ampliacion de 40x, se contabilizaron grupos de 200 huevos no mayores de 15 dias de

haber sido depositados. Posteriormente, se introdujeron en vasos de polipropileno
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(Reyma®, Ecatepec de Morelos, Estado de México, México) de 150 mL de capacidad,
gue contenian 100 mL de agua destilada y un mL de insecticida a la concentracion
requerida. Inicialmente se determind la ventana de respuesta biologica utilizando las
siguientes concentraciones de spinosad: O (testigo sin tratar), 0.01, 0.1, 1, 10, 100,
200, 500 y 1000 mg mL. No se pudieron incrementar mas las concentraciones debido
a que no se diluian apropiadamente en agua. Una vez que se estimo la ventana donde
se encontraba el cero y la respuesta mas elevada de porcentaje de inhibicion de la
eclosion de huevos se introdujeron al menos cinco concentraciones intermedias que
cubrieran de manera equidistante dicho rango. Después de cuatro horas de exposicion
al tratamiento, los huevos tratados se sometieron a un proceso de lavado que consistio
en introducir seis veces en agua destilada, la papeleta que los contenia. Cada
inmersion durd cinco segundos y posteriormente los huevos lavados se depositaron
en recipientes que contenian 100 mL de agua destilada. A las 24 h se determiné el
porcentaje de eclosion y diariamente durante 18 dias se hicieron observaciones sobre

el efecto en las larvas que emergian de los huevos.

4.4.2 Evaluacion en instares larvales

Se utiliz6 la metodologia de la Organizacion Mundial de la Salud (2005). En un
recipiente que contenia 100 mL de agua destilada se adicionaron 20 larvas y
posteriormente se agregdé un mL de la concentracién respectiva de spinosad.
Inicialmente se determind la ventana de respuesta bioldgica, utilizando las siguientes
concentraciones: 0 (testigo sin tratar) 0.(10)1, 0.(9)1, 0.(8)1, 0.(7)1, 0. (6)1, 0.(5)1,
0.(4)1, 0.(3)1, 0.001, 0.01, 0.1y 1 mg mL"* (nimeros en paréntesis indican la cantidad
de ceros después del punto). Posteriormente se introdujeron al menos cinco

concentraciones intermedias que cubrieran de manera equidistante el rango de cero
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a 100% de mortalidad. Las unidades experimentales se mantuvieron en camara de
cria, con las condiciones ambientales indicadas. A las 24 h de exposicion al insecticida
se determind el porcentaje de mortalidad. Este procedimiento se realizo, por separado,

en los instares larvales primero, segundo, tercero y cuarto.

4.4.3 Evaluacion en pupas

Se utilizé la metodologia de Prabhu y colaboradores (2011) con modificaciones.
La unidad experimental consistié de un vaso de polipropileno Reyma® de 150 mL de
capacidad, con 100 mL de agua destilada, al cual se le agregaron 20 pupas de 16 a
24 h de edad, y 1 mL de la concentracion respectiva de Spinosad. Dichos vasos se
cubrieron con malla antiadfido para evitar el posible escape de los adultos que
emergieran. Para determinar la ventana de respuesta biolégica se aplicaron las
siguientes concentraciones: 0 (testigo sin tratar), 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 200, 500 y 1000
mg mL* de spinosad. Posteriormente se incluyeron al menos cinco dosis intermedias
qgue cubrieran de manera equidistante el rango de cero a 100% de mortalidad. Las
unidades experimentales se mantuvieron en camara bioclimética y en las condiciones
ambientales previamente indicadas y los datos fueron tomados 24 h después de la

exposicion al insecticida.

