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RESUMEN

Aedes aegypti es el vector principal de los virus dengue, chikungunya y Zika, enfermedades de
importancia en salud publica para Colombia; las estrategias de control vectorial para estas
enfermedades se han orientado al uso de insecticidas organofosforados y piretroides
principalmente, lo que ha generado presion de seleccidn constante y la aparicion de poblaciones
resistentes.

A pesar que en la regién Caribe Colombiana se han realizado a la fecha varios estudios de
susceptibilidad a insecticidas en esta especie, se deben continuar evaluando las poblaciones ya
estudiadas y ampliarlos a poblaciones no evaluadas aln. Teniendo en cuenta que la presion de
seleccion con insecticidas ha aumentado por el incremento en la incidencia de dengue, asi como
por la reciente introduccién de los arbovirus chikungunya y Zika. El presente proyecto evalud el
estado actual de la susceptibilidad a insecticidas organofosforados y piretroides y sus dos
principales mecanismos de resistencia, en seis poblaciones de Ae. aegypti de la regién Caribe
Colombiana.

Se evalué en larvas de cada poblaciéon la dosis diagnostica de temefos a través de la metodologia
OMS vy en adultos las dosis diagndsticas de los insecticidas lambdacialotrina, deltametrina,
permetrina, malation, fenitrotién y pirimifés metil mediante pruebas bioldgicas siguiendo las
metodologias CDC y OMS; en las poblaciones donde se determind resistencia a piretroides por la
metodologia CDC se determiné la intensidad de dicha resistencia. Para la identificacion de las
mutaciones kdr V1016l, F1534C y V410L se realizé genotipificacidon de los mosquitos identificados
como fenotipicamente susceptibles o resistentes a piretroides tanto por la técnica del CDC como
por la técnica de OMS. Se determind las frecuencias alélicas y genotipicas de dichas mutaciones y
se identificaron los mecanismos de resistencia metabdlica, mediante la realizacion de pruebas
bioquimicas para las enzimas glutation s-transferas, esterasas y oxidasas de funcién mixta.

Para los insecticidas piretroides se encontrd variabilidad en el estado de la susceptibilidad de A.
aegypti a lambdacialotrina y permetrina y susceptibilidad a deltametrina mediante la técnica CDC,
por otro lado, mediante la técnica OMS se encontrd resistencia para lambdacialotrina y
permetrina y variabilidad en el estado de la susceptibilidad para deltametrina en las poblaciones
de A. aegypti analizadas, para los insecticidas organofosforados se encontrd susceptibilidad para
malatién y pirimifés metil y variabilidad en la susceptibilidad para fenitrotion mediante la técnica
CDC, por otro lado, se encontré mediante la técnica OMS variabilidad en el estado de la
susceptibilidad para fenitrotidn y temefos y resistencia para pirimifés metil.

Se encontré aumento para las enzimas GST y OFM en las poblaciones resistentes y con modera
resistencia para el larvicida temefos y en las pruebas enzimaticas para adultos se encontraron
alteradas las enzimas B-esterasas, a-esterasas, OFM y GST y no alteradas pNPA esterasa y iAChE.
Se encontraron las mutaciones V1016l, F1534C y V410L en todas las poblaciones analizadas con



variabilidad en las frecuencias alélicas, las cuales oscilaron entre 0,15 y 0,70 para V1016l, 0,94 y
1.00 para F1534C y 0,05 y 0,72 para V410L. Adicionalmente se encontrd asociacidon de las
mutaciones V1016l, F1534C y V410L con resistencia a lambdacialotrina, deltametrina y permetrina
establecida a través de la técnica OMS en las poblaciones de A. aegypti analizadas y se encontré
diferencias entre el fenotipo resistente y susceptible para lambdacialotrina y permetrina
establecida a través de la técnica OMS en mosquitos con el genotipo Vlig16/CCis3a/VLiaio €n las
poblaciones de A. aegypti analizadas. Los resultados de la presente investigacién contribuyeron al
conocimiento acerca del estado de la susceptibilidad, asi como los mecanismos causantes de la
resistencia.

PALABRAS CLAVE
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1. INTRODUCCION

El dengue, chikungunya y Zika son enfermedades del grupo de las arbovirosis, transmitidas
principalmente por el mosquito Aedes aegypti. Estas enfermedades se han incrementado tanto en
incidencia como en distribucion geografica, convirtiéndose en una situacién epidemioldgica
compleja, determinada por la variabilidad de las condiciones ambientales y por aspectos
demograficos y socioecondmicos que favorecen su presencia. En la actualidad no existen vacunas
disponibles para ninguna de estas enfermedades y una de las principales formas de controlarlas es
mediante el control vectorial (Padilla J et al; 2017)

Las acciones de control vectorial estan dirigidas a eliminar o interrumpir la transmision de estas
enfermedades a través de la participacion comunitaria encaminada al cambio de conductas de
riesgo y a la aplicacién de productos bioldgicos y quimicos. Sin embargo, la principal actividad es el
control quimico orientado particularmente a disminuir la densidad de los mosquitos con el fin de
interrumpir la transmision de la enfermedad en caso de brotes y epidemias (Padilla J et al; 2017)

Esta presion de seleccion mediante el uso de estos productos quimicos por parte de los programas
de vectores, aunado a la presion de seleccion realizada directamente por la comunidad con Ila
compra y uso de insecticidas aun en la ausencia de casos de dengue ha ocasionado el desarrollo de
la resistencia, la cual representa una amenaza para la eficacia del control vectorial, convirtiéndose
en una limitante para el manejo de los programas de control.

Los dos principales mecanismos de resistencia reportados en mosquitos son: resistencia
metabdlica por niveles elevados o actividad modificada de enzimas que previenen que el
insecticida alcance su sitio de accidn y resistencia por alteracion del sitio blanco de accién que se
produce cuando una mutacidn modifica la proteina receptora del insecticida, generando una
eficacia disminuida de éste. En el caso del DDT vy los piretroides, las mutaciones que tienen lugar
en el canal del sodio dependiente de voltaje confieren lo que se denomina “resistencia
knockdown”. Las primeras mutaciones kdr identificadas en el canal de sodio dependiente de
voltaje en poblaciones de Ae. aegypti de Asia y América fueron G923V, L982W, 11011M y V1016G
(Brengues C et al; 2003). Mas tarde, las mutaciones 11011V y V1016l fueron identificadas en
poblaciones latinoamericanas, F1534C, S989P y D1763Y en poblaciones asiaticas, y T1520I en
India, y recientemente, la mutacion V410L fue identificada por primera vez en poblaciones de esta
especie en Brasil (Saavedra et al; 2007, Chang et al; 2009, Yanola et al; 2011, Srisawat et al; 2012,
Yanola et al; 2011, Kushwah et al, 2015, Collet et al; 2016, Haddi K et al, 2017)



Especificamente, para la Region Caribe se ha reportado resistencia a temefos en poblaciones de
Puerto Colombia y Soledad en el departamento del Atlantico y moderada resistencia a pirimifds-
metil en Sucre (Sincelejo), asi mismo se ha registrado resistencia a lambdacialotrina, deltametrina,
permetrina y ciflutrina en las poblaciones de Bolivar (Cartagena), Cesar (Valledupar), Cérdoba
(Monteria), La Guajira (San Juan del Cesar), Magdalena (Ciénaga), Sucre (Sincelejo) y Atlantico
(Puerto Colombia, Soledad y Barranquilla) y se ha hallado en estas poblaciones alteraciones en las
enzimas glutatién-S-transferasas, alfa-esterasas y oxidasas de funciéon mixta (Maestre et al; 2014)
también recientemente, se han identificado las mutaciones Kdr V1016l (Maestre et al; 2014,
Aguirre-Obando et al; 2017), F1534C (Atencia et al; 2016, Maestre et al; 2018) y V410L (Granada et
al; 2018), esta ultima asociada con resistencia a lambdacialotrina en la poblacién de Riohacha en el
departamento de la Guajira.

Por lo anterior y considerando que los programas de control departamentales y nacionales deben
contar con elementos técnicos para la toma de decisiones en control vectorial, se desarrolld el
presente estudio con el fin de contribuir al entendimiento del papel de las mutaciones kdr en la
resistencia a piretroides; asi como, conocer en poblaciones previamente caracterizadas si ha
existido variaciéon en la susceptibilidad a insecticidas, asi como de los mecanismos que la expresan
teniendo en cuenta el aumento en la frecuencia de aplicacidn por el aumento a su vez en los
ultimos afos de la incidencia de dengue y la introduccidn de los virus chikungunya y Zika.
Adicionalmente se amplid el estudio a poblaciones sin linea base y que constantemente estan
presionadas por insecticidas de acuerdo con su perfil epidemiolégico para estas enfermedades.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mosquito Aedes aegypti (Stegomya aegypti) (Linnaeus, 1762), es el principal vector de los virus
dengue, chikungunya y Zika. Las enfermedades causadas por estos virus son un problema de salud
publica de rdpido crecimiento en todo el mundo, debido al aumento de la poblacién de mosquitos,
al aumento desordenado de los centros urbanos, e inmigracion constante de la poblacidn, a
pardmetros climaticos y ambientales (Padilla J et al; 2017).

A nivel mundial la carga del dengue ha aumentado considerablemente, se estima que se producen
cada afo 390 millones de infecciones por dengue, de los cuales 96 millones se manifiestan
clinicamente (cualquiera que sea la gravedad de la enfermedad) (OMS, 2018). En el 2015 en la
region de las Américas se notificaron 2,35 millones de casos, de los cuales mas de 10.200 casos
fueron diagnosticados como dengue grave y provocaron 1.181 muertes. En el 2016 se notificaron
mds de 2.380.000 casos, de los cuales Brasil aporté aproximadamente 1.500.000 casos; es decir,
cerca de tres veces mas que en el 2014. En Colombia el dengue es considerado una enfermedad
prioritaria de salud publica en razén a su constante transmision, al incremento en la ocurrencia de
brotes de dengue grave, a la circulacion simultanea de los cuatro serotipos y la ocurrencia de ciclos
epidémicos cada dos o tres afios. En este pais se registrd en el afio 2010 la epidemia mas grande
por esta enfermedad con mas de 150.000 casos confirmados y 217 muertes (INS- Informe de
evento dengue. 2017) y durante los afios 2007 al 2017 se reportaron para el pais 609.228 casos de
dengue, de los cuales 119.888 (19,67%) se presentaron en los departamentos de Atlantico, Cesar,
Cordoba, Sucre, Bolivar, Guajira, Magdalena y San Andrés y Providencia (Datos sin publicar,
Sivigila, INS).

Sumado a la presencia de dengue en el pais, recientemente se introdujeron los virus chikungunya
y Zika. Con respecto al virus chikungunya, los primeros casos autdctonos en el pais se registraron
en el afio 2014 en habitantes del corregimiento de San Joaquin del municipio de Mahates en el
departamento de Bolivar y a partir de este afio hasta el afio 2017 se presentaron 488.402 casos de
chikungunya de los cuales 118.496 se reportaron en los departamentos de la region caribe (INS-
Informes de evento-chikungunya de 2014 al 2017). En cuanto al virus Zika el primer brote de esta
enfermedad en el pais ocurrié en el aio 2015 en el municipio de Turbaco en el departamento de
Bolivar y desde este aifo hasta el 2017 se notificaron 62.394 casos de los cuales la region caribe
aporto 6.288 (INS- Informes de evento-Zika de 2017).

La transmisidn vectorial de estos arbovirus DENV, CHIKV y ZIKV depende de tres componentes, el
huésped (en este caso el humano), el virus y el vector Ae. aegypti. Aln no existe en el mercado
una vacuna efectiva a gran escala, ni medicamentos especificos capaces de bloquear las
manifestaciones clinicas de estas enfermedades. En Colombia las acciones de vigilancia y control
se han orientado al vector Ae. aegypti a través de campanfias educativas dirigidas a la comunidad
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para la eliminacién de criaderos, la aplicacién de insecticidas biolégicos como la bacteria Bacillus
thuringiensis variedad israellensis, reguladores de crecimiento y principalmente en el uso de
insecticidas tales como: organoclorados, carbamatos, organofosforados y piretroides (Maestre-
Serrano 2012, Maestre-Serrano et al; 2015). La presién de seleccién constante por estos ultimos
ha generado la aparicion de poblaciones de esta especie resistentes en diferentes regiones del
pais (Maestre-Serrano et al; 2014). La resistencia a insecticidas en mosquitos puede ser causada
por los siguientes mecanismos: resistencia por comportamiento, resistencia por penetracion
disminuida, resistencia por alteraciones en el sitio blanco de accidn y resistencia metabdlica; estos
dos ultimos mecanismos son los mas frecuentemente estudiados en mosquitos (Bisset J; 2002). La
resistencia metabdlica esta dada por el incremento en la expresion de genes que codifican para las
principales enzimas detoxificantes glutation s-transferasa, oxidasas de funcidon mixta y esterasas
involucradas en el metabolismos de los principales grupos de insecticidas y la resistencia por
alteraciones en el sitio blanco de accion se debe a mutaciones en el gen para del canal de sodio
dependiente de voltaje, sitio blanco de accién de los piretroides y el DDT o mutaciones en el gen
Ace-1 que codifica para la enzima acetilcolinesterasa, sitio blanco de accién de los
organofosforados y carbamatos (Du et al; 2016).

En Colombia hace mas de una década se vigila el estado de la susceptibilidad de las poblaciones de
A. aegypti a los diferentes insecticidas utilizados para su control. Desde el afio 2004 a la fecha la
Red Nacional para la Vigilancia de la resistencia a los insecticidas en cabeza del INS, ha evaluado
mediante las metodologias CDC y/o OMS aproximadamente 170 poblaciones de este vector en 26
de los 32 departamentos del pais, encontrandose de manera general Vvariabilidad en la
susceptibilidad a los insecticidas temefos, lambdacialotrina, deltametrina, permetrina, ciflutrina,
etofenprox, malation, fenitrotidon, pirimifés-metil, bendiocarb y propoxur (Informe-
epidemiologico-VRI-INS 2004-2016, Suarez et al; 1996, Anaya et al; 2007, Salazar et al; 2007,
Maestre et al; 2009, Fonseca y Bolafios 2009, Maestre et al; 2010 a, b y ¢, Santacoloma et al; 2010,
Fonseca et al; 2011, Ocampo et al; 2011, Santacoloma et al; 2012, Grisales et al; 2013, Rojas et al;
2013, Ardila et al; 2013, Maestre et al; 2014, Conde et al; 2015, Aguirre-Obando et al; 2015), asi
mismo, se ha identificado aumento de los niveles de las enzimas detoxificantes, esterasas
inespecificas, oxidasas de funcidon mixta, glutation s-transferasas y acetilcolinesterasas en
poblaciones resistentes a través de la realizacién de pruebas enzimaticas (Santacoloma et al; 2010,
Fonseca et al; 2011, Ocampo et al; 2011, Santacoloma et al; 2012, Ardila et al; 2013, Maestre et al;
2014) y mas recientemente se han identificado las mutaciones Kdr V1016l (Maestre et al; 2014,
Aguirre-Obando et al; 2017), F1534C (Atencia et al; 2016) y V410L (Granada et al; 2018) asociadas
con resistencia a piretroides.

Puntualmente para la Regién Caribe, Maestre et al. (2014) encontraron susceptibilidad a los
organofosforados temefos, malation, fenitrotion y pirimifés-metil en poblaciones de Bolivar
(Cartagena), Cesar (Valledupar), Cérdoba (Monteria), La Guajira (San Juan del Cesar) y Magdalena
(Ciénaga), resistencia a temefos en poblaciones de Puerto Colombia y Soledad en el departamento
de Atlantico y moderada resistencia a pirimifés-metil en Sucre (Sincelejo). Adicionalmente, la
mayoria de las poblaciones evaluadas registraron resistencia a la hora y a las 24 horas a los
piretroides lambdacialotrina, deltametrina, permetrina y ciflutrina exceptuando la poblacién de
Ciénaga en el departamento del Magdalena, que registrd susceptibilidad. En este estudio se
identificaron por primera vez para la region caribe alteracion de las enzimas GST, a-esterasas y
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oxidasas de funcién mixta en las poblaciones resistentes e identificd por primera vez para
Colombia la mutacién V1016l en el canal de sodio dependiente de voltaje como mecanismos de
resistencia a moléculas de tipo piretroide y organoclorados como el DDT.

Atencia y colaboradores (2016), reportaron por primera vez la mutacién F1534C en poblaciones de
A. aegypti resistentes a DDT y piretroides en Sincelejo, departamento de Sucre. Mas
recientemente, Granada y colaboradores (2018), hallaron para las poblaciones de Bello
(Antioquia), Villavicencio (Meta) y Riohacha (Guajira) las mutaciones V1016l y F1534C previamente
reportadas en poblaciones de la regién caribe, con frecuencias desde 0,04 a 0,41 para V1016l y
056 a 0,71 para F1534C. Asi mismo, registraron por primera vez para Colombia la mutacién V410L
en las poblaciones de Bello, Riohacha y Villavicencio, con frecuencias alélicas de 0,06, 0,36 y 0,46
respectivamente. Es de resaltar en este estudio, que los mosquitos A. aegypti de Bello mostraron
susceptibilidad a lambdacialotrina, mientras que los de Riohacha y Villavicencio mostraron
resistencia. En estas ultimas poblaciones los investigadores establecieron una asociacidn positiva
entre las mutaciones V410L y V1016l y la resistencia a lambdacialotrina. Igualmente, hallaron que
la frecuencia de la mutacidn F1534C fue alta en las tres poblaciones de estudio, lo que sugiere que
esta mutacién podria conferir resistencia a los insecticidas que no sean lambdacialotrina,
particularmente los piretroides tipo I.

De forma general todos estos estudios han permitido identificar poblaciones resistentes a varios
insecticidas y mecanismos de resistencia basados en la expresién de mutaciones kdr y en menor
medida alteracién de enzimas de resistencia. Sin embargo, se requieren de mas estudios que
permitan entender mejor el rol que juegan las mutaciones kdr en la resistencia a piretroides; asi
como, conocer en poblaciones previamente caracterizadas si ha existido variacion en la
susceptibilidad a insecticidas, asi como de los mecanismos que la expresan teniendo en cuenta el
aumento en la frecuencia de aplicacidn por el aumento a su vez en los ultimos afios de la
incidencia de dengue y la introduccién de los virus chikungunya y Zika. Por ultimo, se requiere
ampliar este tipo de estudios a poblaciones sin linea base y que constantemente estan
presionadas por insecticidas de acuerdo con su perfil epidemioldgico para estas enfermedades.

