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Diagnostic dose and resistance threshold to Lutzomyia evansi
(Diptera: Psychodidae) for two insecticides used in public health
in Colombia: deltamethrin and lambdacyhalothrin

] ABSTRACT. Insecticides are an important tool for controlling insect
vectors of microorganism pathogens. The aim of this study was to determine
the diagnostic dosages of deltamethrin and lambdacyhalothrin for the sand fly
Lutzomyia evansi(NGnez-Tovar), a vector of Leishmania infantumin Colombia.
Sand flies were collected in the Estacién Experimental de Fauna Silvestre of
Colosé, Sucre, a natural reserve that had not been previously treated with
insecticides. Glass bottles were used for bioassays, following the simplified
method (CDC) for detecting insecticide resistance. Wild females of L. evansi
were exposed to different concentrations of insecticides during a test period of
80 minutes. The diagnostic dosages of deltamethrin and lambdacyhalothrin
were established in 0,0007%, and 0,00035%, respectively, and the resistance
threshold was calculated to be ten minutes for both insecticides, exposure
period during which the mortality reached 100%. The time-mortality data
suggest that lambdacyhalothrin have a lethal effect on L. evansi at a lower
concentration than deltamethrin. The last insecticide was less toxic than
lambdacyhalothrin.

KEY WORDS. Insecticides. Vector control. Leishmaniasis. Colombia.

u RESUMEN. Los insecticidas son una herramienta importante para
el control de los insectos transmisores de microorganismos patégenos. El
objetivo de este estudio fue determinar la dosis diagnéstica de deltametrina
y lambdacihalotrina en el flebotomineo Lutzomyia evansi (NGhez-Tovar),
vector de Leishmania infantum en Colombia. Los insectos se recolectaron
en la Estacion Experimental de Fauna Silvestre de Colosé, Sucre, un area
de reserva natural que no ha sido sometida a presién con insecticidas.
Los bioensayos se realizaron en botellas de vidrio, siguiendo el método
simplificado de determinacién de resistencia del CDC. En los experimentos,
se usaron hembras silvestres de L. evansi que fueron expuestas a diferentes
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concentraciones de los insecticidas por espacio de 80 minutos, tiempo de
duracién de la prueba. Los valores de dosis diagndstica hallados fueron
0,00035% para lambdacihalotrina y 0,0007% para deltametrina, con un
umbral de resistencia de diez minutos para ambos insecticidas, tiempo en el
cual se alcanza una mortalidad del 100%. Los datos de tiempo-mortalidad
indican que la lambdacihalotrina tiene un efecto letal sobre L. evansi en
menor concentracion que la deltametrina, mientras que la Gltima fue menos

toxica.
PALABRAS CLAVE. Insecticidas.
Colombia.
INTRODUCCION
Los microorganismos patégenos

transmitidos por insectos son responsables
de la enfermedad y muerte de millones de
personas en el mundo, con un gran impacto
econémico y social en paises tropicales
(Alvar et al., 2006; Hotez et al., 2007).
Ante la ausencia de un método efectivo de
inmunizacién contra enfermedades como
la malaria, el dengue, la tripanosomiasis y
la leishmaniasis, el control de las mismas se
fundamenta, particularmente, en el empleo
de insecticidas para regular la proliferacién
de los vectores, lo cual ha desencadenado un
aumento progresivo de la resistencia a estos
agentes quimicos (Fonseca & Quifiones,
2005).

Los insectos del género Lutzomyia Franga
tienen una importancia significativa en salud
publica porque transmiten los pardsitos de
Leishmania Ross, causantes de las diversas
formas clinicas de la leishmaniasis (Young
& Duncan, 1994; Lainson & Shaw, 2005).
En este grupo de enfermedades se destaca,
por su eventual fatalidad, la leishmaniasis
visceral, producida por la infeccién con
el parasito Leishmania infantum Nicolle,
el cual se aloja en los 6rganos del sistema
reticulo-endotelial y afecta, principalmente,
a ninos menores de cinco anos (Vélez et
al., 1995). Lutzomyia evansi (NGnez-Tovar)
es el segundo vector en importancia de
Leishmania infantumen América (Travi et al.,
1990; Feliciangeli et al., 1999), y su presencia
estd registrada en México, Guatemala, El
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica,
Colombia y Venezuela (Young & Duncan,

Control vectorial. Leishmaniasis.