4.4.4 Evaluacion en hembras

En tubos Eppendorf® (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) de plastico de 1.5
mL, se adicionaron 0.75 mL de agua destinada y una pupa. Se coloco su tapa y
posteriormente se ubicaron en una rejilla. Se seleccionaron las pupas de mayor
tamafo debido a que se incrementa la probabilidad de que fueran hembras. Una vez

emergidos los adultos, éstos se diferenciaron por sexo con base en la morfologia de
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las antenas (Ebeling 1975). Los machos se descartaron y las hembras de 24 a 48 h
edad se utilizaron en los bioensayos. Dichas hembras se introdujeron en jaulas
entomoldgicas de 35 x 25 cm. Posteriormente, con un aspirador entomolégico se
obtuvieron grupos de 20 hembras y se colocaron dentro de cajas Petri® de 100 x 15
mm, se cubrieron con tela C-tul #5® sujetada mediante una banda elastica de goma'y
en el centro se hizo una abertura de 5 mm por donde se introdujeron los insectos.
Para minimizar la probabilidad de escape, se cubrio dicha hendidura con algodén. A
cada caja de Petri con hembras se aplico 1 mL de spinosad mediante la torre de Potter
(Potter 1952) a una presién de 10 Ib pulg? durante 20 s. Para determinar la ventana
de respuesta biolégica se aplicaron las siguientes concentraciones: 0 (testigo sin
tratar), 0.000001, 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01 y 0.1%. Posteriormente, se
introdujeron al menos cinco concentraciones intermedias que cubrieran el rango de
cero a 100% de mortalidad. El porcentaje de mortalidad se determiné a las 24 h de
exposicion al toxico. Para su andlisis, las dosis se transformaron a mg de spinosad

por cm? (mg cm-?).

4.4.5 Analisis estadistico

En el testigo sin tratar se aceptdé una mortalidad igual o inferior al 10% y se
utilizé la féormula de Abbott para hacer la correccion (Abbott 1925). Para cada
bioensayo se realizaron cinco repeticiones en dias diferentes y cada repeticion incluyé
un testigo. Los resultados del estudio del efecto de spinosad en huevos se analizaron
mediante una regresion lineal en el programa R y en el andlisis de resultados de
spinosad en los diferentes instares larvales, pupas y adultos se utilizé el procedimiento
Proc-Probit del software estadistica Statistical Analysis System (SAS) (SAS institute

2002).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La mayoria de los bioensayos en A. aegypti, se han realizado en larvas
(Rodriguez et al., 2003; Pereira et al., 2004; Alvarez et al., 2006; Vargas y Alvarado
2006; Bisset-Lazcano et al., 2009; Hertlein et al., 2010; Milena y Soto 2010; Chino-
cantor et al, 2014) existiendo pocos antecedentes sobre la toxicidad de este
insecticida en los demas estados biolégicos (Pineda et al., 2007).

En la evaluacion de huevos de A. aegypti se obtuvo una inhibicion maxima de
la emergencia (IE) de 70% (figura 2); pero no se pudo incrementar la dosis debido a
la dificultad de obtener una dilucién apropiada. Se estimé que el 50% de la emergencia
se obtuvo a 28.9 mg L de spinosad, con limites de confianza entre 10.1 y 95.4
(Cuadro 1). Ademas, se observo la tendencia de que a mayor concentracion del
insecticida mayor es la inhibicion de la emergencia de huevos, modelando una linea
recta (R”"2; 0.97) (Figura 2). Pineda y colaboradores (2007) mencionan que spinosad
reduce la supervivencia de larvas que emergen de huevos tratados con spinosad. En
este estudio se observé que todas las larvas que provenian de huevos tratados con
dosis de 1000 y 500, mg L de spinosad morian al emerger y aquellas que emergieron
de huevos tratados con 200, 100 y 10 mg L™ murieron en un periodo de dos dias y
sus cuerpos se desintegraban o se volvian transparentes. La exposicion de huevos a
dosis de 1.0, 0.1 y 0.01 mg L presentaron, en las larvas que emergieron, un 100%
de mortalidad a los 48 h; sin embargo, aquellas que lograron sobrevivir no pudieron
desprenderse de la exuvia al momento de mudar. Argueta y colaboradores (2011)
indican que spinosad tiene baja actividad ovicida en A. aegypti. Romi et al. (2006)
determinaron que la exposicion de huevos de A. aegypti a las dosis de 1 y 10 ppm
provoco que el 71.5 y 81.5% de ellos no eclosionara. Es posible que el limitado efecto

de Spinosad en los huevos de esta especie se deba a su penetracion reducida a travées
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de la capa cerosa del corion (Rezende et al., 2008) y al hecho de que es un estado
bioldgico que no se alimenta, por lo que el modo de accidn por ingestion del spinosad
no participa en el proceso de intoxicacion.