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio pretende conocer: ¢ Cudl es el estado actual de
la susceptibilidad a piretroides y organofosforados y sus mecanismos de resistencia,
especificamente mutaciones kdr y alteracion de enzimas en poblaciones de A. aegypti de la regién
Caribe Colombiana?
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3. JUSTIFICACION

La incidencia de dengue ha aumentado considerablemente en las ultimas décadas, a nivel mundial
se estima que se producen 390 millones de infecciones por dengue cada aifo (OMS, 2018), para la
region de las Américas en la Ultima década se notificaron mas de 10 millones de casos de dengue,
siendo Colombia el pais dentro de la sub-region andina el que aportd aproximadamente el 50% de
los casos de dengue para la sub-regién (Reporte casos de dengue en la Region de las Américas de
2008 al 2017, OMS/OPS). Adicionalmente la introduccion, propagacién de los virus chikungunya y
Zika en Colombia, tuvieron un gran impacto en la poblaciéon de la mayor parte del territorio
infestado por A. aegypti. Recientemente estas infecciones iniciaron la fase endémica y
actualmente se superponen con la transmision persistente del dengue (Padilla J et al 2017), lo que
ha generado en el pais el aumento en la frecuencia de uso de insecticidas e impactando de forma
negativa sobre la susceptibilidad de las poblaciones del vector. Resultados obtenidos por la Red
Nacional de la Vigilancia de la Resistencia en cabeza del Instituto Nacional de salud demuestran
que el fendmeno de la resistencia ha ido en aumento con el transcurso de los afios en el pais, tal
es el caso del piretroide lambdacialotrina, el cual entre los aflos 2005 al 2011 arrojd resultados de
susceptibilidad en las poblaciones de los departamentos de Cundinamarca y Huila y actualmente
registra resultados compatibles con resistencia (Informe epidemiolégico - VRI-INS 2004-2016).
Adicionalmente, otros estudios han evidenciado alteracidn de enzimas de resistencia y la
presencia de mutaciones tipo kdr, ayudando a entender los mecanismos causantes de la
resistencia en las poblaciones del vector. El presente proyecto de investigacién contribuye al
conocimiento acerca del rol y la co-ocurrencia de estas mutaciones en poblaciones de A. aegypti
de la regién Caribe, dado que esto puede determinar el nivel de resistencia de una poblacién y asi
mismo orientar la seleccion de los insecticidas a utilizar.

El monitoreo de la resistencia en poblaciones de campo es indispensable para conocer el nivel de
resistencia a los insecticidas utilizados para su control, la distribucidn geografica de la resistencia a
insecticidas y los mecanismos involucrados, para seleccionar insecticidas adecuados. El desarrollo
de tal resistencia es un proceso complejo y dinamico que depende de muchos factores. Por lo
tanto, su gestidn requiere dos tipos de informacion: un programa de monitoreo para asegurar el
nivel de resistencia de las poblaciones y un buen conocimiento de los mecanismos que causan la
resistencia. La caracterizacién de los mecanismos de resistencia implicados permitird comprender
y predecir su impacto en las estrategias de control de vectores; mientras tanto, el monitoreo
rutinario de la resistencia a los insecticidas en las poblaciones de vectores naturales ayudara a las
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autoridades de salud a detectar la resistencia temprana y a mejorar la efectividad de las
estrategias de control operacional (Lopez-Monroy et al; 2018).

Los resultados del presente trabajo aportan informacidn técnica de gran importancia para los
programas nacional, departamental y distrital de control de vectores, contribuyendo a trazar o
elaborar estrategias para el uso correcto de insecticidas para el control de A. aegypti, Unica opcién
disponible hasta el momento para prevenir o controlar la transmisién de estas arbovirosis en el
pais, especialmente en la regidn Caribe Colombiana, donde se desarrollard el presente proyecto de
investigacion.

El presente trabajo contribuye al fortalecimiento de las relaciones interinstitucionales entre las
instituciones participantes que incluyen a las secretarias de salud de los departamentos de
Atlantico, Cesar, Cordoba y los distritos de Barranquilla y Cartagena, al Instituto Nacional de Salud
(INS), los Centros para la Prevencion y Control de Enfermedades (CDC), la Universidad Simon
Bolivar y la Universidad de Cartagena. El proyecto permite ademas la formacién de recurso
humano capacitado en temas relacionados con la evaluacién de la susceptibilidad a insecticidas y
mecanismos de resistencia en poblaciones de vectores de interés en salud publica.
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4. MARCO DE REFERENCIA

4.1 Caracteristicas generales del mosquito A. aegypti

A. aegypti es un mosquito de metamorfosis completa (holometabolo), de habitos diurnos
esencialmente urbanos, antropofilico y presenta transmisién transovarica y sexual del virus del
dengue. Las hembras son las Unicas que se alimentan de sangre como fuente de proteina para el
desarrollo de los huevos, pueden producir en cada oviposicién aproximadamente 200 huevos
(Zuluaga et al; 2009).

Durante su desarrollo ontogénico pasan por los estadios de huevo, larva, pupa y adulto. La
temperatura éptima de reproduccion del mosquito es entre 24°C y 28°C, y la humedad relativa
hasta del 60% (Zuluaga et al; 2009).

El huevo completa su desarrollo embrionario en 48 horas, si el ambiente es humedo y calido, pero
ese tiempo puede prolongarse hasta cinco dias con temperaturas mas bajas. Se adhiere a las
paredes de los recipientes, como albercas, tanques bajos, floreros, llantas y otros, que contengan
agua limpia. Pueden soportar periodos de desecacién hasta de un afio, lo que representa uno de
los principales obstaculos para el control de los mosquitos y, ademds, permite su transporte a
diferentes lugares en recipientes secos (Fernandez I, 1999).

La fase de huevo dura uno a dos dias; le sigue la fase de larva, cuyo desarrollo consta de cuatro
estadios en el agua, donde se alimentan de material organico sumergido o acumulado en las
paredes de los recipientes. Las larvas crecen y completan su desarrollo entre cinco y siete dias,
dependiendo de la temperatura ambiente donde se encuentren, y no soportan temperaturas
inferiores a 10°C ni superiores a 45°C; una temperatura inferior a 13°C impide su paso al estado de
pupa. Las larvas tienen cabeza, tdrax y abdomen; su posicion de reposo en el agua es casi vertical y
su movimiento es serpenteante; son sensibles a la luz y se desplazan al fondo del recipiente
cuando son perturbadas. En condiciones de temperatura de 24°C a 28°C, el estadio de pupa dura
entre uno y dos dias. Este es el ultimo estadio dentro del agua, en el cual no se alimentan y se
producen modificaciones anatdémicas y fisioldgicas, hasta que emergen los adultos (Reyes-
Villanueva F. 1990).
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Fuente: Funasa (2011) Biologia de vectores. Secretaria de Salud de Espiritu Santo
Figura 1. Ciclo de vida del vector A. aegypti.

4.2 Insecticidas

El concepto de plaguicida definido por El Cédigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucion y
Uso de Plaguicidas de la Food and Agriculture Organization (FAO) es el siguiente: “es la sustancia o
mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de
enfermedad humana o animal; las especies no deseadas de plantas o animales que ocasionan un
dafio duradero u otras que interfieren con la produccidn, procesamiento, almacenamiento,
transporte y comercializacién de alimentos; los articulos agricolas de consumo, la madera y sus
productos, el forraje para animales o los productos que pueden administrarseles para el control de
insectos, aracnidos u otras plagas corporales” (FAO 1986, Al-Saleh, | 1994), por lo anterior en el
marco de este concepto se define el término insecticida como “sustancia o mezcla de ellas,
destinadas a prevenir, destruir o controlar insectos”.

4.2.1 Clasificacion

Los insecticidas se clasifican considerando caracteristicas como toxicidad aguda, la vida media, la
estructura quimica y su uso. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié una
clasificacion basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda, la cual se define como la
capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a través de una o multiples
exposiciones, en un periodo de tiempo corto. Considerando su composicién quimica los
plaguicidas se han clasificado en diversas familias, que comprenden desde los compuestos
organoclorados y organofosforados, hasta los compuestos inorganicos. Sin embargo, los grupos de
mayor uso empleados en salud publica son organoclorados (OCs), organofosforados (OFs),
carbamatos y piretroides, sin embargo, actualmente estan siendo consideradas otras alternativas
como reguladores de crecimiento, e insecticidas microbianos (Ramirez J y Lacasafia M, 2001)

4.2.1.1 Organofosforados

Los organofosforados son todos aquellos insecticidas quimicamente constituidos por ésteres de
acido fosférico. Son mas tdxicos para los vertebrados que los organoclorados y no son persistentes
en el ambiente, ya que los enlaces éster son muy susceptibles a la descomposicion bidtica y
abidtica. Estos insecticidas ejercen su accidén téxica a nivel del sistema nervioso inhibiendo la
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enzima acetilcolinesterasas, dando como resultado la acumulacion de acetilcolina (ACh), lo cual
interfiere con la transmisién neuromuscular provocando una sobreexcitacion de los musculos
voluntarios y finalmente la paralisis. Dentro de este grupo se encuentran los insecticidas usados en
salud publica, tales como: malation, fenitrotidn, clorpirifos, fentién, temefos, pirimifés metil entre
otros (Casida and Quistad, 1998).

4.2.1.1.1 Malation

El malatién fue el organofosforado alifatico mas utilizado luego de su introduccién en 1950, tanto
en la agricultura (vegetales, frutales y forrajeros) y en salud publica, controla una amplia gama de
insectos masticadores y chupadores en frutales, hortalizas y ornamentales, asi como insectos de
interés médico. El nombre cientifico de este insecticida es dietil (dimetoxitiofosforiltio) succinato o
S-1.2-bis (etoxicar-bonil) etil 0,0-dimetil fosforoditioato, férmula empirica CyoH1506PS, y Peso
molecular 330.36. Se presenta como liquido incoloro en estado puro o liquido color café oscuro a
amarillo, con olor desagradable parecido al zorrillo. Tiene tres presentaciones concentrado
emulsionable, polvo mojable y solucién concentrada (Singh D. 2012).
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Figura 2. Estructura quimica del malatién.

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

El malatién es un insecticida neurotéxico no sistémico de amplio espectro, actia por contacto,
ingestidon e inhalacion y afecta al sistema nervioso central (inhibe la enzima acetilcolinesterasa).
Esta clasificado como moderadamente peligroso para los mamiferos con una dosis letal aguda en
ratas de 1.260 mg/kg via oral. Los seres humanos pueden absorber el malatién por inhalacion,
ingestidn o a través de la piel. Las intoxicaciones agudas se manifiestan en subitos accesos de
transpiracién, abundante secrecidn de saliva, diarrea, bronquitis, infarto al miocardio y coma. La
muerte sobreviene por paro respiratorio. Dada su alta y aguda toxicidad para el ser humano y para
los organismos acuaticos, es necesario tomar precauciones especiales cuando se aplica. Se debe
prestar especial atencidn a los residuos contenidos en las sustancias alimenticias.

Este insecticida es ligeramente persistente en el ambiente (1 semana), su afinidad por el suelo
varia de muy baja a moderada y puede constituir un riesgo de contaminacién para las aguas
subterraneas en sitios donde las condiciones no favorezcan su degradacion. Tanto en agua como
en suelo la degradacion ocurre por una combinacién de procesos bioldgicos y reacciones no
bioldgicas mediadas por el agua (hidrdlisis) (Singh D. 2012).
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4.2.1.1.2 Fenitrotion

Es poco soluble en agua, altamente soluble en alcohol, esteres, cetonas e hidrocarburos
aromaticos, su nombre cientifico es O, O-dimetil O-(3-metil-4-nitrofenil) fosforotioato y su férmula
molecular C4H;;NOsPS. Es un insecticida organofosforado y acaricida no sistémico inhibidor de la
colinesterasa. Las reacciones metabdlicas mas importantes son la desulfuracion de P=S
(compuestos tiones) a P=0 (compuestos oxones), la escisién del enlace P-O-arilo catalizado por el
citocromo P-450 dependiente del sistema de monooxigenasa y la O-desmetilacion catalizada por
las glutation S-transferasas (Singh D. 2012).

Es un éster del acido fosfdrico, generalmente liposolubles, lo que facilita la penetracién en el
organismo. Tienen mediana tensidn de vapor, favoreciendo su volatilidad, facilitando su absorcion
inhalatoria y se hidroliza facilmente en medio alcalino. Las vias de absorcién son la digestiva,
respiratoria y cutanea y las vias de eliminacidn en el ser humano son a través de la orina, heces y
aire expirado. La maxima excrecidn se produce a las 48 horas. Su biotransformacion es a nivel
hepatico, mediante el proceso de hidrdlisis, en conjugacién con glutation y oxidasas. (Singh D.
2012).
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Figura 3. Estructura quimica del fenitrotion

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccién académica eBook (EBSCOhost).

4.2.1.1.3. Pirimifos-metil.

Es un insecticida organofosforado, su nombre cientifico es O-2-dietilamino-6-metilpirimidin-4-il
0,0-dimetil fosforotioato, su férmula quimica es Cy;H,0N3;03PS y su peso molecular es 305.3, se
hidroliza en medios acidos y alcalinos concentrados; DT50 2-117 d (pH rango 4-9, mas estable a pH
7). A la luz solar, la solucién acuosa tiene un DT50 de menos de 1 hora. Es usado para control de
un amplio rango de insectos y dcaros en el campo, la industria, el hogar e invernaderos. Tiene una
accion insecticida, acaricida, y su modo de accidn es por contacto, respiratorio y translaminar, es
Inhibidor de la colinesterasa. En cuanto a sus caracteristicas fisicas y quimicas es un liquido color
fresa. Su solubilidad en agua es igual a 8.6 mg/L a 20 °C. Es soluble en la mayoria de los disolventes
orgdnicos. Su presién de vapor es igual a 1.5x10-5 mm Hg a 20 °C. Esta sustancia se descompone al
ser destilada (Singh D. 2012).
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Figura 4. Estructura quimica del pirimifés-metil

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

4.2.1.1.4 Temefos

El nombre cientifico del temefos es 0,0,0,0’-tetrametil-0,0’-tio-di-p-fenileno, férmula empirica
C16H2006P,S3 v Peso molecular: 466.48, se presenta en cristales blancos o incoloros. Tiene tres
presentaciones: liquido al 50%, capsulas de liberacidn lenta al 5% y granos de arena al 1%. Es un
insecticida que interfiere en la transmisién de los impulsos nerviosos por inhibicién de la
colinesterasa, es no sistémico y actla por contacto e ingestién. Los seres humanos pueden
absorber el temefos por inhalacién, ingestién, por la piel y por los ojos. Una caracteristica de este
insecticida es la baja solubilidad razén por la cual puede ser aplicado en agua de consumo sin
riesgos de toxicidad en humanos (Singh D. 2012).

Figura 5. Estructura quimica del temefos

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

4.2.1.2 Piretroides

Son compuestos sintéticos derivados de alcaloide “Piretro” presente en las flores de las plantas
Chrysanthemun cinerariefolium y Chrysanthemun coccineum. Los compuestos biolégicamente
activos son el resultado de la combinacién de dos acidos (pirétrico y crisantémico) y tres alcoholes
(piretrolona, jasmolona y cinerolona). En comparacién con los organofosforados y carbamatos sus
propiedades toxicoldgicas y ambientales son mas favorables. Todos son lipofilicos y casi insolubles
en agua. Estas moléculas han sido objeto de multiples modificaciones quimicas, en busca de
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mejorar su accion téxica y estabilidad en el medio ambiente por lo que han sido clasificadas en
cuatro categorias o generaciones.

La primera generacidon con un solo piretroide, la aletrina, la cual se diferencia de la cinerina |
porque contiene un lado en la cadena mds estable y mads persistente que el piretro. Es efectivo
contra moscas y mosquitos, pero menos efectivo contra cucarachas y otros insectos.

La segunda generacion incluye: a) tetrametrina, (1965) que poseia mayor fuerza de derribo que la
aletrina y facilmente sinergizada, b) la resmetrina (1967) aproximadamente 20 veces mas efectiva
que el piretro en cuanto al derribo en mosca casera y no sinergizada por ningun sinergista, c) la
bioresmetrina (1967) 50 veces mas efectiva contra moscas caseras susceptibles a insecticidas y
tampoco sinergizada, d) la bioaletrina (1969) mas potente que la aletrina y facilmente sinergizada,
pero menos efectiva que la resmetrina y e) la fenotrina (1973). La resmetrina fue el insecticida de
segunda generacion mas utilizado en forma de aerosoles para el control de insectos voladores y
rastreros en interiores de casas.

La tercera generacién incluye fenvalerato y permetrina, los cuales aparecieron en 1972 y 1973,
respectivamente, fueron los primeros piretroides agricolas debido a fotoestabilidad y residualidad
sobre las hojas de los cultivos.

La cuarta generacion comenzd en 1975 cuando se introdujo dtomos de fluor a la molécula
confiriéndole una actividad especial, dando origen a una nueva generacidn de piretroides usados
en salud publica como ciflutrina y cyalotrina. A partir de estos se aislaron ismeros activos como la
lambdacyalotrina y beta-ciflutrina. La ultima generacién de piretroides fue introducida a partir del
hecho que la unién éster no era indispensable para la accién insecticida, surgiendo asi el
flufenprox, silaflufen y etofenprox.

Los piretroides y las enzimas interfieren con las funciones del sistema nervioso y actuan sobre el
axon a nivel central y periférico mediante interaccidn con los canales de sodio y/o desplazando al
acido kainico de sus uniones especificas en los mamiferos y en los insectos. Los piretroides a
semejanza de las piretrinas bloquean los impulsos nerviosos en el nivel de su transmision final. Los
efectos de estos compuestos pueden ser de 4 tipos: 1) sobre-excitacion nerviosa sin contracciones
musculares, 2) afeccion en los nervios motores que causan contracciones musculares, 3)
contracciones musculares de larga duracion y 4) obstruccién total del impulso nervioso.

Los signos tipicos de intoxicacion por los piretroides Tipo | incluyen hiperexcitabilidad y
convulsiones, mientras que los piretroides Tipo Il causan principalmente ataxia y descoordinacién.
En insectos los efectos de los piretroides, especialmente los del Tipo |, pueden desarrollarse en 1 a
2 minutos después del tratamiento y pueden resultar en la caida, es decir, en la perdida de la
postura normal y de la locomocion.

4.2.1.2.1 Deltametrina

La deltametrina es uno de los piretroides sintéticos mas usados en todo el mundo. Mientras que,
para los mamiferos, este insecticida es clasificado como seguro, es muy téxico para la vida
acudtica, particularmente los peces, y por tanto debe ser utilizado con extrema precaucién
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alrededor de zonas de agua. Su nombre cientifico es (S)-a- cyano-3-phenoxy-benzyl (1R, 3R)-3-(2,2
- dichlorovinyl)-2,2- dimethylcyclopropanecarboxylate, formula empirica C,,HisBr,NO; y Peso
molecular: 505.21. Se presenta como liquido fluido de color ligeramente amarillo a marrén pajizo.
Tiene una presentacion: concentrado emulsionable (Singh D. 2012).
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Figura 6. Estructura quimica de la deltametrina.

