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RESUMEN. Introduccion: El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos con la propagacion mas rapida en el mundo.
En Honduras constituye un importante problema de salud publica debido a su alta incidencia. Bacillus thuringiensis var israelensis
(Bti) es un agente de control biologico aplicado en el control de vectores, se ha utilizado recientemente como parte de la estrategia
contra el Aedes aegypti en Honduras. El presente estudio tiene como objetivo evaluar la susceptibilidad de la larva de Ae. aegypti a
Bti en Tegucigalpa, Honduras para el afio 2014. Métodos: Una muestra de 960 larvas de Ae. aegypti se recogieron de recipientes de
almacenamiento en viviendas de las colonias La Cafiada y Nueva Suyapa, ubicados en Tegucigalpa, Honduras. Los bioensayos se
realizaron de acuerdo con las directrices emitidas por la Organizacién Mundial de la Salud y la Red Latinoamericana de Control de
Vectores. Se llevaron a cabo 12 bioensayos por cada concentracion estudiada. Se utilizaron cuatro concentraciones de Bti: 0,5 mgiL,
1mglL, 2,5 mg/Ly 5 mg/L. La mortalidad se registr6 a las 24 h. Resultados: Se encontraron valores de mortalidad larvaria de 98.734
% para la dosis de 0.5 mg/L; 99.375 % para 1 mg/L; 100 % para 2,5 mg/L y 100 % para 5 mg/l. Conclusiones: Bti ha probado ser
efectivo contra las larvas de Ae. aegytpi, se recomienda su evaluacion sistematica y de manera periddica para mejorar su aplicacion

y posible desarrollo de resistencia.
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INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector respon-
sable de la transmision del dengue y la fiebre chikungunya,
enfermedades virales que se extienden a gran velocidad."?
La alta eficacia de Aedes aegypti como vector es atribuible en
gran medida a sus marcados habitos por las zonas urbanas y
la gran abundancia de sitios de cria artificiales que ofrecen los
ambientes humanos a estos mosquitos.>* Acompafiando a es-
tas variables, el clima tropical y las caracteristicas socioecono-
micas precarias de Honduras crean un ambiente propicio para
la reproduccién de este vector.5¢ Desde la entrada del virus del
dengue al pais hace mas de 35 afios, este mantiene un patron
epidemioldgico de una circulacion endémica combinada con
brotes epidémicos que han ido en ascenso durante los ultimos
15 afios.” Aunado a este patron de incidencia del dengue en
constante aumento, se confirmé la entrada a Honduras del vi-
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rus chikungunya en la segunda mitad del afio 2014 y del virus
zika en el afio 2015, ambos patégenos son transmitidos por el
mismo vector. Esto plantea nuevos desafios para el sistema de
salud segun se invaden més zonas e infectan poblaciones nue-
vas para estas enfermedades, lo cual tiene como consecuencia
grandes brotes.® Para el 2015, la Secretaria de Salud de Hon-
duras reporté mas de 43 mil casos de dengue y mas de 80 mil
de chikungunya.

El control de Ae. aegypti continta siendo la unica medida
disponible hasta el momento para poder disminuir la transmi-
sion de estas enfermedades.® La reduccién de los criaderos y
los programas de saneamiento ambiental son importantes com-
ponentes dentro de las estrategias trazadas, sin embargo, no
han sido suficientes para el control de las poblaciones de este
vector; por tal motivo durante los ultimos 40 afios, el control de
los mosquitos se ha logrado acompafiando estos esfuerzos con
métodos quimicos y mas recientemente biologicos.”®!" Dentro
de los métodos se destaca el larvicida Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti), una bacteria de ocurrencia natural formadora
de esporas, que es el agente de control biolégico mas univer-
salmente aplicado para el control de mosquitos.' El biolarvici-
da VectoBac WG® es un granulo dispersable en agua sobre la
base esporas de esta bacteria (Cepa AM65-52), que ha mostra-
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do alta eficacia contra Ae. aegypti."® El Bti fue introducido para
su uso en Honduras desde el afio 2012, a causa de los hallaz-
gos divulgados por la Unidad de Entomologia del Ministerio de
Salud de alta resistencia al larvicida organofosforado temephos
por parte de Ae. aegypti colectados en las regiones metropolita-
nas, fenémeno que ha sido observado a nivel de toda la region,
causado por las constantes presiones a las cuales han sido so-
metidas las cepas de los mosquitos.™

Debido a esto, es necesario evaluar los productos quimi-
cos 0 bioldgicos a emplear de manera periddica y sistematizada
para mejorar la toma de decisiones y los resultados de las es-
trategias para el control vectorial.” Para poder contribuir a esta
estrategia, el presente estudio tiene como objetivo determinar la
susceptibilidad de la larva de Ae. Aegypti al Bti en Tegucigalpa,
Honduras para abril del afio 2014.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: La cepa de Ae. aegypti fue obtenida en las
colonias Nueva Suyapa y La Cafiada del Municipio del Distrito
Central, departamento de Francisco Morazan, Honduras duran-
te el mes de abril del 2014. Dichos sitios fueron seleccionados
debido a los altos indices de infestacion larvaria y de incidencia
por dengue que han sido reportados histéricamente segun los
datos recabados por la unidad epidemioldgica de la region me-
tropolitana.