1994; Ibanez-Bernal et al., 2004). El papel
vectorial de Lutzomyia evansi en Colombia
es alterno al de L. longipalpis (Lutz y Neiva),
ya que existen dreas geograficas bajo el
dominio vectorial de L. evansi (Cochero,
2002; Cortés, 2006; Cortés & Ferndndez,
2008), zonas de dominio vectorial de L.
longipalpis (Corredor et al., 1989; Ferro et
al., 1995; Flérez et al., 2006) y zonas donde
confluyen ambos vectores (Travi et al., 2002;
Gonzélez et al., 2006).

En el norte de Colombia, Lutzomyia
evansi es el transmisor de Le. infantum,
particularmente en Los Montes de Maria
(Cochero, 2002; Cortés, 2006; Cortés &
Fernandez, 2008), que por tradiciéon ha
constituido el foco de leishmaniasis visceral
mas importante del territorio colombiano
(Zambrano et al., 2006). Aunque la mayor
incidencia de la enfermedad se registra en
ambientes rurales, en los Gltimos anos se ha
observado una tendencia creciente hacia la
urbanizacion de la leishmaniasis visceral en
esta regién (Bejarano et al., 2002; Cortés &
Fernandez, 2008).

A pesar de que Lutzomyia evansi es la
especie flebotominea mas abundante en Los
Montes de Maria, y el rociamiento quimico
con piretroides es la principal medida para
controlar la leishmaniasis visceral en la
region, se desconoce el comportamiento
del vector frente a estos insecticidas. La
estrategia que emplean los organismos
estatales responsables del control de la
enfermedad incluye el rociamiento con
deltametrina y lambdacihalotrina en el intra
y peridomicilio, con una periodicidad de
hasta ocho veces anuales en las zonas de
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mayor endemicidad. Alternativamente, se
aplican organofosforados como el malation,
que junto al fenitrotién, también es utilizado
para disminuir las poblaciones del mosquito
vector del virus dengue (Departamento
Administrativo de Seguridad Social en Salud
de Sucre, datos no publicados).

Teniendo en cuenta la importancia
de Lutzomyia evansi como el transmisor
principal de Leishmania infantum en el
norte de Colombia, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la respuesta
de una poblacién natural de la especie
frente a los insecticidas deltametrina y
lambdacihalotrina, utilizados ampliamente
en los programas de control vectorial, tanto
de la leishmaniasis visceral como cutanea.
Se determiné la dosis diagndstica de estos
agentes quimicos para el vector, asi como
el umbral de resistencia, en espera de que
se conviertan en una herramienta Gtil para
discriminar entre poblaciones susceptibles y
resistentes en Colombia.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio. Los
flebotomineos fueron recolectados en la
Estacion Experimental de Fauna Silvestre
del Municipio de Colos6, Departamento
de Sucre (09°31’48.0”N, 75°21'4.3"W). El
habitat corresponde a un area de transicion
de bosque seco premontano a bosque seco
tropical, con una altura de 300 m.s.n.m.,
temperatura media anual de 27°C vy
precipitacion promedio por afo de 1.200
mm (Instituto Geografico Agustin Codazzi,
1996). Esta poblacién se seleccion6 por
encontrarse en un drea de reserva natural sin
evidencias de actividad agricola, en la cual
no se ha implementado el uso de insecticidas
para el control de insectos vectores, lo que la
convierte en una zona Util para establecer la
dosis diagnostica y el umbral de resistencia
de Lutzomyia evansi.

Recoleccion y transporte  de
flebotomineos. La captura de los ejemplares
se realiz6 entre los meses de marzo y julio de
2008 utilizando una trampa Shannon, entre

las 19:00 y 21:00 horas, periodo en el cual
los flebotomineos presentan una actividad
intensa en la zona (Travi et al., 2002; Pérez-
Doria et al., 2008). Los insectos fueron
transportados al Laboratorio de Biomédicas
de la Universidad de Sucre, en jaulas
recolectoras de 25 cm de largo, 28 cm de
alto y 25 cm de ancho, que contenian motas
de algodén humedecido con agua azucarada
como alimento. Para el transporte, las jaulas
se dispusieron dentro de cajas de poliuretano
expandido con toallas himedas en su fondo,
con el propésito de mantener la temperatura
entre 24 y 26°C y la humedad relativa entre
el 80 y 90%.