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

La deltametrina es un piretroide tipo Il que afecta los canales de sodio (Na+) en la membrana
nerviosa provocando una intensa actividad repetitiva (bloqueo de la transmisidon del influjo
nervioso) y en consecuencia la muerte. Tiene accion de contacto e ingestién y también inhibe la
alimentacion.

Esta clasificado como moderadamente peligroso con una dosis letal en rata por encima de 2000
mg/kg via oral o dérmica. En los seres humanos el mayor riesgo se produce por ingestion y debido
a su baja volatilidad, la inhalacién del principio activo es dificil. En la piel puede provocar irritacion
pasajera. El envenenamiento por deltametrina puede provocar fuertes dolores abdominales,
convulsiones, vomito y pérdida de conocimiento. La inhalacién por aerosoles provoca vértigo,
cefalea y tos. (Singh D. 2012).

La deltametrina juega un papel muy importante en el control de la malaria siendo usada en la
fabricacion de mosquiteros con insecticida de larga duracién. Se aplica para el control de
diferentes insectos vectores, entre ellos: Anopheles spp. y Ae. aegypti, es el piretroide mas
utilizado solo o conjuntamente con otros insecticidas o como alternativa a alguno de ellos
(permetrina, cipermetrina, malatién y fention).

La forma de aplicacién de la deltametrina y otros piretroides utilizados en el control el dengue, es
mediante aerosoles espaciales de gota de ultrabajo volumen (ULV). Para que esta aplicacion sea
efectiva, las gotas de deltmetrina deben estar en contacto con los mosquitos en vuelo o en sitio de
reposo, desafortunadamente, esta medida ha demostrado ser inefectiva en muchos casos (Gubler,
1989; WHO, 2002). En los ultimos afios se ha generado gran interés en nuevas formas de
aplicacion residual de piretroides, principalmente deltametrina, en cortinas, paredes, mosquiteros
y otras superficies de reposo del mosquito Ae. aegypti (Karch et al; 1995; Kroeger et al; 2006).

4.2.1.2.2 Lambdacialotrina

Lambdacialotrina es un insecticida de amplio espectro utilizado en la agricultura para el control de
plagas ocasionadas por insectos, su nombre quimico es (RS)-a-cyano-3-fenoxibencil(1RS,3Rs)-3-
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[(Z)-cloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enil]-2,2-dimetilciclopropano carboxilato. (Singh D. 2012). Es un
piretroide sintético no sistémico, de gran capacidad de penetracidn, con actividad insecticida por
contacto e ingestidn, con buen efecto de choque y buena persistencia que actla sobre el sistema
nervioso de los insectos alternando el flujo de iones a través de la membrana nerviosa. Se ha
observado que los piretroides que poseen un grupo a-ciano causan una mayor prolongacién del
aumento transitorio de la permeabilidad de la membrana nerviosa durante la excitacién. El insecto
gue recibe una dosis suficiente entra en fase de agitacidn seguida de una paralisis que conduce a
la muerte. Produce una fuerte repelencia que evita reinvasiones de insectos en el cultivo. Es activo
sobre insectos adultos y también sobre los diferentes estados larvarios en especial de lepiddpteros
y dipteros. También proporciona un buen control preventivo de los virus de las plantas
transmitidos por insectos.

Se fotodegrada rdpidamente y es insoluble en agua. Es practicamente inmovil en el suelo con una
vida inferior a 14 dias en suelos limosos y de 28 a 56 dias en arcillo-limosos, con riesgo muy
limitado de contaminar acuiferos. En suelos aerobios se degrada por via hidrélica y axidativa
siendo una vida media de unas tres semanas. También se dispersa y reduce por via microbiana
cuya eficiencia disminuye si la humedad del suelo es muy baja o temperatura superior a 35 °C. Se
considera poco persistente, llegando a ser su persistencia de 12 semanas (Singh D. 2012).
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Figura 7. Estructura quimica de la lambdacialotrina.

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

4.2.1.2.3. Permetrina.

Su nombre  cientifico es  3-Phenoxybenzyl(1RS)-cis,  trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate, su féormula empirica es C21H20CI203 y su peso molecular
391,29. Es un liquido viscoso, amarillo palido, de olor caracteristico desagradable. Soluble en
etanol absoluto. Punto de fusion: 35°C. Densidad: 1,190 — 1,272 g/ml. Pertenece a la familia de los
insecticidas piretroides cuyo mecanismo de accién es la neurotoxicidad por prolongacién de la
activacion de los canales de sodio causando una despolarizacién sostenida. No surte efectos sobre
las neuronas de mamiferos ni aves, por lo que tiene poca toxicidad en mamiferos. Se utiliza
mundialmente como insecticida y acaricida, asi como repelente de insectos y piojos. (Singh D.
2012).
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Figura 8. Estructura quimica de la permetrina.

Fuente: Singh D. 2012.Quimica y toxicologia de plaguicidas. Disponible en: Coleccion académica eBook (EBSCOhost).

4.2.2 Vias de penetracion

La penetracion de los insecticidas en los insectos puede ser por tres vias: Por ingestion
(envenenamiento oral). Por contacto a través de la quitina conocida como envenenamiento por
contacto. Por fumigantes a través de los espiraculos del sistema respiratorio como ocurre con el
diclorvos o el temefos. En el envenenamiento por contacto se requiere que el compuesto quimico,
sea liposoluble para facilitar su paso a través de la quitina del insecto hasta llegar al sitio activo
como ocurre con los insecticidas organoclorados (DDT), organofosforados (malatidn), inhibidores
de crecimiento y juvenoides. En el envenenamiento por ingestion el insecto ingiere el insecticida y
este es absorbido por el intestino, como ocurre con Bacillus thuringiensis, donde las larvas de
insectos ingieren los cristales, las toxinas son solubilizadas y procesadas por proteasas del
intestino medio, generando un fragmento tdxico, el cual se une a receptores especificos en las
células epiteliales, formando poros en la membrana plasmatica, ocasionando lisis celular vy,
comunmente, la muerte (Callaghan, 1989)

4.2.3 Modos de accion

4.2.3.1 Organofosforados y carbamatos

Estos insecticidas presentan su accidn tdxica bloqueando una importante enzima del sistema
nervioso, en las uniones sindpticas: la acetilcolinesterasa (AchE).

La (AchE) hidroliza rapidamente a la ACh (acetilcolina), lo que conlleva a la repolarizacién de la
membrana o de la placa basal (en las conexiones neuromusculares) y las prepara para la llegada de
un nuevo impulso. De tal manera que la funcidn de la ACh depende de su rapida hidrdlisis por la
AchE, que permite la brevedad y unidad de los impulsos propagados sincronicamente.

Asi pues, al formarse enlaces covalentes muy fuertes entre el insecticida y la AchE, esta se inhibe
provocando la acumulacién de la Ach en la unidn sindptica y la interrupcidon de la transmision
normal de los impulsos nerviosos. En insectos el efecto de los organofosforados y carbamatos es
principalmente afectar el sistema nervioso central, desde la unién neuromuscular no colinérgica
como en mamiferos. La Unica sinapsis colinérgica conocida en insectos es en el sistema nervioso
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central. La unién neuromuscular quimica transmitida en insectos es acido glutamico (Reiner E.
1971, Ponce et. al 2006).

4.2.3.2 Piretroides

Estos actuan sobre la membrana nerviosa, ocasionando interferencias que provocan cambios
conformacionales de las proteinas en la interfase lipido-proteina. Estas alteraciones originan un
retardo en el cierre de los canales de Na* después de ocurrido el impulso nervioso (Zerva, 1988).

Evidencias neurofisioldgicas permiten clasificar los piretroides en dos grupos (Miller, 1988):

Tipo 1: No presentan grupo a-ciano en la parte alcohdlica de su estructura y actdan
principalmente, sobre el Sistema Nervioso Periférico. Provocan descargas repetitivas en las fibras
nerviosas a causa de la prolongacién de la corriente de Na*. Como resultado no ocurre una gran
despolarizacion de la membrana y no se bloquea la conduccién del impulso nervioso. La
disminucién de la fase de repolarizaciéon del potencial de accion, bajo el efecto del piretroide,
puede dar lugar a una actividad eléctrica repetitiva que origine una paralisis subsiguiente.

Tipo 2: En su composicién alcohdlica cuentan con el grupo a-ciano y preferentemente acttan
sobre el Sistema Nervioso Central. Ocasionan una despolarizacion de la membrana nerviosa y
bloquea la conduccién del impulso debido a una excesiva prolongacidn de la corriente de sodio.

4.3 Resistencia a insecticidas

Existen diversas definiciones del concepto de resistencia de acuerdo con los diferentes autores u
organizaciones:

La Organizacion Mundial de la Salud, (1957), define el fendmeno de la resistencia como: “La
capacidad de una poblacion de insectos de tolerar dosis de insecticidas que serian letales para la
mayoria de los individuos en una poblacion normal de la misma especie y se genera por presién de
seleccién del insecticida sobre genes que se encuentran en bajas frecuencias” (WHO, 1957) y la
Organizacion para la alimentacién y la agricultura, FAO, (1970) la define como la “Respuesta
disminuida de la poblacién de una especie de animales o plantas a un plaguicida o agente de control
como resultado de su aplicacion” (FAO, 1970).

En el 5 Informe de Comité de Expertos de lo OMS en Biologia de los Vectores y Lucha Antivectorial
se expresa que la resistencia es un fendmeno que aparece en intervalos de tiempo sumamente
variables, en diferentes especies y aun en la misma especie sometida a distintas intensidades de
aplicacion de insecticidas.

La resistencia a insecticidas se explica en base a factores multidimensionales dependientes de la
bioquimica, fisiologia, genética y ecologia de los vectores teniendo en cuenta que todo esto varia
con la especie, poblacion y localizacidn geograéfica. Las cepas resistentes se desarrollan a través de la
sobrevivencia y reproduccién, después de la exposicidn a un insecticida, de los individuos que
tienen caracteristicas de resistencia. Se puede considerar que la proporcidon de sobrevivientes
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refleja la presencia del gen o genes que codifican para mecanismos que confieren resistencia (Bisset
J,2002).

4.4 Factores que influyen en el desarrollo de la resistencia

La aparicién de la resistencia estd determinada por caracteristicas genéticas intrinsecas de los
vectores tales como la frecuencia y dominancia de los alelos resistentes (R), penetracién, donde la
composicion del exoesqueleto llega a ser modificada inhibiendo la penetracion del insecticida,
expresividad e interaccidn entre los alelos resistentes (R) y seleccidon por otros productos quimicos,
asi como factores bioldgicos tales como ciclo de vida, nimero de descendientes por generacion,
aislamiento, movilidad y migracién y aspectos operativos como calibracién de equipos, aplicacion de
dosis subletales o excesivas de insecticida, personal poco capacitado y desarrollo de actividades no
regulares (Bisset et al; 2002).

Los factores mas influyentes en el desarrollo de la resistencia son: frecuencia de aplicacidn, tasa de
reproduccion y dosis y persistencia del efecto del insecticida (Bisset et al; 2002):

Frecuencia de aplicacion: la tasa de aumento de la resistencia de cualquier poblacién de insectos
puede incrementarse ante una presién de seleccién frecuente de un mismo insecticida.

Tasa de reproduccion: especies de insectos que presentan altas tasas de reproduccion y ciclos de
vida cortos pueden desarrollar resistencia a una velocidad mayor a comparacion de las especies que
tienen una menor tasa de reproduccion, debido a que los genes de resistencia pueden propagarse
rapidamente a toda la poblacidon (IRAC, 2011)

Dosis y persistencia del efecto insecticida: la propiedad que tienen los insecticidas para persistir en
el tiempo depende de la quimica — fisica de estos, de su formulacidn y la tasa de disipacién del
insecticida en el medio ambiente, de tal manera que los insecticidas persistentes pueden estar
proporcionando una presiéon de seleccidon constante sobre las poblaciones de mosquitos en este
caso. (IRAC, 2011). La disipacion de un insecticida persistente ocurre lentamente, sin embargo, por
algun tiempo existe una dosis efectiva pequefia, es decir una dosis sub letal que puede estar
influyendo en el desarrollo de la resistencia. Adicionalmente se considera que un insecticida que
persiste en el tiempo puede eliminar individuos susceptibles inmigrantes, evitando de esta manera
gue la inmigracidn sea efectiva (Bisset et al; 2002).

4.5 Mecanismos involucrados en la resistencia

Existen cuatro clases de mecanismos de resistencia de acuerdo con la categorizacién de Miller
1988: resistencia por comportamiento, resistencia por penetracion disminuida, resistencia
metabdlica y resistencia por modificacion en el sitio quimico de accion.

4.5.1 Resistencia por comportamiento

En este tipo de mecanismo el insecto no entra en contacto con el depdsito del insecticida, debido
a la modificacién del comportamiento del insecto, lo cual le permite evadir los efectos letales de
los insecticidas.
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4.5.2 Resistencia por penetracion disminuida

Este tipo de mecanismo, conocido también como mecanismo fisico ocurre por modificaciones en
la composicion del exoesqueleto del insecto lo cual inhibe la penetracién del insecticida. Las
propiedades del tegumento del insecto y las caracteristicas moleculares del insecticida afectan la
velocidad de penetracion de este ultimo, por ejemplo, una demorada penetracién requiere un
tiempo mayor para la detoxificacién de la dosis aplicada.

4.5.3 Resistencia metabdlica

El metabolismo de sustancias extrafias al organismo sucede en dos fases: un metabolismo
primario y otro secundario.

El metabolismo primario involucra procesos hidroliticos, oxidativos y otros enzimaticos para
obtener productos finales polares, o sea, solubles en agua que puedan facilmente ser excretados a
través de orina y heces, mientras que el metabolismo secundario involucra las reacciones de los
compuestos anteriores con agentes de conjugacion endégenos para dar origen a compuestos
conjugados solubles en agua (Saume, 1992).

El incremento en la expresion de genes codificadores de enzimas que metabolizan a los principales
xenobidticos es la resistencia metabdlica. Las familias de enzimas involucradas principalmente en
la resistencia de los cuatro grupos de insecticidas son: las carboxylesterasas, las monoxidasas del
citocromo P450 y las glutation-s-transferasas (GST) (Hemingway and Ranson, 2000). Estas enzimas
catalizan un gran rango de reacciones de detoxificacién y constituyen la primera linea de defensa
enzimatica contra los xenobidticos, son responsables de retirar muchos productos de desecho del
metabolismo, juegan roles esenciales en las rutas biosintéticas y estdn involucradas en la
comunicaciéon quimica (Scott, 1995). Las esterasas estan asociadas con la resistencia a
organofosforados, carbamatos y en menor proporcidn a piretroides; las monoxigenasas en el
metabolismo de piretroides y en la activacidon o detoxificacion de organofosforados y en menor
proporcién de metil-carbamatos; y las glutatidon-s-tranferasas cuyo principal rol es el metabolismo
del DDT a productos menos téxicos y un rol secundario en la resistencia a organofosforados.

4.5.3.1 Glutation s-transferasas (GSTs)

La glutation s-transferasas (GST) es una familia de enzimas que catalizan la conjugacién del
glutatidn enddgeno a una variedad de compuestos electrofilicos, protegiendo las macromoléculas
bioldgicas como las proteinas y los acidos nucleicos de las consecuencias téxicas de una reaccion
covalente con el insecticida. Estas enzimas han sido implicadas en la detoxificacion vy
biotransformacion de muchos xenobidticos. La conjugacién incrementa la solubilidad del
compuesto electrofilico (insecticidas), facilitando la excrecién de la molécula del organismo. De los
tipos de GSTs (microsomales y citosélicas), solo las enzimas citosdlicas han sido implicadas en el
metabolismo de los insecticidas. Este tipo de enzimas han sido encontradas tanto en plantas como
animales, es una proteina dimérica, cada una compuesta de 2 subunidades las cuales pueden ser
homodimeros o heterodimeros. Pueden ser clasificadas, ademas, de acuerdo con su estructura y
especificidad de sustrato.
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Esta enzima es inducible por algunos compuestos quimicos, tanto en mamiferos como en insectos.
La GST de insectos ha sido clasificada como clase theta. Se ha propuesto a esta clase como
precursora de las clases a, iy 1, basados en la distribucién aparente de esta en un rango diverso
de organismos que incluyen bacterias, levaduras, plantas e insectos (Wilce et al; 1995). Varios
estudios han correlacionado la resistencia a insecticidas con niveles incrementados de actividad
GST vy la produccién de diferentes isoformas (Ku SS et al., 1994, Ranson et al; 2002). Las diferentes
actividades cataliticas de GST y el nimero de enzima individual presente en las cepas de insectos
susceptibles y resistentes han demostrado ser el factor responsable de la resistencia a varios
insecticidas.

El principal rol de las GSTs en la resistencia a insecticidas en mosquitos es el metabolismo del DDT
a productos no téxicos (DDE), aunque también tienen un rol secundario en la resistencia a
organofosforados. La resistencia al DDT basada en GSTs es muy comun en varias especies de
anofelinos, reflejando el fuerte uso de este insecticida para el control de la malaria durante varias
décadas. En Ae. aegypti al menos dos grupos de GSTs se encuentran en altos niveles en insectos
resistentes al DDT (Lumjuan et al., 2005), mientras que en An. gambiae un gran nimero de GSTs
se encuentran elevadas y algunas de ellas pertenecen a la clase delta (Ranson et al; 1997).
Recientemente se ha secuenciado el genoma de Ae. aegypti revelando la presencia de 235 genes
gue codifican para enzimas detoxificativas de la familia de las monooxidasas del citocromo P450,
glutatién transferasas y carboxyl/colinesterasa (Strode et al; 2008). Estos investigadores
construyeron una matriz que contiene sondas de oligonucledtidos Unicas para estos genes y
compararon el nivel de expresion de cepas resistentes y susceptibles a insecticidas. Varios genes
candidatos se identificaron perteneciendo la mayoria a dos familias de genes, la CYP9 P450s vy las
GSTs épsilon.

4.5.3.2 Oxidasas de funcion mixta (OFM) o monooxigenasas del citocromo P450

Los citocromos P450 se constituyen en una superfamilia de hemoproteinas que se encuentran en
la mayoria de los organismos: bacterias, archaea y eucariotas. La gran diversidad de
monooxigenasas se debe a la existencia de multiples isoformas de P450, varios patrones de
expresion y un amplio espectro de substratos. Las proteinas del citocromo P450 usan un amplio
rango de compuestos exégenos y endégenos como sustratos de sus reacciones enzimaticas. Por lo
general forman parte de cadenas de transferencia de electrones con multicomponentes,
denominadas sistemas contenedoras de P450. La reaccion mas comun catalizada por el citocromo
P450 es una reaccidn monooxigenasa, es decir, la insercién de un atomo de oxigeno molecular (0%
en un sustrato orgdnico (RH) a la vez que el otro 4&tomo de oxigeno es reducido a agua.