Recoleccion: Las muestras de las larvas fueron obtenidas
de recipientes de almacenamiento (pilas, baldes, barriles y tan-
ques) con aguas tranquilas, ubicados bajo sombra'y sin presen-
cia de larvicidas en las viviendas de los barrios mencionados.
Estas fueron transferidas a contenedores de 2 litros utilizando
agua del mismo criadero para su transporte.

Bioensayos: Los bioensayos fueron llevados a cabo en
el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Mé-
dicas, Universidad Nacional Auténoma de Honduras (UNAH)
siguiendo los protocolos descritos por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS)® y la Red Latinoamericana de Control de
Vectores."” Se preseleccionaron larvas de Ae. aegypti de tercer
y cuarto estadio, estas fueron transferidas a contenedores de
polipropileno de 25 x 25 cm x 7 ¢cm de hondo. Se utilizé agua
comercial purificada libre de cloro en estos recipientes. Se man-
tuvieron las larvas durante dos horas de esta manera para su
climatizacién antes del tratamiento. Luego de la etapa de clima-
tizacion se establecieron grupos de 20 larvas de estadios Il y [V
en vasos pequefios (3 0z) que contenian 25 ml de agua. No se
ofrecio alimentacion adicional a las larvas durante este periodo.

Los bioensayos fueron realizados utilizando Bacillus thu-
ringiensis var israelensis (Bti) — cepa AM 65-52, granulos de
dispersion en agua (VectoBac WG ®) de 3.000 ITU/mg, utili-
zando cuatro concentraciones: [0.0005 g/L], [0.001 g/L], [0.0025
g/L] y [0.005 g/L]. Estas fueron seleccionadas por ser el rango
de dosificacion indicado por la OMS'™ y utilizado por el perso-
nal técnico de la Secretaria de Salud de Honduras. Todos los
biolarvicidas fueron proporcionados por el Programa de Control
del Dengue de la Secretaria de Salud y estaban dentro de su
periodo de validez.

Se prepararon las concentraciones pipeteando 1 ml de
solucion estandar de Bti, justo sobre la superficie del agua en
vasos descartables de 12 onzas preparados previamente con
224 ml de agua declorada, esta se agité vigorosamente por 30
segundos con una varilla de vidrio. Los controles fueron prepa-
rados por la adicién de 1 ml de agua declorada a cada vaso.
Luego de 30 minutos de haber preparado la concentracion, se
afadieron las larvas de mosquitos contenidas en los vasos pe-
quefios (3 0z). Se monitored periddicamente la temperatura y
el pH en cada uno de los recipientes y bioensayos mediante
un termometro de inmersién (-10 a 100 C°) y tiras de pH. Se
realizaron 8 réplicas y 4 controles por cada una de las 4 concen-
traciones estudiadas (48 bioensayos en total). Las larvas fueron
manipuladas con pipetas descartables.

Las distintas concentraciones de Bti (0,5mg/L, 1 mg/L,
2.5mg/L y 5 mg/L) fueron pesadas en una balanza analitica con
una especificidad de 0,00001 g, en el laboratorio de pesaje de
la Facultad de Quimica y Farmacia de la UNAH. Las concentra-
ciones fueron debidamente adaptadas a una concentracién de
50 ml de solucion acuosa.

Las lecturas de mortalidad se realizaron a las 24 horas. La
recoleccion de datos en cada bioensayo fue realizada a ciegas.
Las larvas se consideraron muertas cuando no reaccionaron al
momento de ser tocadas con un puntero romo en la region cer-
vical. Durante la realizacién del bioensayo se hizo el registro del
numero de larvas que empuparon.

Analisis Estadistico: Para el almacenamiento y analisis
de los datos se utilizé el programa Microsoft Excel © 2013. Du-
rante el bioensayo en el cual ninguna larva empupd se uso la
ecuacion de calculo de porcentaje de mortalidad larvaria, calcu-
lando el numero de larvas muertas sobre el numero de larvas
expuestas, durante los bioensayos en los cuales las larvas em-
puparon, se calculd la mortalidad en los bioensayos mediante
una ecuacién de mortalidad corregida. Para la correccién del
porcentaje de mortalidad debido a muerte en los controles se
utilizé la férmula Abbott.*®

Consideraciones Eticas: Se brind¢ toda la informacion
necesaria a la poblacion sobre el estudio, educacion acerca del
vector y se autorizd mediante un consentimiento informado en
cada una de las propiedades donde se realizo colecta de larvas.
Asi también se eliminé todo el material bioldgico larvario de ma-
nera que no resultara un riesgo para el ecosistema.

RESULTADOS

Las condiciones ambientales fueron adecuadas para el
desarrollo del estudio, la temperatura ambiente se situé entre
24-28 C° con un promedio de 25.9 C°, SD + 1.4. Para los
bioensayos la temperatura del agua registrada fue entre 26-27
C°yde 26.1 C° promedio. El registro de pH fue de 7 en todos los
recipientes y bioensayos. La mortalidad en los controles fue nula
(n=0/320), por lo que no se utilizé la férmula Abbott para ajustar
la mortalidad. No se descart6 ningin bioensayo por registro de
numero elevado de pupas (>10%) y/o contaminacion.