No se increment6 el tiempo de exposicion de los huevos al spinosad debido a
gue se iniciaba el proceso de eclosion y emergencia de larvas. Prabhu y colaboradores
(2011) evaluaron spinosad en huevos de Anopheles stephensi Liston (Diptera:
Culicidae) obteniendo valores de toxicidad mas bajos que los observados en este
estudio. En otros estudios se ha evaluado el efecto de insecticidas de origen vegetal
contra huevos de A. aegypti. Por ejemplo Krishnappa et al., (2012), evaluaron un
extracto etandlico de la planta Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Walp. (Fabaceae) en
concentraciones de 50, 75 y 100%, en pupas de A. stephensi, en las 24 h de
exposicion obtuvieron mortalidades de 61.2, 70.9 y 91%, respectivamente. Kashte y
colaboradores (2015), evaluaron, por exposicion de 24 h, los extractos acuosos y
etandlicos de Clerodendrum phlomidis Linn (Lamiaceae) en huevos de A. aegypti,
obteniendo una IEso de 139.9 y de 121.3 ppm, respectivamente.

Los cuatro instares larvales fueron sensibles al Spinosad (Cuadro 1). Aunque,
este fue mas téxico contra el primer instar con una CLso de 0.009 mg L™, seguido del
segundo instar con una CLso de 0.017 mg L. Para los instares tercero y cuarto la CLso
fue de 0.08 y 0.12 mg L%, sin diferencia estadistica entre ellos dado que sus limites
de confianza al 95% se traslaparon. A nivel de la CLgs, spinosad fue mas toxico en los
instares primero y segundo con valores de 0.064 y 0.14 mg L, respectivamente,
seguido por el tercer instar con 0.28 mg Ly el cuarto con 0.62 mg L. El primer instar
fue el mas sensible de todos lo que coincide con Prabhu et al., (2011) quienes
obtuvieron el mismo resultado con A. stephensi. Igualmente Jiang y Mulla, (2009), asi

como Antonio y colaboradores (2009) consideraron que el segundo instar es menos
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sensible que el primero a spinosad. La susceptibilidad diferenciada entre instares se
atribuye al tamafio relativo, como lo indican Prabhu y colaboradores (2011). Los limites
fiduciales entre el tercer y el cuarto instar se traslaparon a nivel de CLso y de ClLogs, lo
que indica que entre ellos no existe diferencia significativa.

En pupas, se observé una ClLso de 30.4 y una CLes de 475.1 mg L, lo que
permite inferir que es baja la toxicidad relativa del insecticida para este estado ya que
se requiere una concentracion de 3377.7 mg Lt en CLso y de 742.3 mg L para CLgs
las cuales son mayores concentraciones de insecticida en comparacion a lo requerido
en el primer instar larval (Cuadro 1). Esto se le puede atribuir a que la pupa no se
alimenta y dado que Spinosad actua principalmente por ingestion y en menor medida
por contacto (Hertlein et al., 2010).

En adultos, se observé una CLso de 0.005 mg cm con limite de confianza
(0.004 - 0.006) y una CLos de 0.038 mg cm con sus limites fiduciales de (0.028 - 0.06)
(Cuadro 2). Existen investigaciones en los que se exponen 20 hembras adultas
neonatas sin alimentar por una hora en botellas impregnadas en toda su superficie
interior con insecticida segun la metodologia de (Brogdon y Mcallister (1998),
obteniendo resultados similares aunque dificiles de comparar con la presente
investigaciéon por las diferencias en la metodologia e insecticida evaluados, sin
embargo, existe una cantidad significativa de estudios que se han realizado en el
control de adultos con ligeras modificaciones entre ellas (Flores et al., 2005; Flores et
al., 2006; Flores et al., 2009; Melo-Santos et al., 2010; Lima et al., 2011; McAllister et
al., 2012; Flores et al., 2013; Lopez et al., 2014; Owusu et al., 2015). En el estado de
Sinaloa, México, se evalu6 spinosad para el control de larvas y adultos de A. aegypti

asi como moscas de la familia Simulidae bajo condiciones de campo e indican que los

23



resultados son prometedores, pero no mencionan dosis, metodologia, de aplicacion
ni resultados concretos (Garcia-Gutiérrez et al., 2012).