Para que se complete la reaccion se requieren electrones, que son provistos por la coenzima
NADPH. Las monooxigenasas P450 tienen un amplio rango de substratos, pero en general, estas
enzimas metabolizan substratos lipofilicos para producir moléculas con mayor solubilidad en agua,
o bien con grupos funcionales que permiten las reacciones de conjugacién, promoviendo la
excrecion (Berge et al; 1998). Las monooxigenasas P450 estan envueltas en el metabolismo de
todos los insecticidas, permitiendo la detoxificacidn a través de la hidroxilacion alifatica del DDT,
deshidroxilacion aromatica del carbaryl y propoxur, y la epoxidacion de ciclodienos o la activacion
de organofosforados mediante reacciones de oxidacion. La elevada actividad de las

27



monooxigenasas ha sido asociada con la resistencia a piretroides en An. stephensi, An. subpictus,
An. gambiae y Cx. quinquefasciatus (Brogdon et al; 1999, Vulule et al; 1999).

Este mecanismo de resistencia metabdlica puede identificarse a través de bioensayos in vivo con
insecticidas y PBO (butdxido de piperonilo), el cual es un inhibidor de monooxigenasas del
citocromo P450. La reduccidn en la magnitud de la resistencia observada representara un indicio
de la presencia de este mecanismo de resistencia. Estudios bioquimicos in vitro comparando
niveles de estas enzimas en cepas susceptibles y resistentes actualmente son llevados a cabo en
microplacas para evidenciar sobreexpresion de monooxigenasas P450, los cuales han sido
estandarizados para diferentes especies de mosquitos vectores (Brogdon and McAllister, 1998b).
En la mayoria de los casos donde se ha asociado la actividad elevada de las monooxigenasas P450
con la resistencia a insecticidas se ha identificado la participacion de los genes P450
pertenecientes a la familia CYP6. En An. gambiae, Cx. quinquefasciatus se han identificado la
sobre-expresién de uno o varios genes pertenecientes a esta familia asociados con la resistencia a
piretroides (Nikou et al; 2003; Gong et al; 2005), asi como los pertenecientes a la familia CYP4,
CYP12 y CYP9 en otras especies de insectos.

4.5.3.3 Esterasas

Las carboxyl-esterasas son enzimas que adicionan una molécula de agua a los grupos carboxiéster,
fosforoéster y carboxilamida. Casi todos los piretroides, fosforados y carbamatos son sustratos
potenciales de esta enzima, pues contienen al menos uno de estos grupos. Se estima que en casi
90% de los casos de resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos hay niveles elevados
de estas enzimas (Hemingway and Ranson, 2000) y en menor proporcion a piretroides.

El papel de las esterasas como mecanismo de resistencia puede ser inferido mediante: 1)
deteccion de niveles elevados de productos de la hidrélisis de insecticidas en estudios de
metabolismo en insectos resistentes, 2) sinergismo de la toxicidad del insecticida en insectos
resistentes mediante el uso de inhibidores de esterasas no toxicos (TPP: 0,0,0-trifenil fosfato, DEF:
S,S,S-tributil fosforotritioato, I1BP: 0,0-bis (1-metil) s fenil metil fosforotioato) y 3) deteccién de
altos niveles de actividad de esterasas generales usando substratos simples y ensayos
espectrofotométricos de homogenizados o tejidos de insectos (Brogdon, 1989), o bien por
electroforesis y tincion de geles (Hemingway and Karunaratne, 1998). La sobreproduccion de
esterasas es una respuesta evolutiva contra la presién de seleccion por insecticidas
organofosforados y carbamatos, su presencia se ha documentado en numerosas especies de
artrépodos, incluyendo mosquitos, garrapatas, afidos y cucarachas.

El papel de las esterasas en la detoxificacidon de los piretroides ha sido poco estudiado, existen
varios reportes de la actividad intensificada de las esterasas en poblaciones de mosquitos
resistentes, entre estas Anopheles gambiae, Anopheles albimanus, Culex quinquefasciatus y Ae.
aegypti (Rodriguez et al; 2001; Flores et al; 2013). Algunos estudios han demostrado que las
esterasas tienen baja actividad catalitica sobre algunos piretroides, sugiriendo que los elevados
niveles de esterasas presentes en cepas resistentes a piretroides, podria deberse a pre-seleccion
con organofosforados (Rodriguez et al; 2002). La principal causa de la excesiva sintesis de
esterasas en insectos resistentes se debe a la amplificacion de genes dentro el genoma,
transcripcién sobre-regulada o expresidn genética alterada.
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4.5.4 Resistencia por insensibilidad en el sitio blanco

Este tipo de resistencia se atribuye a un mecanismo en el cual los sitios blancos se alteran y
disminuye la interaccidon con el toxico. Existen dos blancos principales sitios de acciéon de los
insecticidas la acetilcolinesterasa (AChE) y los canales de Na® de la membrana de las células
nerviosas.

4.5.4.1 Canal de sodio dependiente de voltaje (mutaciones tipo kdr)
Este canal es una proteina transmembranal que contiene alrededor de 2108 aminodacidos plegados

en cuatro dominios homdlogos e hidrofébicos (dominio I, II, lll, V), separados por uniones
hidrofilicas. Cada dominio se compone de seis segmentos transmembranales (S1-S6).
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Figura 9. Canal de sodio dependiente de voltaje

Fuente: Martin y Valle. The pyrethroid knockdown resistance, Capitulo de libro Instituto Oswaldo Cruz, 2012

El canal de sodio dependiente de voltaje a nivel axdnico es un sitio de accidon del DDT y los
piretroides. Mutaciones no sinénimas en la proteina transmembranal reducen la unién del
insecticida al canal, ocasionando que el canal de sodio se mantenga anormalmente abierto
permitiendo el paso de iones Na®, generando picos de actividad repetitiva en ausencia de
estimulos y un retardo en el regreso al estado de reposo. Dichos picos consisten en
despolarizaciones sucesivas durante tiempos prolongados, y es la causa del fenotipo resistente
conocido como “Kdr’ (Knockdown resistance) presentes en varias especies de insectos
(Hemingway J y Ranson. 2000, Plernsub S et al; 2016a).

Las primeras mutaciones kdr identificadas en el canal de sodio dependiente de voltaje en
poblaciones de A. aegypti de Asia y América fueron G923V, L982W, 11011M y V1016G (Brengues C
et al; 2003). Mas tarde, las mutaciones 11011V y V1016l fueron identificadas en poblaciones
latinoamericanas, F1534C, S989P y D1763Y en poblaciones asiaticas, y T1520l en India, y
recientemente, la mutacidon V410L fue identificada por primera vez en poblaciones de esta especie
en Brasil (Saavedra et al; 2007, Chang et al; 2009, Yanola et al; 2011, Srisawat et al; 2012, Yanola et
al; 2011, Kushwabh et al, 2015, Collet et al; 2016, Haddi K et al, 2017) (Figura 10).
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En cuanto a la co-ocurrencia un estudio realizado en México sugirié que la presencia de la
mutacién F1534C confirid baja resistencia a los piretroides y que esta mutacion se selecciond por
primera vez con respecto a V1016l; este estudio también indicd que esta Ultima mutacién no
puede seleccionarse en ausencia de F1534C y que la co-ocurrencia de estas dos mutaciones
confiere niveles elevados de resistencia a los piretroides (Vera-Maloof et al; 2015). Sin embargo,
con el hallazgo de una nueva mutacion (V410L) para esta especie en poblaciones resistentes a los
piretroides en México, otro estudio mas reciente del mismo equipo de investigacidon propuso dos
nuevos modelos: a) tanto las mutaciones V410L como V1016l podrian haber ocurrido
independientemente en una C1534 haplotipo y luego se convirti6 en un cis a C1534 por
recombinacidon y b) las tres mutaciones surgieron de forma independiente a muy bajas
frecuencias, y luego por dos eventos de recombinacion se produjo en un cis-disposicion (Saavedra
Rodriguez et al; 2018). En Colombia, la mutacidén V419L fue identificada recientemente en co-
ocurrencia con V1016l y F1534C en poblaciones de A. aegypti resistente a lambdacialotrina; sin
embargo, se requieren mas estudios sobre la evolucidn de estas mutaciones para generar una
mayor evidencia que corrobore el modelo propuesto en México (Granada et al; 2018).

La co-ocurrencia de mutaciones kdr también se ha asociado con altos niveles de resistencia a los
piretroides en otras poblaciones de Ae. aegypti en todo el mundo. En Asia, se ha encontrado
V1016G con S989P en Tailandia y Malasia, V1016G y F1534C en Singapur, S989P, V1016G y F1534C
en China, Tailandia, Myanmar, Arabia Saudita e Indonesia, y T1520I con F1534C en India (Yanola et
al; 2011, Kawada et al; 2014, Kushwah et al; 2015, Ishak et al; 2015, Pang et al; 2015, , Li et al;
2015, Wualiandari et a; 2015, Plernsub et al; 2016b, Al Nazawi et al; 2017). En las Américas, la co-
ocurrencia de V1016l y F1534C se ha encontrado en las islas del Caribe, México, Brasil, Venezuela
y los Estados Unidos; en Africa, se ha informado la co-ocurrencia de V10161 y F1534C en Ghana
(Kawada et al; 2014, Aponte et al; 2013, Linss et al; 2014, Alvarez et al; 2015, Chapadense et al;
2015, Dusfour et al; 2015, Bona et al; 2016, Cornel et al; 2016).

Especificamente, para Colombia se ha reportado co-ocurencia de las mutaciones V1016l, F1534Cy
V410L en las poblaciones de Meta, Antioquia y La Guajira (Granada et al; 2018) y co-ocurrencia de
las mutaciones V1016l y F1534C en las poblaciones de Atlantico, Bolivar, Cérdoba, Magdalena,
Sucre, Cesar y La Guajira con un porcentaje de co-ocurrencia de homocigotos mutantes
11016/C1534 de 5,3% (Maestre-Serrano et al; 2018).
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Figura 10. Posicion fisioldgica de las mutaciones presentes en el canal de sodio dependiente de
voltaje en Ae. aegypti

Fuente: Modificado de Du Y et al; 2016

4.5.4.2 Resistencia por reduccion de la sensibilidad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

El sitio de accion de los organofosforados y carbamatos es la enzima acetilcolinesterasa. La AChE
estd ubicada en la membrana postsindptica del nervio y tiene como funcidn hidrolizar al
neurotransmisor acetilcolina. La AChE de los insectos tiene una especificidad de sustrato
intermedio entre la AChE de los vertebrados y la butiril-colinesterasa. La forma molecular
predominante en insectos es un dimero globular anfifilico que se une a la membrana mediante un
ancla glipofilica.

Alteraciones en la AChE en insectos resistentes a organofosforados y carbamatos resulta en una
reduccion o inhibicién en la sensibilidad de la enzima por estos insecticidas. La intensidad de esta
enzima ha demostrado ser un importante mecanismo de resistencia en especies plagas y se han
identificado al menos 5 sitios mutados en el sitio de accion de la AChE.

Mutero y colaboradores, hallaron en el gen de la acetilcolinesterasa en Drosophila melanogaster 5
mutaciones puntuales asociadas con la resistencia a organofosforados y carbamatos (Mutero et al;
1994). Hasta la fecha la Unica aceticolinesterasa clonada en Cx. pipiens es la Ace2, la cual no estd
involucrada en la resistencia a insecticidas y estd ligada al sexo, por el contrario, el gen Acel es
autosdmico y confiere resistencia a insecticidas (Malcolm et al; 1998). El analisis detallado de los
perfiles de inhibicion de la AChE de A. aegypti sugiere que existe un solo locus AChE en esta
especie, por lo tanto, la resistencia basada en alteraciones de la acetil-colinesterasa podria estar
ligada al sexo. (Vaughan et al; 1997).

4.6 Tipos de resistencia

4.6.1 Resistencia cruzada

Es el fendmeno mediante el cual los insectos generan resistencia a un rango de insecticidas, los
cuales, pueden ser que nunca hayan sido expuestos. La base de la resistencia cruzada es un
mecanismo de resistencia generado por insecticidas con similares modos de accién o estructura.
La resistencia cruzada se define como la caracteristica por la cual un mecanismo confiere
resistencia a un numero de quimicos del mismo grupo, tal es el caso de las fosfodiesterasas que
brindan resistencia a varios organofosforados, o a diferentes grupos, como el gen Kdr que confiere
resistencia al DDT y a los piretroides (WHO, 1957).

4.6.2 Resistencia multiple

Se atribuye el término de resistencia multiple cuando dos o mas mecanismos de resistencia estan
operando en el mismo insecto. Cuando dos mecanismos de resistencia actian sobre un mismo
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insecticida el nivel de resistencia puede ser mucho mayor que la conferida por ambo mecanismo
independientemente. Este tipo de resistencia se encuentra a menudo en condiciones de campo,
donde los mosquitos son expuestos simultdnea o secuencialmente a diferentes insecticidas. La
resistencia multiple puede extenderse a grupos quimicos diferentes.

4.7 Bioensayos para la deteccion de la resistencia

La resistencia a insecticidas puede ser investigada, mediante la utilizacién de pruebas de
susceptibilidad a insecticidas, conocidas como bioensayos. El bioensayo es considerado como
cualquier método por medio del cual, alguna propiedad de alguna sustancia o material es medida
en términos de la respuesta bioldgica que produce.

Los bioensayos dosis-respuesta a insecticidas, se basan en exponer grupos de insectos a un rango
de dosis de insecticidas produciendo un rango de mortalidades en la muestra tratada. Al graficar
los datos de las dosis vs las mortalidades se obtiene una curva sigmoide, la cual es transformada
en una recta, al expresar la dosis en logaritmo y la mortalidad en unidades probit.

La gréfica dosis-respuesta permite establecer la dosis requerida para matar a un porcentaje dado
de individuos tratados. Generalmente las poblaciones son caracterizadas por la dosis o
concentracion letal que mata el 50% (DL50 o CL50) o0 95% (DL95 o CL95) de los individuos tratados.
La pendiente de la linea de respuesta obtenida mediante el programa Probit (Finney, 1971) es una
medida de la variabilidad de la poblacidn, una recta con una pendiente alta indicara la presencia
de una poblacidn homogénea, por el contrario, pendientes bajas indicaran heterogeneidad en la
poblacién.

Los niveles de resistencia de distintas poblaciones pueden ser comparados usando esta
metodologia mediante el calculo de la proporcién de la resistencia (RR: radio de resistencia, FR:
Fraccion de Resistencia o PR: Proporcidon de Resistencia) que corresponde a la diferencia de la
susceptibilidad entre una poblacién de campo y la cepa de referencia susceptible; la cual se calcula
mediante la relacidon CL50 de la poblacién de campo/ CL50 de la cepa susceptible, también puede
calcularse con otros valores como: CL90, CL95, DK50, TL50.

Existen varias cepas susceptibles de mosquitos mantenidas en el laboratorio sin exposicién a
insecticidas las cuales son utilizadas como cepas de referencia en los bioensayos dosis-respuestas,
pruebas bioquimicas y moleculares para deteccidn de mecanismos asociados a resistencia a
insecticidas. Para A. aegypti las cepas susceptibles mas utilizadas son la Rockefeller y la cepa New
Orleans.

Otra finalidad de los bioensayos se refiere a la deteccion de mecanismos enzimaticos asociados a
la resistencia, a través de la utilizaciéon de sinergistas, sustancias que bloquean enzimas que
ocasionan resistencia permitiendo que el insecticida actué libremente, lo cual se ve reflejado en
los valores de susceptibilidad en los insectos resistentes (OMS, 2017).
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5. HIPOTESIS

El incremento en la frecuencia de aplicacién de insecticidas quimicos debido al aumento en los
ultimos afos tanto de la incidencia de dengue como por la introducciéon de los virus chikungunya y
Zika, ha permitido desarrollar la resistencia a piretroides y en menor medida a organofosforados
en localidades de importancia epidemioldgica de la regién Caribe Colombiana, con incrementos en
las frecuencias de mutaciones kdr y sobre actividad de enzimas asociadas con la resistencia en
Aedes aegypti.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar el estado actual de la susceptibilidad a insecticidas piretroides y organofosforados, asi
como los mecanismos responsables de la resistencia en seis poblaciones de A. aegypti de la regién
Caribe Colombiana durante los afios 2017 y 2018.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar através de dosis diagnostica la susceptibilidad a piretroides y organofosforados en
las poblaciones de A. aegypti objeto de estudio, en caso de encontrar resistencia evaluar
la intensidad de esta.

2. ldentificar mecanismos enzimaticos de resistencia asociados a insecticidas de tipo
piretroide y organofosforado en las poblaciones de A. aegypti objeto de estudio.

3. Determinar el estado de las frecuencias alélica y genotipica de las mutaciones V1016l,
F1534Cy V410L en poblaciones de A aegypti objeto de estudio.

4. Evaluar la correlacion entre el fenotipo observado en los resultados de los bioensayos con
insecticidas piretroides y los genotipos Kdr en las poblaciones de A. aegypti objeto de
estudio.
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7. METODOLOGIA

7.1 Area y poblaciones de Aedes aegypti objeto de estudio

La Regidén Caribe Colombiana comprenden los departamentos de Atlantico, Antioquia (Uraba
antioqueno), Bolivar, Cesar, Cérdoba, La Guajira, Magdalena, Sucre y San Andrés y Providencia,
esta regidn cuenta con una extension de 132.297 Km” y abarca desde el noreste del Golfo de
Urabda hasta la peninsula de la Guajira y desde las estribaciones de las cordilleras Occidental y
Central, hasta las playas del mar caribe (Meisel y Pérez, 2006). Las poblaciones de A. aegypti
objeto de estudio en el presente trabajo fueron: Barranquilla y Juan de Acosta en el departamento
del Atlantico, Cartagena en Bolivar, Valledupar y Chiriguana en Cesar y Monteria en Cdrdoba
(Figura 11).

35



0 1 R 200 km
Y ]

Figura 11. Sitios de recoleccion de A. aegypti localizados en la regién caribe colombiana 1. Cesar:
a) Chiriguana, b) Valledupar; 2. Atlantico: a) Barranquilla, b) Juan de Acosta; 3. Bolivar: a)
Cartagena; 4) Cérdoba: a) Monteria.

7.1.1 Criterios de seleccion de las poblaciones de A. aegypti

e Presencia de casos de dengue en los ultimos 5 afios y de chikungunya y Zika desde su
introduccién en el pais.

e Altos niveles de infestacién del vector A. aegypti

e Fdcil acceso a los sitios de muestreo.

e Poblaciones con registro previo de linea base de susceptibilidad a insecticidas.
e Poblaciones sin registro previo de linea base de susceptibilidad a insecticidas.