Se encontrd susceptibilidad de la larva de Ae. Aegypti en
todas las concentraciones utilizadas de Bti. Con un porcentaje
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de mortalidad de 98.734 % (n=156/158) para la concentracion
de 0.5 mgl/L; 99.375 % (n=159/160) de mortalidad para la
concentracion de 1 mg/L; 100 % (n=158/158) de mortalidad
para la concentracion de 2.5 mg/L y 100 % (n=159/159) de
mortalidad para la concentracién 5 mg/L.

DISCUSION

Segun lainterpretacidn de los parametros de susceptibilidad
indicados por la OMS® que dictan que el diagnéstico positivo de
susceptibilidad se confirma al tener un porcentaje de mortalidad
larvaria entre 98 a 100%, se encontré susceptibilidad a todas
las concentraciones (0.5 — 5 mg/L) de Bacillus thuringiensis
var israelensis VectoBac WG® contra las larvas de Ae. aegypti
de estadio Il y IV en Tegucigalpa, Honduras para Abril del afio
2014. Esto coincide con la historia de uso de dicho larvicida
en nuestro medio, las larvas han sido expuestas a la presién
de este producto de manera reciente, por lo que aun no hay
indicios de desarrollo de resistencia.”? Por otro lado, para la
concentracion de 0.5 mg/L el valor de mortalidad producido fue
de un patrén acorde con los resultados actuales de la OMS que
manifiesta que la CL90 se da a una concentracién de 0.49 mg/
dl.

No hay investigaciones anteriores publicadas sobre la
susceptibilidad o resistencia de la presentacion de Bacillus
thuringiensis var israelensis utilizada en este estudio en
Honduras. En La Habana, Cuba se han obtenido resultados de
alta susceptibilidad de Ae. Aegypti a Bti ain luego de 5 afios
despues de su aplicacion intensiva.'®? Resultados similares se
han obtenido en Brasil, donde poblaciones expuestas a este
agente por mas de 10 afios aun muestran susceptibilidad.? En
otras especies de vectores como Aedes albopictus también
se ha evidenciado alta susceptibilidad a Bti.? Aunque se han
reportado altos niveles de resistencia a Bti para otras especies
de culicidos como Culex.?

LARVA DE AEDES AEGYPTI

Bti se presenta como una alternativa atractiva para el
control de Ae. aegypti por sus claras ventajas sobre insecticidas
quimicos, a saber: alta especificidad, inocuidad sobre el medio
ambiente y lento desarrollo de resistencia.?’

Los resultados presentados sugieren que la aplicacion
de Bti constituye una alternativa para como parte del control
de Ae. Aegypti en Tegucigalpa. Recomendamos realizar
estudios periodicos sobre la susceptibilidad de la larva de Ae.
aegypti a Bti para verificar su efectividad a través del tiempo
y poder detectar de manera temprana cualquier tipo de
disminucién en su efecto y con esto poder realizar ajustes y
tomar mejores decisiones en la estrategia de control del vector.
Asi mismo limitar el uso del control quimico con temephos
que ha demostrado tener desventajas por la resistencia que
desarrollan las especies larvarias de Aedes a este producto.?
Por ultimo, recomendamos que los insecticidas no tienen que
ser la pieza fundamental en la estrategia de prevencién primaria
de las enfermedades vectoriales, sino parte de una estrategia
intregral que incluye la educacién de la poblacién, la limpieza
del ambiente comunitario, una normativa, politicas publicas
claras y el mejoramiento de los determinantes sociales de la
salud principalmente el acceso al agua.
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SUMMARY. Introduction: Dengue is the viral disease transmitted by mosquitoes with the fastest spread in the world. In Honduras cur-
rently constitutes a major public health problem due to its high incidente. Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) is a biocontrol agent
applied in vector control, it has been recently used as one of the strategies against Aedes aegypti in Honduras. The purpose of this
study was to determine the susceptibility of Ae. Aegypti to Bti in Tegucigalpa, Honduras during 2014. Methods: A sample of 960 larvae
of Ae. aegypti collected from containers in houses of La Cafiada and Nueva Suyapa neighborhoods, located in Tegucigalpa, Honduras,
were used. Bioassays were conducted according to the guidelines issued by the World Health Organization and the Latinoamerican
Network for Vector Control. Twelve bioassays were carried out for each concentration used. Results: Four concentrations of Bti were
analyzed: 0.5 mg/L, 1 mg/L, 2.5 mg/L and 5 mg/L. Larval mortality was recorded at 24 h. Larval mortality was estimated, 98.734 % for
the dose of 0.5mg/L; 99 375 % for 1 mg/L; 100 % for 2.5 mg/L and 100 % for 5 mg/I. Conclusions: Bti has been proven to be effective
against Ae. aegypti larvae, evaluation of this product have to be carried out systematically and periodically to ensure better results and

prevent resistance development.
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