Pruebas de susceptibilidad. Los
bioensayos se realizaron siguiendo el
método simplificado del CDC para la
determinacion de resistencia a insecticidas
en flebotomineos y mosquitos, desarrollado
por Brogdon & McAllister (1998). Los
experimentos se efectuaron con botellas
de vidrio tipo Wheaton de boca angosta (3
cm) y con capacidad de 250 ml, las cuales
fueron usadas como camaras de prueba para
evaluar la susceptibilidad en los insectos.
Inicialmente, se realiz6 un experimento
con 225 hembras de Lutzomyia evansi para
determinar los posibles efectos del etanol
y de la acetona sobre los especimenes, a
fin de seleccionar el solvente apropiado al
estudio. Después, se prepar6é una solucion
madre de 1 mg/ml de los insecticidas
lambdacihalotrina y deltametrina, a partir
del insecticida grado técnico. Las soluciones
de ensayo se obtuvieron mediante diluciones
de la soluciéon madre a las concentraciones
0,00009, 0,00018, 0,00035 y 0,0007% para
lambdacihalotrina, y 0,00009, 0,00018,
0,00035, 0,0007, 0,0014 y 0,0028% para
deltametrina.

Para impregnar las botellas, se agregd
en la base de éstas 1,0 ml de la solucion
del insecticida disuelto en etanol a la
concentracién respectiva. Luego se tapd
cada botella y se distribuyé el producto
uniformemente en la base, el cuerpo, el
cuello y la tapa de la misma, mediante
movimientos circulares, de forma tal que
todas las superficies fueran expuestas a la
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solucién. Posteriormente, se retir la tapa
y se continué manipulando la botella hasta
que el solvente se evaporé por completo,
después permanecié destapada durante 2
horas, periodo durante el cual desaparecié
la humedad de toda la botella. Una vez
impregnadas, las botellas se transportaron en
cajas y se almacenaron en lugares oscuros
hasta la realizacion de las pruebas. Para
las botellas controles, se efectué el mismo
procedimiento pero se adicion6 Gnicamente
etanol.

Exposicion de los flebotomineos a
los insecticidas. Los experimentos bajo
condiciones de laboratorio se desarrollaron
nueve horas después de la captura, en un
rango de temperatura entre 24 y 26°C y una
humedad relativa del 75 al 80%. En cada
botella, se expusieron entre 20 y 25 hembras
silvestres de Lutzomyia evansi. El bioensayo
de cada insecticida estuvo conformado por
tres repeticiones, con cuatro réplicas por
concentracién y un control constituido por
etanol. En los controles de las pruebas de
deltametrina y lambdacihalotrina, se usaron
414 y 276 flebotomineos respectivamente.
Para evaluar la susceptibilidad se registro,
en forma consecutiva, el ndmero de
flebotomineos muertos en cada una de las
botellas con las distintas concentraciones
de insecticidas; estas lecturas se realizaron
cada 5 minutos y durante 80 minutos, que
corresponden al tiempo de prueba.

Determinacion taxonémica de
Lutzomyia evansi. Después de los
bioensayos, los flebotomineos fueron

tratados con una mezcla de acido lactico

y fenol, en la proporcion 1:1, volumen/
volumen, durante 24 a 48 horas, para
eliminar el exceso de pelos y hacer visibles
las estructuras internas necesarias para la
determinacion taxonémica de especie. Los
ejemplares se montaron en fresco sobre
l[dminas portaobjeto, usando la misma
solucién de lactofenol, y se identificaron
segln la clave de Young & Duncan (1994).

Analisis de los datos. Con el registro
del nidmero de individuos muertos, se
construy6 una grafica de tiempo-mortalidad
para determinar la dosis diagnostica,
entendida como la concentracion mas baja
del insecticida que proporciona el 100% de
mortalidad en una poblacién susceptible
y en el menor tiempo de exposicion; y el
umbral de la resistencia que se define como
el intervalo de tiempo en el cual muere el
100% de los individuos de una poblacién
susceptible (Brogdon, 2007). En el estudio,
el criterio de muerte se aplicé a la hembra
caida, que no reacciond ante un giro suave
de la botella (Santamaria et al., 2003).