7.2 Recoleccidn de cepas parentales de A. aegypti y obtencién bajo condiciones de
laboratorio de la generacion F1

Las formas inmaduras de A. aegypti fueron recolectadas en diferentes criaderos tales como:
tanques bajos, albercas, canecas plasticas/metalicas, llantas, bebederos de animales, floreros,
entre otros (Figura 12). Para su cria y mantenimiento fueron transportadas en baldes plasticos con
capacidad de 5 litros al insectario del Laboratorio de Salud Publica del Departamento del Atlantico
donde permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura (28°C + 2°C), humedad
relativa (60% + 10%) y fotoperiodo (12 horas luz: 12 horas oscuridad).
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Las larvas fueron transferidas a bandejas plasticas de 30,5 x 20 x 10 cm con agua libre de cloro y
alimentadas diariamente con alimento triturado para perro de la marca Dog Chow hasta alcanzar
su estadio de pupa. Posteriormente las pupas fueron separadas y transferidas a frascos
eclosionadores hasta la emergencia del adulto. Una vez los adultos emergieron fueron liberados
en jaulas de cria tipo Gerberg (Dimensiones: 30,5 x 30,5 x 30,5 cm). Los mosquitos macho fueron
alimentados con solucién azucarada al 10% y las hembras con fuente sanguinea cada tercer dia a
partir de sangre de ratdn (Mus muscullus) (Figura 13).

Para la obtencidn de los huevos de la generacién F1, se introdujo en las jaulas un vaso desechable
de 3,5 onzas con un tercio de volumen de agua libre de cloro y una toalla de papel absorbente en
su interior para la oviposicidn. Estas toallas fueron retiradas cada tercer dia, rotuladas con el
nombre de procedencia de la cepa, fecha y generacidn filial y mantenidas en cdmara humeda
durante 48 horas para la incubacion y secado. Posteriormente, fueron almacenadas en un
recipiente plastico hermético, hasta el momento de inundarlo nuevamente en una bandeja con
agua libre de cloro para la obtencién de larvas y mosquitos adultos utilizados en las pruebas
bioldgicas (Figura 13).

Figura 12. Recoleccién de formas inmaduras de A. aegypti
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Figura 13. Obtencidn de la generacidn F1 de A agegypti bajo condiciones ambientales controladas
de laboratorio. a) Jaulas Gerberg para cria de adultos, b) bandejas para cria de formas inmaduras,
c¢) vasos desechables para oviposturas, d) torundas de algoddn para alimentacion de adultos, e)

oviposturas.

7.3 Insecticidas, dosis y tiempos diagndsticos

Los insecticidas piretroides y organofosforados, asi como las dosis y tiempo diagndsticos que se
evaluaron a través de las metodologias del CDCy OMS se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Insecticidas evaluados mediante las metodologias CDC y OMS

Dosis diagndsticas Dosis diagndsticas

metodologia OMS metodologia CDC
. Tiempo . s Tiempo
I . . Dosis de Concentracio . L ..
Grupo Quimico Insecticidas ey Diagnostic
(%) exposicio n
n (ng/botella) °
(horas) (minutos)
Lambdacialotrin 0,03 1 10 30
Piretroides a
Deltametrina 0,03 1 10 30
Permetrina 0,25 1 15 30
Malation 0,8 1 50 30
Organofosforado Fenitrotion 1,0 2 50 30
s Pirimifos metil 0,21 1 75* 45%*
Temefos 0,012ppm(mg/L 24 - -

)
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(*) Para pirimifos metil la concentracion y el tiempo evaluado mediante la metodologia CDC fue el establecido para
Colombia por el Laboratorio de Entomologia del Instituto Nacional de Salud. Las concentraciones y tiempos diagndsticos
son los sugeridos en la guia de procedimientos de las pruebas para la vigilancia de la resistencia a los insecticidas en los
mosquitos vectores del paludismo — segunda edicidén. Ginebra: Organizacion Mundial de la Salud; 2017.

Las dosis diagndsticas que fueron evaluadas mediante la metodologia CDC fueron preparadas y
suministradas por la Red de la Vigilancia para la Resistencia a Insecticidas del Instituto Nacional de
Salud. Estas se obtuvieron a partir de insecticidas grado técnico suministrados por la casa
comercial Chem Service®; los insecticidas y su pureza se indican a continuacién: malation (99,4%),
pirimifés-metil (99,5%), fenitrotion (99%) y temefos (97.7%) (organofosforados) y lambdacialotrina
(99,1%), deltametrina (99%) y permetrina (99%) (piretroides).

Los kits OMS y los papeles impregnados con insecticida fueron importados desde la Universidad de
Ciencias de Malasia (University Sains Malaysia), quien actualmente es una de las instituciones
autorizadas por la OMS para su elaboracion y suministro.

7.4 Bioensayos

7.4.1 Pruebas biologicas OMS en larvas de A. aegypti

Los bioensayos para temefos fueron realizadas siguiendo la metodologia recomendada por la OMS
(1981).

Cada prueba consistid en cuatro réplicas del tratamiento y un control. Cada réplica, asi como los
controles consistieron en un vaso de precipitado de vidrio de 150 ml provisto con 99 ml de agua
destilada. A cada uno de los vasos tratamientos se les adicioné 1 ml de temefos a una
concentraciéon de 1,2 ppm para obtener una concentracion final de 0,012 ppm. A los vasos control
se les adiciond solo el diluyente, es decir 1 ml de etanol absoluto. En los dos casos la mezcla fue
homogenizada mediante agitacién manual y posteriormente fue mantenida en reposo
aproximadamente durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo fueron transferidos tanto a los
vasos tratamiento como al vaso control entre 20 y 25 larvas de |l estadio tardio de las cepas de
campo y Rockefeller respectivamente, durante cada bioensayo fue controlada la temperatura de
las soluciones (28°C +2) para evitar la muerte de las larvas por shock térmico. La lectura de
mortalidad fue realizada a las 24 horas post-exposicidn, donde se consideraron larvas muertas
aquellas con ausencia de respuesta al estimulo dorsal, con incapacidad de ascender a la
superficie y de llegar al fondo del vaso o con presencia de necrosamiento (OMS 1981). Todos
los datos de la prueba se consignaron en formatos validados por el laboratorio de
entomologia médica del Instituto Nacional de Salud (Figura 14) (Anexo 1).

30min

20-25L 1 1ml etanol
iml
temefds
1,2ppm
- - -
' ' m l ggii” | l 99ml I

l 99ml I ﬁ 99ml
Control

Replica 1 Replica 2 Replica 3 Replica 4
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Figura 14. Bioensayo OMS para temefos con larvas de Ae. aegypti

7.4.2 Pruebas biologicas OMS con adultos de A. aegypti

Las pruebas fueron realizadas siguiendo la metodologia propuesta por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS, 2017). Para la preparacién del bioensayo fue empleado el kit de la OMS de la
siguiente forma: los 4 tubos de exposicion marcados con un punto rojo fueron cubiertos
internamente con el papel impregnado del insecticida evaluado, los 2 tubos control marcados con
un punto blanco fueron cubiertos con el papel control impregnando de aceite y los 6 tubos de
mantenimiento marcados con un punto verde fueron cubiertos internamente con hojas de papel
blanco (Figura 15).

Cada prueba consistido en cuatro repeticiones y dos controles. Para el desarrollo de la prueba
fueron trasferidos con un aspirador bucal a los 6 tubos de mantenimiento entre 20 a 25 hembras
sin alimentar de 3 a 5 dias de emergidas de la cepa a evaluar; transcurrida 1 hora de reposo, estos
mosquitos fueron transferidos a los 4 tubos de exposiciéon y a los 2 tubos control mediante el
desplazamiento de la corredera que separaba los dos tubos.

Finalizado el tiempo de exposicion (Tabla 1), todos los mosquitos fueron trasladados a los tubos de
mantenimiento, en los cuales permanecieron durante 24 horas, bajo condiciones controladas de
temperatura (2612°C) y humedad relativa (80-85%) y alimentadas con solucidn azucarada al 10%.
Después de este tiempo se realizd la lectura de mortalidad, la cual consistiéo en contabilizar los
individuos muertos, es decir los mosquitos que no registraron actividad bioldgica evidente como
volar, caminar o alimentarse (OMS, 2017).

Posteriormente, los mosquitos vivos (resistentes) y muertos (susceptible) fueron retirados del
tubo de observacidon y empacados de forma individual en viales de 0,5 ml con un orificio en la tapa
y dispuestos en bolsas de cierre hermético con silica gel. Tanto el vial como la bolsa fueron
rotulados y conservados a -70°C para la posterior genotipificacién de las mutaciones V1016,
F1534Cy V410L.

Los controles consistieron en papeles impregnados con aceite de oliva para los insecticidas
organofosforados y aceite de silicona para los piretroides (OMS, 2017). Los datos de cada
bioensayo fueron registrados en formatos previamente validados por el laboratorio de
entomologia del Instituto Nacional de Salud (Anexo 2).
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Fuente: (OMS, 1981)

Figura 15. Tubo de exposicién y de reposo, utilizados en las pruebas biolégicas OMS.

7.4.3 Pruebas bioldgicas CDC con adultos de A. aegypti

Los bioensayos fueron realizados siguiendo la metodologia del CDC con botellas impregnadas
propuestas por los Centros de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) en Atlanta, Estados
Unidos (Brogdon y Chan 2011).

Cada bioensayo consistié en cuatro botellas tratamientos y un control tanto para la cepa de campo
como para la cepa de referencia Rockefeller. Para el desarrollo de las pruebas se utilizaron botellas
de vidrio marca Wheaton transparente con tapa rosca de 250 ml de capacidad, lavadas vy
esterilizadas previamente. A cada botella se le adiciond 1 ml de la dosis diagndstica del insecticida
a evaluar (Tabla 1); posteriormente, la botella fue tapada y rotada en diferentes direcciones hasta
lograr que el quimico se distribuyera de manera homogénea en la superficie interna de la botella
incluyendo la tapa. Una vez realizado este proceso las botellas fueron destapadas y se continuaron
rotando hasta que el insecticida quedo completamente seco. Seguido a esto las botellas fueron
dejadas durante 24 horas en un lugar oscuro protegiendo el insecticida de la degradacién por
efecto de la luz hasta la realizacién del bioensayo.

Para el desarrollo del bioensayo, fueron transferidos a cada botella impregnada con un aspirador
bucal entre 20 y 25 hembras adultas de la generacién F1, de 3 a 5 dias de emergidas y alimentadas
previamente con solucién azucarada al 10%; después de este procedimiento la botella fue tapada
y dispuesta horizontalmente para realizar lecturas cada 15 minutos hasta el cumplimiento del
tiempo diagndstico (Tablal). Los mosquitos fueron clasificados como fenotipicamente resistentes
(R) o susceptibles (S) a cada insecticida piretroide evaluado basados en el tiempo diagndstico. Los
ejemplares fueron sacrificados en frio a -80°C y en empacados de forma individual en viales de 0,5
ml con un orificio en la tapa para ser dispuestos en bolsas de cierre hermético con silica gel. Tanto
el vial como la bolsa fue rotulada y conservada a -70°C para la posterior genotipificacidon de las
mutaciones V1016l, F1534Cy V410L.

Los criterios para determinar el efecto derribe o la mortalidad de los mosquitos durante su
exposicién al insecticida, se basaron en las siguientes caracteristicas observadas: mosquitos
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incapaces de volar, de sostenerse al rotar la botella o caidos con el dorso hacia la superficie de la
botella.

En todos los casos se realizé correccién por férmula de Abbott, cuando se encontré en el control
mortalidad entre el 5% y el 20% y se invalidd el bioensayo cuando la mortalidad superé el 10%.

Los resultados de los bioensayos fueron registrados en formatos disefiados para tal fin, donde se
consignaron variables tales como: fecha y hora de realizacion de la prueba, humedad,
temperatura, fecha de impregnacion de las botellas, nimero de veces de utilizacién de las botellas
y numero de hembras introducidas por botella (Anexo 3).

En las poblaciones donde se registré resistencia a dosis y tiempo diagndstico a través de la
metodologia CDC, se determiné la intensidad de la resistencia mediante el desarrollo de nuevos
bioensayos que consistieron en evaluar dos (2X), cinco (5X) o diez (10X) veces la concentracion
diagndstica o discriminante con el fin de obtener informacion atil acerca de la intensidad de la
resistencia, o la “fuerza” con que se expresa el fenotipo (o los fenotipos) de resistencia estudiados,
informacidn que se puede usar para la toma de decisiones operativas (OMS, 2017).

Figura 16. Bioensayos de botellas con adultos de Ae. aegypti

7.4.4 Pruebas bioquimicas para la evaluacion de niveles de actividad enzimdtica

La determinacién de actividad enzimatica se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Valle
et al (2006), la cual consistié en la medicion de las densidades dpticas a longitudes de onda
predeterminadas a través de un lector de ELISA (Multiskan™-Thermo Fisher Scientific®). Las
enzimas evaluadas fueron: oxidasa de funcién mixta, acetilcolinesterasas, a y B-esterasas, pNPA
esterasas y glutatidn s-transferasas. Las pruebas bioquimicas fueron realizadas tanto para adultos
como para larvas, para larvas fueron evaluadas las poblaciones que durante las pruebas bioldgicas
arrojaron resultados compartibles con resistencia. Para el desarrollo de esta prueba se utilizaron
40 hembra F1, sin alimentar, de un dia de emergidas y 40 larvas de |l estadio tardio — IV estadio
temprano generacién F1, asi como 5 mosquitos hembra y 5 larvas de la cepa Rockefeller todas
previamente conservadas a -70°C.

Conservando la cadena de frio, los mosquitos hembra/larva de las poblaciones de campo y
Rockefeller fueron empacadas individualmente en viales de 1,5 ml y marcados del 1 al 45. Cada
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hembra/larva fue homogeneizado en 30 pl de agua destilada durante 5 o 10 segundos con un
macerador eléctrico y posteriormente fue adicionado 270 pl de agua destilada para un volumen
final de 300 pl.

Posteriormente, cada una de las muestras fue centrifugada a 12.000 rpm durante 60 segundos y
distribuida por duplicado en microplacas de 96 pozos. Cabe resaltar que para las pruebas de
acetilcolinesterasas y oxidasas de funcidon mixta las muestras fueron servidas sin ser centrifugadas.

A continuacién, se describe brevemente la metodologia para la evaluacidon de cada una de las
enzimas.

7.4.4.1 Evaluacion de acetilcolinesterasas (ACE)

Para esta prueba se prepararon dos placas, una para cuantificar la actividad total de Ia
acetilcolinesterasa (AChE) en el homogeneizado de mosquito/larva y otra para medir la actividad
de acetilcolinesterasa en presencia de un inhibidor (AChl).

En la primera placa se adiciond 25 pl del homogeneizado del mosquito/larva por duplicado,
adicionalmente se adiciond 100 ul de acetilcolina iodada como control positivo y una solucién
amortiguadora fosfato como control negativo y finalmente se adiciond en toda la placa 100 pl de
DNTB y se realizd la lectura de las absorbancias a 405 nm durante 1 hora.

En la segunda placa se adiciond 25 ul del homogeneizado del mosquito/larva por duplicado, se
adiciond ademas acetilcolina iodada en presencia de propoxur y posteriormente 10 ul de DTNB en
cada uno de los pozos de la microplaca; como control negativo se agregd 100 pl de solucién
amortiguadora de Triton/Na fosfato y finalmente se realizé la lectura de las absorbancias a 405 nm
durante 1 hora.

7.4.4.2 Evaluacién de Oxidasas de Funcion Mixta (OFM)

Para esta prueba, a los 20 pl de homogeneizado de mosquito/larva se le adiciond 60 pl de buffer
fosfato de potasio, después 200 ul de TMBZ/Na acetato y 25 ul de perdxido de hidrégeno al 3%
como sustrato. Como control positivo se adicionéd 25 upl de citocromo C en una solucién
amortiguadora de acetato de sodio (250 mM, pH 5) y como control negativo se adiciond 20 pl de
fosfato de potasio (pH 7,2 a 90nM). La incubacidn se realizd a temperatura ambiente y protegida
de la luz durante 90 minutos y la lectura de las absorbancias se hizo a 650 nm.

7.4.4.3 Evaluacion de a y 8 esterasas

Para esta prueba, a los 10 pl de homogeneizado de mosquito/larva se le adicioné como sustrato
200 ul de a-naftil acetato/ B- naftil acetato segun la enzima a evaluar. Como control positivo se
utilizé 10 pl de a-naftol/ B-naftol a 0,5 pg/ul y como control negativo se adiciond 10 pul de agua.
Después de incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos se agregd 50 pl de Fast Blue en
cada uno de los pozos incluyendo los controles. Luego se incubd a temperatura ambiente durante
5 minutos y la lectura de las absorbancias se realizd a 570 nm.

7.4.4.4 Evaluacion de pNPA esterasas
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Para esta prueba a los 10 pl de homogeneizado de mosquito/larva se le adicioné como sustrato
200 pl de pNPA/Na fosfato. Como control negativo se adiciond 10 pl de agua vy la lectura de las
absorbancias se realizé por 2 minutos en intervalos de 15 segundos a 405 nm.

7.4.4.5 Evaluacion de Glutation S-transferasas (GST)

Se adiciond 15 pl de homogeneizado de mosquito/larva por duplicado en una microplaca, luego se
agregd 195 pl de glutatién reducido (GSH) GSH/CDNB (0,065 g de GSH disueltos en 20 ml de buffer
fosfato de potasio a un pH de 6,5), luego se agregd la solucién de cloro-dinitrobenzeno (CDNB)
disuelto en 1 ml de metanol. Posteriormente, se realizd la lectura de las absorbancias a 340 nm
durante 20 minutos en intervalos de 1 minuto.

7.4.4.6 Evaluacion de proteinas totales

En esta prueba, a los 10 pl de homogeneizado de mosquito/larva servida por duplicado, se le
agregd 300 pl de protein assay (Bio Rad) en cada uno de los pozos. Como control positivo se
adicion6 10 pl de Albumina Sérica Bovina (BSA) (1 pg/ul) y como control negativo se adiciond 10 pl
de agua. Posteriormente, se realizo la lectura de las absorbancias a 620 nm durante 3 a 5 minutos
(Figura 17 h). Es un procedimiento que permite determinar por colorimetria la concentracién de
solubilizado de proteina total, a partir de la adicién del reactivo protein assay (Bio-Rad) en cada
una de las muestras, con el fin de conocer si existian diferencias significativas de tamafo corporal
entre poblaciones y realizar la correccion para los valores de densidad dptica de las enzimas
evaluadas (Brogdon W 1984a, b).

7.5 Identificacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las mutaciones V1016,
F1534Cy V410L y su asociacion con mosquitos resistentes a piretroides

A través de la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real se realizo la
detecciéon de las mutaciones V10161, F1534C y V410L en el gen del canal de sodio dependiente de
voltaje. Para esto se selecciond entre 40 y 50 mosquitos parentales FO de A. aegypti de cada
poblacién de estudio, asi mismo se realizd la identificacion de las mutaciones V1016l, F1534C y
V410L a la totalidad de los mosquitos que a través de las metodologias OMS y CDC fueron
fenotipicamente resistentes (R) y a una muestra de 30 seleccionada aleatoriamente de los
mosquitos que fueron fenotipicamente susceptibles (S) a los piretroides lambdacialotrina,
deltametrina y permetrina.