Spinosad se ha usado como larvicida contra diferentes especies de la Familia
Culicidae (Wordl Healt Organization 2013), quiza esa sea razon por la cual los estudios
han sido enfocados en larvas y muy poco se sabe sobre la accién de este producto

otros estados bioldgicos.
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Figura 2. Relacion entre concentraciones de Spinosad y el porcentaje de inhibicién de

la eclosion de huevos de Aedes aegypti L.
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Cuadro 1. Toxicidad de Spinosad en diferentes estados bioldgicos e instares larvales

de la cepa New Orleans de Aedes aegypti L.

Estado Método N bree” cLso® cLos® pr>x2°  TRsO  TRos?
de evaluacién (LC 95%) (LC 95%)
Huevo Inmersién 28.9 na <0.0001
(mg L_l) 4800 0.22 (10.1 - 95.4)
Larvas Bioensayo
Instar 1 WHO, 2005 770 1.96 0.009 0.064 < 0.0001 1 1
-1
(mgL ") (0.008 - 0.01) (0.05 - 0.086)
Instar 2 Bioensayo 840 1.8 0.017 0.14 <0.0001 1.8 2.2
WHO, 2005 (0.015 - 0.0196) (0.11 - 0.196)
-1
(mgL")
Instar 3 Bioensayo 1120 3.07 0.08 0.28 < 0.0001 8.9 4.4
WHO, 2005 (0.068 - 0.099) (0.205 - 0.486)
-1
(mglL ")
Instar4 Bioensayo 700 2.34 0.12 0.62 <0.0001 13.3 9.7
WHO, 2005 (0.097 - 0.148) (0.45-1.05)
-1
(mgL")
Pupa Bioensayo 700 1.37 30.4 475.1 < 0.0001 3377.7 742.3
WHO, 2005 (21.59 - 41.57) (262.49 -1241)
-1
(mgL ")
Adulto Por aspersién con
Hembra Torre de Potter® 600 1.84 0.005 0.04 <0.0001 1 1
-2
(mg.cm ) (0.004 - 0.006) (0.028 - 0.06)

aNumero de insectos tratados, PValor de la pendiente, cdosis efectiva a nivel de 50% de efecto (50% de
inhibicién de la eclosion para huevo 6 50% de mortalidad para larvas, pupas y adultos), ‘limites
fiduciales al 95%, Ydosis efectiva a nivel de 95% de efecto (95% de inhibicién de la eclosién para huevo
y 95% de mortalidad para larvas, pupas y adultos), €ajuste del modelo a una linea recta. Toxicidad
relativa a nivel del 50% de mortalidad (CLso) y Toxicidad relativa a nivel del 95% de mortalidad (CLos).
na=no se hizo inferencia a este nivel debido a que el maximo valor de inhibicién de la oviposicion

observado fue del 70%
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Aunque todos los estados e instares larvales de A. aegypti son afectados por

el spinosad, la toxicidad mas elevada se observé en larvas y hembras.

6. CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

La cepa de A. aegypti New Orleans, presento6 sensibilidad a Spinosad en todos
sus estados bioldgicos e instares larvales. Los estados menos susceptibles fueron
huevo y pupa.

El spinosad es un insecticida altamente efectivo contra todos los instares
larvales de A. aegypti. Su uso en campo debe estar apoyado en medidas de manejo
gue prolonguen la vida util de este insecticida ya que como cualquier otro producto no
estd exento de perder eficacia debido a la habilidad que tiene esta especie de

mosquito para desarrollar resistencia.
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