RESULTADOS

En las pruebas para evaluar el efecto de los
solventes etanol y acetona, no se registraron
muertes durante el tiempo de exposicion a
los mismos. Los especimenes puestos en las
botellas tratadas con etanol mostraron un
comportamiento normal durante el tiempo
de exposicién, posandose sobre las paredes
de las botellas por periodos prolongados, sin
muestras de irritabilidad. En contraste, en
el ensayo con acetona, los flebotomineos

Tabla I. Nimero de ejemplares de Lutzomyia evansi expuestos a diferentes concentraciones de

lambdacihalotrina.

Concentracion No. ejemplares expuestos
0,00009 267
0,00018 280
0,00035 271
0,0007 281
Total 1.099
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Fig. 1. Tendencia de los datos tiempo-mortalidad en hembras silvestres de Lutzomyia evansi expuestas
a cuatro concentraciones de lambdacihalotrina. La mortalidad esta expresada en porcentajes. El tiempo

esta expresado en minutos.
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Fig. 2. Tendencia de los datos tiempo-mortalidad en hembras silvestres de Lutzomyia evansi expuestas
a seis concentraciones de deltametrina. La mortalidad esta expresada en porcentajes. El tiempo esta

expresado en minutos.

presentaron cambios de comportamiento,
con signos evidentes de repelencia hacia
las paredes de la botella, llegando incluso
a la postracion de algunas de las hembras
expuestas en el fondo del recipiente.
Teniendo en cuenta el efecto que ejercio el
Gltimo compuesto sobre los flebotomineos,
se selecciono el etanol como solvente para
el estudio.

El ndmero total de hembras de
Lutzomyia evansi expuestas a la accién de
la lambdacihalotrina en los bioensayos fue
de 1.099 especimenes (Tabla 1), mientras
que para el analisis con deltametrina se
usaron 1.679 ejemplares (Tabla II). La dosis
diagndstica para la poblacion silvestre de L.
evansi se estableci6 en 0,00035% para el

insecticida lambdacihalotrina y 0,0007%
para deltametrina. El umbral de resistencia
a la accién de ambos agentes quimicos se
registr6 en 10 minutos, tiempo en el cual se
alcanza el 100% de mortalidad (Figs. 1y 2).

DISCUSION
Hasta la presente, no se habian
realizado en Colombia investigaciones

que permitieran conocer los niveles de
susceptibilidad de Lutzomyia evansi a
los insecticidas, situacién que impide
una seleccion adecuada de productos
quimicos que controlen el desarrollo y la
diseminacion de este flebotomineo; lo cual
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Tabla II. Ndmero de ejemplares de Lutzomyia evansi expuestos a diferentes concentraciones de

deltametrina.

Concentracion No. ejemplares expuestos
0,00009 275
0,00018 283
0,00035 272
0,0007 277
0,0014 290
0,0028 282
Total 1.679

tiene implicaciones en la epidemiologia de
la leishmaniasis visceral, si se considera que
esta especie es la responsable de mantener el
ciclo de transmision en los departamentos de
Cérdoba, Sucre y Bolivar, que aportaron casi
la totalidad de los casos de la enfermedad
registrados en el dltimo ano en el pais. El
panorama se torna mas complejo por la
presencia de casos urbanos de leishmaniasis
visceral en la region, éstos podrian explicarse
en parte, por la adaptacion del vector a los
nicleos urbanos y periurbanos (Bejarano et
al., 2002; Cortés & Fernandez, 2008). Lo mas
preocupante es que no se han determinado
las lineas base de susceptibilidad a los
insecticidas en las especies de Lutzomyia
registradas en el territorio colombiano.
Laimportancia del presente estudio radica
en la utilizacion de una poblacion silvestre
de Lutzomyia evansi que no ha tenido antes
contacto con insecticidas, lo cual valida el
valor de 0,00035% como dosis diagnostica
para lambdacihalotrina y 0,0007% para
deltametrina. Sin embargo, se debe tener
en cuenta la posible heterogeneidad en
los estados fisiologicos de los especimenes
estudiados, debido a que provienen
directamente de campo. Condiciones como
edad, estado de gravidez, ayuno y digestion
sanguinea pueden controlarse cuando
se utilizan poblaciones homogéneas de
laboratorio, pero la baja productividad de
las colonias de flebotomineos y la necesidad
de un considerable nimero de ejemplares
para desarrollar los ensayos, justifican el uso
de especimenes de campo. En la presente

investigacion, se debe destacar que durante el
periodo de exposicion de los flebotomineos
en las diferentes pruebas de susceptibilidad,
no se registr6 mortalidad en los controles, lo
cual valida los resultados obtenidos.