La extraccion de ADN se realizé empleando el Kit Extracta™ de Quanta Biosciences. Los mosquitos
fueron individualizados en viales estériles de 0,2 ml; a cada vial se le adiciond 25 ul de buffer de
extraccion y se incubd a 95 °C durante 30 min en un termociclador CFX 96 Touch™ Real-Time
System C1000 de BioRad, finalizado este tiempo de incubacidn, se adiciond 25 ul de buffer
estabilizador. Las muestras de ADN fueron cuantificadas en un espectofotémetro NanoDrop™
2000/2000c ThermoFisher Scientific.

Las PCR se realizaron en un termociclador CFX96 Real-Time System C1000 de Bio-Rad. La
determinacidn del genotipo para los locus 1016, 1534 y 410 se realizé mediante andlisis de curvas
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de melting. Para la amplificacién de la mutacidon V1016l en el exdn 21 del gen para del canal de
sodio dependiente de voltaje, se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por Saavedra-
Rodriguez et al (2007; el volumen final de reaccién fue de 20 ul y contenia los siguientes reactivos:
10 pl de iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad 170-8880), 0,6 pl de cada uno de los cebadores
V1016f, 11016f e 11016r (Tabla 2) y 3 ul de plantilla de ADN. Las reacciones de amplificacion se
realizaron de acuerdo con el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de desnaturalizaciéon a 95°C
durante 5 minutos, 40 ciclos a 95°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 2
minutos. Se realizé un ciclo final a 72°C durante 10 minutos.

La identificacién de la mutacién F1534C se realizé siguiendo la metodologia descrita por Yanola et
al (2011); el volumen final de reaccién fue de 20 pl y contenfa: 10 ul de iQ™ SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad 170-8880), 1 ul de cada uno de los cebadores F1534f y C1534r y 0,33 ul de los
cebadores C1534f (Tabla 2) y 2 pl de plantilla de ADN. Las reacciones de amplificacidn se realizaron
con el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 4 minutos, 35
ciclos a 95°C durante 1 minuto, 57°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos. Se realizdé un
ciclo final a 72°C durante 4 minutos.

La identificacién de la mutacién V410L se realizé siguiendo la metodologia descrita por Haddi et al
(2017) y consistié en 10 ul de iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad 170-8880), 0,1 pl de cada uno
de los cebadores L410f y V410f, 0,2 ul del cebador L410r (Tabla 2) y 0,5 o 1,0 ul de plantilla de
ADN. Las reacciones de amplificacién fueron realizadas con el siguiente perfil térmico: un ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95°C durante 3 minutos, 39 ciclos a 95°C durante 10 segundos, 95°C
durante 10 segundos y 60°C durante 10 segundos. Se realizé un ciclo final a 72°C durante 30
segundos.

Como controles positivos fueron usados mosquitos homocigoto-recesivos (mutantes) para las
mutaciones V1016, F1534Cy V410L donados por el laboratorio de entomologia del CDC.

Tabla 2. Secuencias de primers usados para la genotipificacion de las mutaciones kdr

Mutacién Primer Secuencia (5" -3")

V1016(f) 5-CGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG-3’
vio1el 11016(f) 5'-GCGGGCACAATTGTTTCCCACCCGCACTGA-3’

11016(r) 5'-GGATGAACCGAAATTGGACAAAAGC-3’

C1534(f) 5’-GCGGGCAGGGCGGCG GGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG-3’
F1534C F1534(f) 5'-GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT-3’

F1534(r) 5"-TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT-3’

V410(f) 5’- GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCGTG-3’
V410L L410(f) 5- GCGGGCATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCATT-3’

L410(r) 5-TTCTTCCTCGGCGGCCTCTT-3'

45



7.6 Analisis de resultados

7.6.1 Pruebas biologicas OMS para larvas de A. aegypti

Los resultados de la evaluacién de la susceptibilidad de larvas de Ae. aegypti a temefos se
interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios establecidos por la OMS (2016): mortalidades
entre el 99-100% indican susceptibilidad, entre el 80-98% sugiere tolerancia que necesita
verificacion y mortalidades menores al 90% indican resistencia.

La mortalidad de la poblacién evaluada fue calculada sumando el numero total de larvas muertas
dividido el nUmero total de larvas expuestas en las 4 réplicas, expresandolo como porcentaje asi:

% de mortalidad observada =Total de larvas muertas/Total de larvas expuestos x 100

Cuando en el control se registr6 mortalidad mayor al 10%, se invalidé el bioensayo y cuando la
mortalidad se encontré entre el 5% y el 10% se corrigié la mortalidad observada en las réplicas
tratamiento, aplicando la férmula de Abbott:

% de mortalidad corregida = (% mortalidad observada — % mortalidad control) / (100 — %
mortalidad control) x 100.

Se obtuvieron los promedios de porcentaje de mortalidad en cada una de las poblaciones y sus
respectivos intervalos de confianza al 95%. Se realizé una prueba de Shapiro Wilk para determinar
normalidad y una prueba de Kruskal-Wallis para establecer si habia diferencias significativas en los
promedios de mortalidad entre las poblaciones. Posteriormente, se aplicaron pruebas no
paramétricas de comparacion multiple. Los niveles de significancia para cada uno de los casos se
establecieron en p<0,05. Para el andlisis de estos resultados se utilizé el programa SPSS version 25.

Adicionalmente se realizé una regresidon lineal para analizar la relacion entre la actividad
enzimatica de cada enzima evaluada y la mortalidad a dosis diagnostica de temefos para las tres
poblaciones fenotipicamente resistentes, utilizando el software Graphpad Prism versidn 8.

7.6.2 Pruebas biolégicas OMS, CDC e intensidad de resistencia

Los resultados de las pruebas bioldgicas con mosquitos adultos se clasificaron de acuerdo con lo
establecido en la guia de la OMS (2017) donde mortalidades entre el 98-100% indican
susceptibilidad, mortalidades entre 90-97% sugieren posible desarrollo de resistencia que necesita
ser confirmada y mortalidades menores a 90% indican resistencia.

Para las pruebas biolégicas OMS con mosquitos adultos el porcentaje de mortalidad fue calculado
a las 24 horas post-exposicién y en el caso de los bioensayos CDC, el porcentaje de mortalidad fue
calculado al tiempo diagndstico establecido para cada insecticida evaluado.

La mortalidad fue calculada sumando el nimero total de mosquitos muertos en todas las réplicas
dividido el niumero total de mosquitos expuestos y expresandolo en porcentaje asi:

% de mortalidad observada =Total de mosquitos muertos/Total de mosquitos expuestos x 100
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En cuanto al control si la mortalidad fue del 20% o mayor la prueba fue desechada y si fue entre
5% y 20%, fue corregida aplicando la formula de Abbott asi:

% de mortalidad corregida = (% mortalidad observada — % mortalidad control) / (100 — %
mortalidad control) x 100

Intensidad de resistencia: Los resultados de intensidad de resistencia fueron interpretados segun
la Guia de la OMS (2017)

7.6.3 Pruebas bioquimicas para la evaluacion de niveles enzimadticos

Una vez obtenidos los valores de absorbancia de las réplicas de cada mosquito, estos fueron
procesados en bases de datos de Excel donde se calculd el promedio y la desviacion estandar de
los valores de absorbancia de las repeticiones para cada mosquito, con el fin de expresar estos
valores en actividad enzimatica los datos fueron procesados y corregidos de acuerdo con: el
volumen de homogeneizado de cada mosquito, la cantidad de proteinas totales de cada mosquito
y la unidad de actividad consideradas para cada enzima de acuerdo con el protocolo (Valle D et al;
2006).

Se determind el punto de corte para la cepa susceptible Rockefeller a partir de la determinacién
del percentil 99 de absorbancia para cada enzima. El porcentaje de individuos de las cepas de
campo que sobrepasaron estos puntos de corte, permitieron clasificar los niveles enzimaticos
segln el criterio propuesto por Montella y colaboradores (2007): <15% no alterada, 15-50%
incipientemente alterada y >50% alterada.

Se construyeron graficos de cajas y bigotes para visualizar la distribucion de los datos de cada
poblacién y compararla con las demas poblaciones, facilitando la comparacion directa de la
actividad enzimatica entre las poblaciones, incluyendo la cepa de referencia Rockefeller. En el
grafico de diagrama de caja y bigotes, la linea dentro del cuadro indica la mediana, los limites del
cuadro representan los cuartiles superior e inferior los cuales encierran la mitad central de la
poblacion (25%-75%) y las lineas verticales fuera de la caja exhiben los limites superior e inferior
de la distribucion.

Una vez obtenidos los valores de actividad enzimdtica para cada una de las enzimas se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
y posteriormente se llevd a cabo una comparacién miultiple de madias de Tukey con un nivel de
significancia (p< 0,05), con el fin de identificar las poblaciones con diferencias estadisticamente
significativas. Las comparaciones se realizaron entre los individuos de cada poblacién contra los
pertenecientes a la cepa de referencia Rockefeller. Los anteriores analisis se realizaron utilizando
el software Graphpad Prism versién 8.

Adicionalmente se realizd una regresién lineal para analizar la relacidon entre la actividad
enzimatica de cada enzima evaluada y la mortalidad a dosis diagnostica para cada insecticida en
las 6 poblaciones evaluadas, utilizando el software Graphpad Prism version 8.
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7.6.4 Identificacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las mutaciones V1016,
F1534Cy vV410L

Los resultados se obtuvieron usando el programa Precision Melt Analysis Software™ de Bio-Rad y
fueron interpretados de la siguiente forma: Para la mutacion V1016l, un pico a 77°C correspondio
a un homocigoto mutante (I/1), un pico a 82°C correspondié a un homocigoto silvestre (V/V) y dos
picos uno a 77°C y otro a 82°C correspondid a un heterocigoto (V/1) (Figura 18 a). Para la mutacion
F1534C, un pico a 82°C correspondié a un homocigoto mutante (C/C), un pico a 78°C correspondid
a un homocigoto silvestre (F/F) y dos picos uno a 78°C y otro a 82°C correspondié a un
heterocigoto (F/C) (Figura 18 b). Para la mutacion V410L, un pico a 80°C correspondié a un
homocigoto mutante (L/L), un pico a 83°C correspondié a un homocigoto silvestre (V/V) y dos
picos uno a 80°C y otro a 83°C correspondid a un heterocigoto (V/L) (Figura 18 c).

A partir de los mosquitos parentales (FO) de las poblaciones de estudios se calcularon las
frecuencias alélicas para 11016, C1534 y L410 utilizando la siguiente ecuacién:

n heterocigotos + 2 (n homocigotos)

2 (total n mosquitos analizados)

Las frecuencias genotipicas para Viois/Viois, Fissa/Fissa, Vaio/Vaio, li016/11016r Cis3a/Cissa, Laro/Latos
V1016/|10161 F1534/C1534, V410/L410 fueron calculadas de la Siguiente forma:

n mosquitos con el genotipo a calcular

n total mosquitos analizados

Se uso el principio de Hardy-Weinberg: p2 + 2pq + g2 = 1, donde p es el nimero de homocigotos
silvestre, pq la frecuencia de heterocigotos y q la frecuencia de homocigotos mutantes.

Homocigotos silvestres Vig16/Vio1s, Fis3a/Fisaa, Vaio/Vaio €sperados =p2(n)
Heterocigotos Vigie/l1o16, Fis3a/Cissa, Vaio/Laro €Sperados = 2pq(n)
Homocigotos mutantes lyg16/11016, C1534/Cis3a, La1o/Laro €Sperados = g2(n)

Se determind si las poblaciones se encontraban en Equilibrio Hardy-Weinberg utilizando la prueba

de Chi cuadrado XZ

"

> fo-rfe)
I(Tu/(‘ =Z( 0 / )—

fo :Frecuenciadel valor observado.

fo :Frecuencia del valor esperado.

Si el valor de XZ calculado fue < Xz tabulado (1gl) =3.84 y una P<0,05 se acept6 la Ho: la cual nos

dice que la poblacidn de estudio se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg, de lo contrario si XZ
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calculado fue 2 Xz tabulado se aceptd la Ha: la cual nos dice que la poblacidn de estudio no se
encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg

Se calculé adicionalmente el coeficiente de endogamia mediante la siguiente férmula:
FIS = 1- (Hobs/Hexp)

Donde: Hobs es el nimero de heterocigotos observados y Hexp el nimero de heterocigotos
esperados, si Fis fue mayor significativamente a 0 se consideré exceso de homocigotos v si Fis fue
menor a 0 significativamente se considerd exceso de heterocigotos en la poblacién, con una
significacion de (p< 0,05). Adicionalmente se determinaron las frecuencias de los genotipos tri
locus en las poblaciones de estudio y se establecid su predominancia.

7.6.5 Asociacion de las mutaciones Kdr V10161, F1534C, V410L con resistencia a
piretroides

A partir de los mosquitos F1 expuestos a lambdacialotrina, deltametrina y permetrina mediante
las metodologias CDC y OMS, se probd a través de una tabla de contingencia (2 x 2) la asociacion
entre los fenotipos resistentes y susceptibles y los genotipos homocigoto mutante, homocigoto
silvestre y heterocigoto en cada locus por separado (1016,1534 y 410) usando el software
estadistico OpenEpi version 3.0 (https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm), asi
mismo, para la establecer la correlacidon fenotipo-genotipo tri locus se realizaron tablas de
contingencia utilizando el Software: Graphpad Prism versién 8.
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Figura 18. Representacion de las curvas de melting para las mutaciones V1016l, F1534Cy V410L
a) Representacion de las curvas de melting para la mutacién V10161
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b) Representacion de las curvas de melting para la mutacion F1534C
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8. RESULTADOS

8.1 Pruebas bioldgicas OMS para larvas de A. aegypti

Las poblaciones de Barranquilla (100%), Cartagena (100%) y Monteria (100%) registraron
mortalidades compatibles con susceptibilidad al temefos; mientras que las de Chiriguana (92%),
Juan de Acosta (87%) y Valledupar (92%), sugirieron tolerancia que necesita verificacién. Se
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones evaluadas, especificamente entre Ia
poblacién de Juan de Acosta y las demas poblaciones (p<0,05) (Figura 19).

Temefos (0,012 ppm)

*

Annnd L
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% de mortalidad
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204

Poblaciones

Figura 19. Porcentajes de mortalidad de larvas de A. aegypti expuestas a la concentracion
diagnédstica de temefos (0,012 ppm). Asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

8.2 Pruebas bioldgicas OMS, CDC e intensidad de resistencia

Se evaluaron mediante la técnica OMS, 589 hembras para lambdacialotrina, 596 para
deltametrina, 576 para permetrina, 582 para fenitrotién y 574 para pirimifés-metil. Se observé
resistencia a lambdacialotrina y permetrina en las seis poblaciones evaluadas siendo Monteria la
mas resistente con porcentajes de mortalidad de 43,3% y 24% respectivamente y Cartagena la
menos resistente con porcentaje de mortalidad de 86,4% y 77,6% respectivamente. Asi mismo,
para deltametrina se observé susceptibilidad en las poblaciones de Juan de Acosta (98%) y
Barranquilla (100%) y posible desarrollo de resistencia en Valledupar y Monteria con porcentajes
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de mortalidad de 96,8% y 93,2% respectivamente (Figura 20, Tabla 4). Para los organofosforados
se observo resistencia a pirimifés metil en todas las poblaciones donde Cartagena (71,3%) mostré
ser la menos resistente y Valledupar (82%) la mas resistente, para malation los resultados no
fueron incluidos debido a resultados de resistencia en todas las poblaciones evaluadas incluida la
cepa de referencia, lo cual se asocid a problemas de calidad o conservacidn de los papeles y para
fenitrotion se encontrd susceptibilidad con porcentajes de mortalidad del 100% en todas las
poblaciones evaluadas con excepcién de Juan de Acosta (75%) la cual registré resistencia.

Adicionalmente, a través de la técnica CDC fueron evaluadas 606 hembras de A. aegypti F1 para
lambdacialotrina, 608 para deltametrina, 608 para permetrina, 552 para malatién, 544 para
fenitrotion y 570 para pirimifés metil. Se observd resistencia a lambdacialotrina para las
poblaciones de Barranquilla (79,6%), Chiriguana (83,5%), Juan de Acosta (71,6%) y Monteria (35%),
adicionalmente se registrd susceptibilidad para este mismo insecticida en las poblaciones de
Cartagena y Valledupar con porcentajes de moralidad de 98% y 100% respectivamente.
Igualmente, se observd para deltametrina mortalidades del 100% en todas las poblaciones
evaluadas y resistencia para permetrina en las poblaciones de Juan de Acosta (80%), Monteria
(69%) y Barranquilla (64%) y porcentajes de mortalidad de 100% compatibles con susceptibilidad
en las poblaciones de Cartagena, Chiriguana y Valledupar (Figura 21 a, b y c). En cuanto a los
organofosforados se observd para malation susceptibilidad del 100% en todas las poblaciones
evaluadas, para fenitrotion se encontré susceptibilidad para Cartagena (98,6%), Chiriguana
(98,8%) y Juan de Acosta (100%), resistencia para Barranquilla (55%) y Valledupar (50,5%) y
posible resistencia en Monteria (90,1%), para pirimifdos metil se encontré susceptibilidad para
todas las poblaciones evaluadas excepto Barranquilla (23%) donde el porcentaje de mortalidad
obtenido evidencio resistencia (Figura 22 a, b y c).

24 horas Post-exposicién

100+

80- i I * *

60+ .]. I _]_ 3 Lambdacialotrina (0,03%)

i 0,
= Deltametrina (0,03%)

40+ i
3 Permetrina (0,25%)

% de mortalidad

201

Figura 20. Resultados de bioensayos realizados con hembras de A. aegypti F1 expuestos a
insecticidas piretroides mediante la técnica OMS. El porcentaje de mortalidad se registré a las 24
horas post-exposicion. Criterios de interpretacion recomendado por la OMS: susceptibilidad=
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mortalidad entre 98-100%. Posible resistencia que necesita ser confirmada= mortalidad entre 90-
97%. Resistencia= mortalidad <90%.
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Tabla 4. Porcentajes de mortalidad de adultos de A. aegypti de las 6 poblaciones evaluadas para dosis diagnosticas de diferentes insecticidas

empleando las metodologias OMS y CDC.

Poblaciones
Rockefeller Barranquilla Cartagena Chiriguana Juan de Acosta Monteria Valledupar
CDC
- (min) () % (M % (0 % (n) % () % % (%
Insecticida (ug/botella)
Lambdacialotrina 10 30 100 100 103 = 79,61 98 100 103 83,49 102 71,56 100 35 100 100
Piretroides Deltametrina 10 30 100 100 103 100 106 100 100 100 102 100 97 100 100 100
Permetrina 15 30 100 100 100 64 108 100 100 100 100 80 100 69 100 100
Malation 50 30 100 100 80 100 91 100 96 100 100 100 96 100 83 100
Organofosforados Fenitrotion 50 30 100 100 100 55 73 98,6 86 98,8 103 100 91 90,1 91 50,54
Pirimifos metril 75 45 100 100 100 100 74 100 116 100 100 100 84 100 96 100
OoMS
Concentracion  Tiempo
n % n % n % n % n % n % n %
Insecticida (%) exp (hora) () ° (n) ° () ’ (n) ’ (n) ° (n) ’ () ’
Piretroides Lambdacialotrina 0,03% 1 100 100 100 84 88 86,36 97 58,76 101 75,24 97 43,29 81 80,24
Deltametrina 0,03% 1 100 100 100 100 91 87,91 86 86,04 112 98 103 93,2 94 96,8
Permetrina 0,25% 1 100 100 100 47 107 77,57 86 57,47 96 58,33 100 24 93 66,66
Organofosforados Fenitrotion 1.0 2 100 100 100 100 92 100 100 100 96 75 92 100 102 100
Pirimifos metril 21,00% 1 100 100 100 80 94 71,27 100 83 106 76,41 74 78,37 100 82

(n) nimero de individuos evaluados % porcentaje de mortalidad, DD dosis diagnostica, TD tiempo diagnostico
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Figura 21. Resultados de bioensayos realizados con hembras de A. aegypti F1 expuestas a piretroides
mediante la técnica CDC. El tiempo diagndstico para los tres insecticidas fue 30 minutos. Criterios de
interpretacion recomendado por la OMS: susceptibilidad =mortalidad entre 98-100%. Posible resistencia
que necesita ser confirmada = mortalidad entre 90-97%. Resistencia= mortalidades <90
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Figura 22. Resultados de bioensayos realizados con hembras de A. aegypti F1 expuestos a insecticidas
organofosforados mediante la técnica CDC. El tiempo diagndstico para los tres insecticidas fue 30 minutos.
Criterios de interpretacion recomendado por la OMS: susceptibilidad =mortalidad entre 98-100%. Posible
resistencia que necesita ser confirmada= mortalidad entre 90-97%. Resistencia= mortalidades <90%.

En las poblaciones donde se evalud la intensidad de resistencia se observaron mortalidades del
100% al tiempo diagndstico a la concentracién (2x) dos veces la dosis diagndstica recomendada
para lambdacialotrina (20pg/botella) y permetrina (30ug/botella) (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de A. aegypti expuestos a 1x y 2x la dosis diagndstica de
lambdacialotrina y permetrina

1xDD 2xDD
10pg/botella 20pg/botella
Insecticida Poblacion
n Mortalidad (%) n Mortalidad (%)
Barranquilla 103 76,61 100 100
Lambdacialotrina Chiriguana 103 83,49 100 100
(DD:10ug/botella, TD:
30min) Juan de acosta 102 71,56 100 100
Monteria 100 35,0 100 100
15ug/botella 30ug/botella
Insecticida Poblacion
N Mortalidad (%) n Mortalidad (%)
Barranqui”a 100 64,0 100 100
Permetrina Juan de Acosta 100 80,0 100 100
(DD:15ug/botella, TD:
30min) Monteria 100 69,0 100 100

DD: dosis diagnostica; TD tiempo diagnéstico

8.3 Pruebas bioquimicas para la evaluacion de niveles enzimaticos en adultos y larvas

8.3.1 Pruebas bioquimicas para mosquitos adultos de A. aegypti

Se estudiaron seis enzimas involucradas en la resistencia a insecticidas: B-esterasas, a-esterasas,
pNPA- esterasas, Oxidasas de Funcién Mixta (MFO), Glutatién-S-Transferasa (GST) vy
acetilcolinesterasa insensible (iAChE).

De acuerdo con los criterios de Montella et al (2007), la enzima a-esterasas se encontraron
altamente alteradas para la poblacidn de Monteria donde el 79% de los individuos sobrepasé el
percentil 99 de la poblacién Rockefeller e inalteradas en las poblaciones de Barranquilla,
Cartagena, Chiriguand, Juan de Acosta y Valledupar con porcentajes entre (0%-3%). Las enzimas B-
esterasas fueron encontradas altamente alteradas para la poblacién de Monteria (97%), alteradas
para las poblaciones de Barranquilla (31%), Juan de Acosta (45%) y Valledupar (27%) e inalteradas
para las poblaciones de Cartagena (12%) y Chiriguana (0%). Las enzimas pNPA-esterasas fueron
encontradas inalteradas en todas las poblaciones evaluadas con porcentajes entre (0%-14%). Se
encontraron oxidasas de funcién mixta altamente alteradas para las poblaciones de Juan de
Acosta (92%), Monteria (97%) y Valledupar (88%) e inalteradas para las poblaciones de
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Barranquilla, Cartagena y Chiriguand con porcentaje de (0%). En cuanto las glutation -S-
transferasas se encontraron alteradas en las poblaciones de Barranquilla (17%), Cartagena (24%),
Juan de Acosta (44%) y Monteria (34%) e inalteradas en las poblaciones de Chiriguand (4%) y
Valledupar (0%). La enzima acetilcolinesterasa fue hallada inalterada para todas las poblaciones
evaluadas con porcentajes entre (0%-6%) (Tabla 4).

Tabla 4 Porcentaje de individuos de A. gegypti con actividad enzimatica por encima del percentil

99 de la cepa de referencia

Poblaciones @ B- PNPA- MFO GST iAChE
esterasas esterasas esterasas

Rockefeller (p99) (16.78) (7.41) (8.66) (15.51) (3.44) (100)
Barranquilla 0 31 0 0 17 0
Cartagena 0 12 0 0 24 0
Chiriguana 0 0 0 0 4 0
Juan de Acosta 0 45 14 92 44 6
Monteria 79 97 3 97 34 0
Valledupar 3 27 0 88 0 0

Los valores en paréntesis corresponden al percentil 99 para la cepa de referencia Rockefeller. Criterio de

Interpretacion segin Montella et al; 2007:

Inalterada 0% a 15%

Alterada 15% a 50%

Altamente alterada

50% a 100%
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Figura 23. Actividad enzimatica de cada una de las poblaciones de adultos de A. aegypti evaluadas. a) a-
esterasas b) B-esterasas, c) pNPA- esterasas, d) Oxidasas de Funcién Mixta (OFM), e) Glutatién-S-Transferasa
(GST) y f) acetilcolinesterasa insensible. Poblaciones: Cepa referencia Rockefeller (ROCK), Barranquilla
(BARQ), Cartagena, (CART), Chiriguana (CHIR), Juan de Acosta (JDEA), Monteria (MONT), Valledupar (VDPR).
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Tabla 5. Medias de actividad enzimatica y desviaciones estandar obtenidas en hembras de A.
aegypti y comparacién de medias respecto a la cepa de referencia Rockefeller (Prueba Tukey
p<0.05).

a- ESTERASA ESTEF;ASA EgtNefg;S OFM GST iAChE
POBLACIONES| X% DS X ps | x | bs X DS x | os X DS
rockereLLER || 11/20] 2.083( 4810 |l0.890 [ 2 1* | 1810 539 || 2.774 | 124 | 0.667 | *0E5? || 9.462
BARRANQUILA | 9229 | 1.860 || 8799 | 1545|422 | 0.084] 9814 || 2.624 |2 70%| 0.855 | /7170 | 48,544
CARTAGENA || 11307 13207 | 6159 111 241 3521 |10 683 || 10954( 1.492 |22 || 1.250 (%8273 | 50,253
cHiriGuaNA || 7873 |11 752 | 4138 [l 0,856 | 2634{ 0.507 | “E7 || 2.492 | 2202 || 1.003( %08 31.633

Pyt 1136705 114 7280 [11.697|°2*8 ] 3.106 ]| 472%0 | 17,614 2103| 1.256 | 242 | 7.474
MONTERIA || 2268 |l 4501 | 13822 2 600 | 4317 (13,252 85970 16.162 3929 | 1.316 | 93/68 | 6.418
VALLEDUPAR || 11421112 707( 6970 |11 428 | 4930 |11 305 [| 44347 || 13.838 || 1220 [ 0.673 (| 88272 | 8.406

Letras diferentes indican diferencias significativas. X media y DS desviacion estandar

De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 5 y la Figura 23 se encontré que para la
prueba enzimdtica a-esterasas las poblaciones de Barranquilla, Chiriguana y Monteria son
diferentes significativamente respecto a Rockefeller en donde solo la poblacién de Monteria
sobrepasé los valores de la media de la actividad enzimatica de la cepa de referencia. Asi mismo
para la enzima B- esterasas y pNPA- esterasa las poblaciones de Barranquilla, Cartagena, Juan de
Acosta, Monteria y Valledupar fueron diferentes estadisticamente respecto a Rockefeller
superando los valores de la media de la actividad enzimdtica de la cepa de referencia. Para
oxidasas de funcidn mixta se encontré diferencias significativas entre Juan de Acosta, Monteria y
Valledupar con respecto a Rockefeller sobrepasando los valores de actividad enzimatica de la cepa
de referencia. Para las glutation-S-transferasas las poblaciones de Barranquilla, Cartagena,
Chiriguand, Juan de Acosta y Monteria mostraron diferencias significativas respecto a Rockefeller
sobrepasando todas las poblaciones los valores de la actividad enzimatica de la cepa de referencia.
Para acetilcolinesterasa insensible no se encontraron diferencias significativas con respecto a la
cepa de referencia para ninguna de las poblaciones evaluadas (Figura 23).

8.3.2 Pruebas bioquimicas para larvas de A. aegypti

En larvas, las enzimas a-esterasas y pNPA-esterasas se encontraron inalteradas para las tres
poblaciones evaluadas con porcentajes entre (0%-12%). Las enzimas [B-esterasas fueron
encontradas alteradas para la poblacién de Juan de Acosta (16%) e inalterada para las poblaciones
de Chiriguana y Valledupar. Las oxidasas de funcidn mixta y las glutation -S-transferasas se
encontraron altamente alteradas para las tres poblaciones con porcentajes entre (86%-100%). La
enzima acetilcolinesterasa insensible fue encontrada inalterada para las poblaciones de Chiriguana
y Juan de Acosta y alterada para Valledupar (Tabla 6).
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Tabla 6 Porcentaje de larvas de Ae. aegypti con actividad enzimdtica por encima del percentil 99
de la cepa de referencia

Poblaciones @« B- PNPA- MFO GST iAChE
esterasas  esterasas esterasas
Rockefeller (p99) (23,2) (24,8) (4.5) (0.34) (0.13) (102)
Chiriguana 0 0 0
Juan de Acosta 4 16 12
Valledupar 0 0 0 16

Los valores en paréntesis corresponden al percentil 99 para la cepa de referencia Rockefeller. Criterio de
Interpretacion segin Montella et al; 2007:

Inalterada 0% a 15% Alterada 15% a 50% Altamente alterada  50% a 100% -
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Figura 24. Actividad enzimatica de larvas para cada una de las poblaciones de A. aegypti evaluadas a) a-
esterasa b) B-esterasa, c) pNPA- esterasa, d) Oxidasas de Funcion Mixta (OFM), e) Glutatidn-S-transferasa
(GST) y f) acetilcolinesterasa insensible. Poblaciones: Cepa referencia Rockefeller (ROCK), Barranquilla
(BARQ), Cartagena, (CART), Chiriguana (CHIR), Juan de Acosta (JDEA), Monteria (MONT), Valledupar (VDPR).

62



Tabla 7. Medias de actividad enzimatica y desviaciones estandar obtenidas de larvas de A. aegypti
y comparacion de medias respecto a la cepa de referencia Rockefeller (Prueba Tukey p<0.05).

B- pNPA-
ESTERASA Esterasas

POBLACIONES || X DS X DS X DS X DS X DS X DS

a- ESTERASA OFM GST iIAChE

RockereLLER || 238 || 3609 [ 952 || 6.451 2398 0754 [ 1,147 1,47 | ©90% | 0,072( %608 | 4,172
A
CHIRIGUANA | 9.907 [ 12,672 [ %78 | 4.653 [ 976 0,381 | 38 || 1,023 [ %387 || 0,482 || 8209 34,133
B
JUAN DE y 179 3,536 6,802 1,045 88.12
JUAN DE 2482 | 24100] 152 | 1278 | 5% | 1,250 | O 82 6,115 | 10| 0,832 | ¥2 | 25547
VALLEDUPAR || 1222 2,460 | 1228 2,869 [ 20* 10,420 1847 || 0,65 || 9232 0,325 || 3+° 86,880

Letras diferentes indica diferencia significativa. X media y DS desviacién estandar

De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 7 y la Figura 24 se encontrd para a-
esterasas que la poblacidn de Chiriguana fue diferente estadisticamente respecto a Rockefeller a
pesar que la media de la actividad enzimatica no sobrepasaron los valores de la media de la
actividad enzimdtica de Rockefeller, respecto a Juan de Acosta esta poblacién fue
estadisticamente significativa superando la media de la actividad enzimatica respecto a
Rockefeller y para la poblacion de Valledupar no se encontraron diferencias significativas. Para B-
esterasas y pNPA- esterasas la poblacion de Juan de Acosta fue la uUnica estadisticamente
significativa respecto a Rockefeller a pesar que las tres poblaciones superaron la media de la
actividad enzimatica de Rockefeller. Para OFM y GST las tres poblaciones fueron estadisticamente
significativas respecto a Rockefeller superando la media de la actividad enzimatica de la cepa de
referencia. Para acetilcolinesterasa insensible la poblacién de Valledupar fue estadisticamente
significativa respecto a Rockefeller superando la media de la actividad enzimatica de la cepa
referencia (Figura 24).

8.4 Identificacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las mutaciones V1016,
F1534Cy Vv410L

Se identificaron las tres mutaciones en todas las poblaciones evaluadas. Para la mutacién V1016l
se encontraron los tres genotipos (VViis, Vlios, llio1s) €n todas las poblaciones. El genotipo
mutante ll,g;6 Se encontré en baja frecuencia en Barranquilla y en Valledupar, mientras que en
Monteria fue el mas predominante. Del mismo modo, la frecuencia del alelo mutante 11016 fue de
0,70 en Monteria, mientras que en Barranquilla y Valledupar fue de 0,15 respectivamente y en
Cartagena y Juan de Acosta fue de 0,16. Para la mutacién F1534C fueron encontrados los tres
genotipos (FFis3s, FCys34, CCysas) €n las poblaciones de Barranquilla y Juan de Acosta; mientras que
en las poblaciones de Cartagena, Chiriguana y Valledupar solo se encontraron los genotipos
(FCys34, CCys34) siendo el genotipo mutante CCys3, el predominante. Cabe resaltar que el genotipo
CCys34 fue hallado en la poblacidn de Monteria con una frecuencia genotipica y alélica de 1,0 (Tabla
8). Adicionalmente, la frecuencia del alelo mutante C1534 para las poblaciones de Cartagena,
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Valledupar, Chiriguana oscilé entre 0,94 y 0,97 y para las poblaciones de Barranquilla y Juan de
Acosta fue de 0,76. Para la mutacién V410L fueron encontrados los genotipos (VVai0, V0La1o, LLa1o)
en todas las poblaciones, la frecuencia del genotipo mutante LL,; fue de 0,94 en Valledupar
siendo esta la mas alta, seguida de Barranquilla y Juan de Acosta con 0,78 y 0,71 respectivamente;
asi mismo, Monteria con una frecuencia de 0,07 ubicdndose como la mas baja. La frecuencia del
alelo mutante L410 mas alta se registré en el municipio Monteria con una frecuencia de 0,72,
mientras que la mas baja se registré en el municipio de Valledupar con una frecuencia de 0,05.
Para los demas municipios las frecuencias alélicas del alelo mutante oscilaron entre 0,12 y 0,32
(Tabla 8).

Todos los genotipos se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus 1016 con
valores de X* ¢, entre 0,00 y 3,68. Para el locus 1534 los genotipos se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weinberg en las poblaciones de Barranquilla, Cartagena, Chiriguand, Juan de Acosta y
Valledupar con valores de X% caic entre 0,05 y 2,53. Para el locus 410 los genotipos de la mayoria de
las poblaciones se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg con excepcién de Valledupar
donde sus genotipos mostraron un X* c,c de 29,88 (p<0,05), lo que indica que la poblacién no se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Al determinar los coeficientes de endogamia (FIS)
para 11016 se obtuvieron valores menores a 0 en la poblacién de Barranquilla y Valledupar debido
a un exceso de heterocigotos, en contraste con lo observado en las poblaciones de Cartagena,
Chiriguand, Juan de Acosta y Monteria donde se registraron valores superiores a 0 debido a una
deficiencia de heterocigotos. Para C1534 Se observd un exceso de heterocigotos generalizado con
excepcion de Barranquilla donde se observo deficiencia de heterocigotos. Asi mismo, para L410 las
poblaciones de Barranquilla, Cartagena y Valledupar mostraron deficiencia de heterocigotos a
diferencia de lo observado en Chiriguand, Juan de Acosta y Monteria donde se observé exceso de
heterocigotos (Tabla 8).
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas para las mutaciones V1016l, F1534Cy V410L en
hembras de A. aegypti FO de las poblaciones de estudio

Frecuencias

. Frecuencias genotipicas alélicas Hardy-Weinberg
Poblaciones N V1016l V1016l Fis
vV VI I v I X2 p value
Barranquilla 49 0,71 0,27 0,02 0,85 0,15 0,02 0,87 -0,02
Cartagena 46 0,74 0,20 0,07 0,84 0,16 3,68 0,05 0,28
Chiriguana 47 0,57 0,34 0,09 0,74 0,26 0,51 0,47 0,10
Juan de acosta 48 0,75 0,23 0,04 0,86 0,16 0,88 0,34 0,15
Monteria 43 0,09 0,42 0,49 0,30 0,70 0,00 0,95 0,00
Valledupar 48 073 025 0,02 0,85 0,15 0,00 0,98 -0,00
F1534C F1534C
X2 p value Fis
FF FC cc F C
Barranquilla 49 0,10 0,29 0,61 0,24 0,76 2,53 0,11 0,22
Cartagena 46 0,00 0,07 0,93 0,03 0,97 0,05 0,82 -0,03
Chiriguana 47 0,00 0,11 0,89 0,05 0,95 0,15 0,70 -0,05
Juan de acosta 48 0,04 0,44 0,54 0,26 0,76 0,80 0,37 -0,10
Monteria 43 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 - - -
Valledupar 48 0,00 0,13 0,87 0,06 0,94 0,21 0,64 -0,07
V410L V410L
X2 p value Fis
\"AY% VL LL \'} L
Barranquilla 49 0,02 0,20 0,78 0,88 0,12 0,12 0,72 0,05
Cartagena 46 0,07 0,37 0,57 0,75 0,25 0,00 0,92 0,01
Chiriguana 47 0,09 0,47 0,45 0,68 0,32 0,28 0,59 -0,07
Juan de acosta 48 0,02 0,27 0,71 0,84 0,16 0,03 0,85 -0,02
Monteria 43 0,51 0,42 0,07 0,28 0,72 0,07 0,79 -0,04
Valledupar 48 0,04 0,02 0,94 0,95 0,05 29,88 0,00 0,79

VWio16/FF1534/VVa10:  homocigotos  silvestres  (susceptibles),  Vlig16/FCis34/V0ao:  heterocigotos,
I11016/CC1s34/LLa1o homocigotos mutante (resistente) El Equilibrio de Hardy-Weinberg se demostro a través de
una prueba de X2 (p<0,05). El coeficiente de endogamia con una prueba de (Fis).