Los datos de tiempo-mortalidad indican
que la lambdacihalotrina tiene un efecto
letal sobre Lutzomyia evansi en menor
concentraciéon que la deltametrina, mientras
que la dltima mostr6 niveles de toxicidad
inferiores. Estos hallazgos son dtiles para los
programas de control vectorial en la region
porque facilitan una seleccién y dosificacion
adecuada de los insecticidas. Se recomienda
el uso de estas dosis como linea base en
evaluaciones posteriores de susceptibilidad
en otras comunidades de flebotomineos de la
region, especialmente en localidades donde
la leishmaniasis es endémica y que han
estado sometidas a presion con insecticidas.

En general, es bastante limitado el
conocimiento existente sobre la resistencia
y susceptibilidad de los flebotomineos
americanos a los quimicos empleados en las
campanas de control vectorial. Durante la
estandarizacién del método CDC para uso en
flebotomineos de Colombia, Santamaria et
al. (2003) observaron una alta susceptibilidad
de Lutzomyia longipalpis, L. serrana
(Damasceno y Arouck) y L. quasitownsendi
Osorno, Osorno y Morales al insecticida
lambdacihalotrina, aunque en dosis mucho
mas elevadas que las usadas en la presente
investigacion. En Pert, Vargas et al. (2006)
demostraron la susceptibilidad de Lutzomyia
peruensis (Shannon) a una concentracion de
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deltametrina del 0,025%.

En Venezuela, se destacan los trabajos
de Mazzarri et al. (1997) con Lutzomyia
longipalpis, que evidenciaron bajos niveles
de resistencia a fenitrotién, pirimifés
metil y permetrina; y susceptibilidad a
deltametrina, lambdacihalotrina, propoxur y
malation. Igualmente, Scorza et al. (1995)
registraron una alta susceptibilidad de
Lutzomyia youngi Feliciangeli y Murillo
a la lambdacihalotrina, mientras que
Alvarez et al. (2002) establecieron en esta
especie una dosis diagnéstica de 0,0056%
para el mismo insecticida. Alvarez et al.
(2006) también determinaron las lineas
base de susceptibilidad a fenitrotiéon vy
lambdacihalotrina en Lutzomyia evansi,
con resultados similares a los del presente
estudio, al senalar la lambdacihalotrina como
el insecticida mas téxico para la especie con
una dosis diagnéstica de 0,0063%.

Es importante resaltar que la dosis
diagnéstica determinada en el actual
estudio para lambdacihalotrina (0,00035%)
y deltametrina (0,0007%) fue mucho mas
baja que las registradas en los trabajos
antes referidos. Esta informacion se debe
tener en cuenta al momento de desarrollar
programas de seguimiento y vigilancia de
la resistencia, debido a que el uso de altas
concentraciones de agentes quimicos, que
sobrepasan la concentracion de la linea base
de susceptibilidad, encubren posibles grados
de resistencia; mientras que la utilizacién de
dosificaciones mas bajas generan informes
de falsa resistencia, lo que demuestra la
importancia de establecer la dosis diagnéstica
de tales insecticidas en Colombia.

Los resultados de esta investigacion
demuestran, una vez mas, la utilidad de
las botellas impregnadas para evaluar la
susceptibilidad de los flebotomineos a
cualquier concentracién de insecticidas,
a diferencia de la prueba con los papeles
impregnados que no estan disponibles para
todos los insecticidas y con la limitante
adicional de no permitir la formulacién
de concentraciones de trabajo. Aunque se
comprueba la susceptibilidad de L. evansi a
pequefiascantidadesdedosdelosinsecticidas
mas usados en las campafas de control

vectorial (deltametrina y lambdacihalotrina),
serfa necesario monitorear la susceptibilidad
a los piretroides en otras poblaciones de
flebotomineos de Colombia.
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