De las 27 combinaciones de genotipos (3 genotipos en 3 locus) fueron encontradas 22
combinaciones de genotipos tri locus en 281 mosquitos recolectados en las 6 poblaciones
evaluadas. El genotipo triple homocigoto susceptible (VVig16, FFis3s, VVa10) Se registrd solo en las
poblaciones de Barranquilla y Juan de Acosta con frecuencias de 0,08 y 0,04 respectivamente,
mientras que el genotipo triple homocigoto mutante (Il,936, CCis34, LLs1g) €Stuvo presente en casi
todas las poblaciones con frecuencias entre 0,02 y 0,49, siendo Barranquilla la frecuencia mas baja
y Monteria la mas alta, con excepcion de Valledupar donde este genotipo no estuvo presente, asi
mismo el genotipo triple heterocigoto (Vligs, FCis3a, V0so) estuvo presente solamente en las
poblaciones de Chiriguana y Juan de Acosta en bajas frecuencias 0,02 y 0,06 respectivamente. El
genotipo homocigoto susceptible para los locus 1016 y 410 y homocigoto resistente para el locus
1534 (VV1016/CCis34/VVa10 ) fue el mas frecuente para las poblaciones de Barranquilla, Cartagena,
Chiriguana y Valledupar con frecuencias de 0,37, 0,54, 0,43, 0,58, respectivamente con excepcién
de Juan de Acosta donde el genotipo mas frecuente fue homocigoto susceptible para los locus
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1016 y 410 y heterocigoto para el locus 1534 (VVig16/FCis34/VVa10 ) cOn una frecuencia de 0,33 y
Monteria donde el genotipo mas frecuente fue el triple homocigoto mutante (Il1916/CCis34/LLa10)
con una frecuencia de 0,49 (Figura 25).

Resistente a)] Barranguilla b} Cartagena
WL = ICCALL  —
VISTT/LL WISCLALL
WISCC L — VIJCC L —
nfocivy (Rl Wy ti
VISTCAYY VIFLC VY
VWCCVL WNFCC/VL  —
WISFCML WIFFEL
WIFFFIYL VISFFAIL
WWFFCWL VVSFC/YL
VIFFC/WY m VIFFCMY
VIO — YTV
VUSFCYY  — VSFCY m
YWIFFY - WYSFFAY
susceptible  p 0,2 0.4 0.5 0.8 1 i 0.z 0.4 0,6 0, 1
Frecuentla Fracuencia

c} Chiriguana d} Juan de Acosta

N/CC/LL "
WIFCC/LL iy
VIFCE/ VL — WI/CC/VL —
IeE vy iyl
VIFEC/YY WIFTEMY
WufCC/vL wWCCL B
wIfFC/VL . VISFC/VL .
WIFFFYL VIEE L
WYEC VL . -
VIFFC/WY WIFECWY
WASCC/Y VIEEYY  —
WWSFC Y VOO —
VAR WIEEY
o 0.2 04 0.5 0,8 1 1 02 Dt e 0s N
Frecuencla Fracuencia

&} Monteria fi valledupar

IFCCILL  ——— nicoiLL
WISCE/LL ® Voo
WIFCCL e — VIFTOML
Y ([P AT
WIFCC VISTCAMNY  —
WfCCL m WWEEYL .
VISFERL WIFFCL
WIFFIL VISFFYL
WWIFC ML R WL
WIFFCI WISFC Y
YOO . WLCY
WSFC MY YASFCAY  —
WYIFFSYY WFFSY
] 02 04 0,6 08 1 0 0.2 0,4 06 0z 1
Fracuencia Frecuencia

Figura 25. Frecuencias de los 22 genotipos tri locus presentes en hembras de A. aegypti FO. El orden de los
genotipos es 1016/1534/410. Alelo resistente en 1016=l, 1534=C, 410=L. El genotipo de triple resistente se
muestra en la parte superior y el de genotipo triple susceptible en la parte inferior de cada grafico.
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8.5 Asociacion de las mutaciones Kdr V10161, F1534C, V410L con resistencia a piretroides

Se identificé asociacidn significativa del alelo mutante 1534C con resistencia a permetrina para las
poblaciones de Barranquilla OR = 3,011 (p<0,009) y Cartagena OR= 3,089 (p<0,02). Asi mismo para
la poblacién de Chiriguana se observd asociacion del alelo 1534C con resistencia a deltametrina
OR =5,714 (p<0,006) y asociacién de los alelos mutantes 10161 OR =13,92 (p<0,000); 1534C OR =
5,014 (p<0,000) y 410L OR = 28,32 (p<0,000) con resistencia a permetrina, Y. Para Juan de Acosta
se observd asociacion de los tres alelos mutantes 10161 OR= 3,018 (p<0,009) 1534C OR= 5,143
(p<0,003) y 410L OR= 2,784 (p<0,017) con resistencia a lambdacialotrina, igualmente se observd
asociacion de los alelos mutantes 1534C OR = 3,381 (p<0,01) y 410L OR= 2,385 (p<0,02) con
resistencia a permetrina y respectivamente. Los resultados anteriores se relacionan con los
resultados obtenidos durante las pruebas bioldgicas con la excepciéon de lo observado para
deltametrina donde dichas pruebas arrojaron resultados compatibles con susceptibilidad
(Figura20, Tabla 9).

Para la poblacién de Monteria se encontré asociacidon significativa de los alelos mutantes 1016,
1534C y 410L con resistencia a los tres piretroides evaluados (p<0,05) y para la poblacion de
Valledupar se encontrd asociacidn significativa de los alelos mutantes 10161, 1534C y 410L con
resistencia a lambdacialotrina y permetrina (p<0,05) y del alelo mutante 1534C con resistencia a
deltametrina (p<0,02) (Tabla 9).

En contraste con los resultados obtenidos a través de las pruebas OMS, se observd menor
asociaciéon entre los fenotipos observados y cada una de las mutaciones V1016l, F1534C y V410L
para todas las poblaciones evaluadas durante las pruebas biolégicas CDC. Se encontrd para la
poblacién de Barranquilla una asociacion significativa del alelo mutante 1534C con resistencia a
lambdacialotrina (p<0,005) y para Monteria se encontré asociacién significativa de los alelos
mutantes 10161 y 410L con resistencia a permetrina (p<0,045) (Tabla 10). A pesar de evidenciarse
resistencia a piretroides durante las pruebas CDC en las poblaciones de Chiriguana y Juan de
Acosta no se encontré asociacidn estadisticamente significativa entre las mutaciones y el fenotipo
para estas poblaciones (Figura21, Tabla 10)
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Tabla 9. Asociacidn fenotipo - genotipo para los locus 1016, 1534 y 410 analizados por separado
en mosquitos A. aegypti F1 de las poblaciones de estudios seleccionadas con lambdacialotrina,

deltametrina y permetrina mediante la técnica OMS.

kdr Fenotipo
L, . ., ) | e ——— OR (C195%) p value
Poblacién Insecticida mutacion Genotipo N° R S
n 0 o0 0
V1016l Vi 15 4 11  0.809 (0.232-2.827) 0.740
2 W__ 28 9 19
,:‘3 cc 22 6 16
S F1534C FC 18 5 13  0.629 (0.232-1.706) 0.361
3 FF 3 2 1
© § LL 0 o0 0
3 vaioL VL 12 3 9 0.739 (0.183-2.986) 0.670
g v 31 10 21
= n 3 3 0
@ V1016l vi 18 11 7 1.781 (0.663-4.784) 0.249
© . wW 30 17 13
£ cc 35 22 13
g F1534C FC 20 8 12 3.011 (1.278-7.09) *0.009
3 FF 6 1 5
LL 11 0
vaioL VL 19 12 7 2.208 (0.822-5.93) 0.110
v 41 18 23
n 2 1 1
V1016l Vi 9 2 7 1.259 (0.345-4.595) 0.726
2 W__ 30 8 22
,:‘3 cC 30 10 20
S F1534C FC 8 0 8 2.5(0.512-12.2) 0.245
3 FF 31 2
§ LL 2 1 1
vaioL VL 8 2 6 1.444 (0.388-5.377) 0.582
v 31 8 33
n 1 0 1
V1016l vi 15 3 12  0.518(0.133-2.014) 0.337
o s W 25 8 17
e s cc 22 4 18
£ £ F1534C FC 15 6 9 0.583 (0.204-1.662) 0.312
S 2 FF__ 4 1 3
= a LL 1 0 1
vaioL VL 15 3 12  0.518(0.133-2.014) 0.337
v 25 8 17
n 2 1 1
V1016l Vi 19 10 9 0.572 (0.621-3.976) 0.337
o Wi 32 12 20
£ cc 32 17 15
g F1534C FC 17 6 11  3.089(1.119-8.532)  *0.025
3 FF 4 0 4
LL 2 1 1
vaioL VL 18 9 9 1.4 (0.546-3.589) 0.482
v 33 13 20

Continuacion tabla 9
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) ker Fenotipo OR (C195%) p value
Poblacién Insecticida mutation Genotipo N° R S
I 12 6 6
V1016l Vi 2 13 9 0.497 (0.233-1.062) 0.069
£ w28 21 7
‘_g cc 53 37 16
S F1534C FC 9 3 6 4.053 (0.960-17.09) *0.042
3 FF 0 0 0
Eu LL 9 6 3
vaioL VL 21 13 8 0.974 (0.441-2.149) 0.948
v 32 21 11
I 0 0 0
V1016l Vi 9 4 5 3.143 (0.744-13.26) 0.105
o o "\ 30 5 25
g S cc 11 6 5
2 £ F1534C FC 21 3 18  5.714 (1.497-21.81) *0.006
S 3 FF 7 0 7
< a LL 0 0 0
vaioL VL 6 3 3 3.8 (0.695-20.77) 0.103
"\ 33 6 27
I 3 3 0
V1016l Vi 20 18 2 13.92 (3.134-61.84)  *0.000
o "\ 4 16 28
< cc 21 18 3
g F1534C FC 33 18 15  5.014 (2.397-10.49) *0.000
5 FF 13 1 12
LL 4 4 0
vaioL VL 17 16 1 28.32 (3.699-216.8 *0.000
"\ 46 17 29
I 3 3 0
V1016l Vi 26 15 11  3.018 (1.281-7.109) *0.009
£ W 27 8 19
'_g cc 35 22 13
E F1534C FC 20 4 16 5.143 (1.613-16.4) *0.003
3 FF 1 0 1
Eu LL 4 3 1
vaioL VL 23 14 9 2.784 (1.178-6.579) *0.017
"\ 29 9 20
I 0 1 0
V1016l Vi 16 1 15 9 (0.869-93.17) *0.031
*g o w 15 0 15
< £ cc 20 2 18
] g F1534C FC 9 0 9 0.0 0.253
§ z FF 3 0 3
= e LL 1 1 0
vaioL VL 14 0 14 3.286 (0.423-25.5) 0.233
"\ 17 1 16
I 13 8 5
V1016l VI 26 17 9 1.582 (0.781-3.204) 0.201
. v 30 14 16
£ cC 48 32 16
g F1534C FC 20 7 13 3.381(1.279-8.934) *0.010
3 FF 1 0 1
LL 7 6 1
vaioL VL 30 19 11 2.385(1.111-5.116) *0.023
"\ 32 14 18

Continuacién tabla 9
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kdr —Ffenotipe ¢ (cl95%) p value
Poblacion Insecticida mutacion Genotipo N° R S
I 16 12 4
V1016l Vi 37 33 4  4.851(2.312-10.18) *0.000
2 v 29 7 22
% cc 63 47 16
S F1534C FC 15 4 11  6.457 (2.382-17.51) *0.000
3 FF 4 1 3
E LL 11 11 0
vaioL VL 36 28 8  6.019 (2.604-13.91) *0.000
vV 35 13 22
I 5 4 1
V1016l Vi 16 4 12  6.571(2.085-20.71) *0.000
« o vV 18 1 17
g £ cc 29 9 20
5 £ F1534C FC 8 0 8 0.0 *0.039
= £ FF 2 o0
¢ 2] L 5 4
va1oL VL 18 4 14  55(1.768-17.11) *0.001
Vv 16 1 15
I 23 20 3
V1016l Vi 29 24 5 2.99(1.409-6.346) *0.003
- vV 40 24 16
£ cc 70 64 6
‘g F1534C FC 16 4 12 33(10.51-103.6) *0.000
8 FF 6 0 6
LL 21 20 1
va1oL VL 25 21 4 5693 (2.27-14.28) *0.000
vV 46 27 19
I 1 0
V1016l Vi 4 1 13.62 (1.56-118.8) *0.003
§ W 40 11 29
% cc 12 11 1
S F1534C FC 23 5 18  10.8(3.614-32.28) *0.000
3 FF 11 0 11
§ LL 1 1 0
va1oL VL 5 4 1 13.62 (1.56-118.8) *0.003
vV 40 11 29
I 0 0 0
V1016l Vi 3 0 3 0.0 0.517
= o vV 31 4 27
g £ cc 5 3 2
© Q
3 £ F1534C FC 16 0 16 6 (1.11-32.45) *0.022
S E: FE 13 1 1
= a LL 0 0o o0
vaioL VL 3 0 3 0.0 0.517
vV 31 4 27
I 3 3 0
V1016l VI 19 16 3 10.45(2.928-37.29) *0.000
- vV 39 12 27
£ cc 24 22 2
g F1534C FC 25 9 16  11.78 (4.85-28.6) *0.000
5 FF 12 0o 12
LL 3 3 0
va1oL VL 19 16 3 10.45(2.928-37.29) *0.000
vV 39 12 27
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Tabla 10. Asociaciéon fenotipo - genotipo para los locus 1016, 1534 y 410 analizados por separado

en mosquitos A. aegypti F1 de las poblaciones de estudios seleccionadas con lambdacialotrina y
permetrina mediante la técnica CDC.

Fenotipo OR (CI95%) p value
Poblacion Insecticida kdr mutacion Genotipo N° S
I 0 0 0
V1016l Vi 16 9 7 2.065 (0.701-0.182) 0.182
£ W 35 12 23
T‘f cc 27 16 11
E F1534C FC 21 5 16 4.284 (1.468-12.51) *0.005
2 FF 3 0 3
o E LL 0 0 0
S va1oL VL 16 9 7 2.065 (0.701-6.075) 0.182
g vV 35 12 23
= I 4 3 1
2 V1016l Vi 36 14 22 1.667 (0.844-3.291) 0.139
° o vV 60 29 41
-g cc 54 21 33
g F1534C FC 35 10 25 1.057 (0.556-2.009) 0.865
] FF 1 5 6
LL 3 2 1
Va10L VL 33 14 19 1.698 (0.835-3.453) 0.141
vV 64 20 44
1 6 3 3
V1016l VI 2 7 15 1.15 (0.480-2.749) 0.753
© 2 W 19 7 1
c =]
S 5 cc 43 | 16 27
2 § F1534C FC 4 1 3 1.73 (0.173-17.38) 0.634
S 2 FF 0 o0 0
< E LL 6 3 3
vaioL VL 24 9 15 1.466 (0.620-3.465) 0.382
vV 177 5 12
1 4 3 1
V1016l VI 21 11 10 1.943 (0.824-4.581) 0.126
£ W 31 12 19
% cc 29 14 15
S F1534C FC 23 10 13 1.073 (0.467-2.464) 0.867
2 FF 4 2 2
s E LL 4 2 2
8 vaioL VL 24 12 12 1.222 (0.537-2.778) 0.631
< wW 28 12 16
= I 2 1 1
ES V1016l VI 21 9 12 1.246 (0.498-3.116) 0.637
< o vV 27 10 17
£ cC 24 9 15
g F1534C FC 249 15 0.6923 (0.286-1.674) 0.413
] FF 2 0
LL 1 1
va10L VL 21 9 12 1.246 (0.498-3.116) 0.637
vV 27 10 17

Continuacién tabla 10
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.. . . . Fenotipo OR (CI195%) p value
Poblaciéon Insecticida kdr mutacion Genotipo N° R S
[} 14 10
vioiel Vi 51 35 16 1.406 (0.768-2.571) 0.269
£ w 35 20 15
5 cc 98 63 35
'g F1534C FC 1 1 0 0.302 (0.0149-6.122) 0.409
3 FF 1 1
E: LL 15 10 5
2 V410L VL 50 34 16 1.202 (0.661-2.185) 0.545
£ wW 35 21 14
§ 1} 11 7 4
T vio1iel Vi 36 21 15 2.085 (1.012-4.297) *0.045
© vV 14 3 11
£ cc 61 31 30
g F1534C FC 0 0 0 1.033 (0.020-52.91) 0.987
8 FF 0 0 0
LL 11 7 4
Vv410L VL 36 21 15 2.085 (1.012-4.297 *0.045
vV 14 3 11

8.6 Comparaciones de los genotipos tri-locus con resistencia a piretroides

De 27 combinaciones de genotipos (3genotipos en 3 locus) fueron encontradas 20 combinaciones
de genotipos tri locus en 918 mosquitos presionados con piretroides a través de la metodologia
OMS. El genotipo VVip16/CCis34/VVa1o predomind en los mosquitos fenotipicamente resistentes a
lambdacialotrina en las poblaciones de Cartagena, Chiriguana y Valledupar, seguido del genotipo
Vl1016/CCis34/VL0ao; mientras que en los mosquitos resistentes a lambdacialotrina de las
poblaciones de Juan de Acosta y Monteria el genotipo predominante fue Vli16/CCis3a/VLaio para
las dos poblaciones, seguido de VVi016/CCis534/VVa1o para Juan de Acosta y Il1g16/CCisza/LLaso para
Monteria. Cabe resaltar que para la poblacidon de Barranquilla el genotipo que predomind fue
VWV 1016/ FCi534/VVa10, seguido de Vlip16/CCis3a/VL0aro, (Figura 26. a, b, ¢, d, e y f). En los mosquitos
resistentes a deltametrina los genotipos predominantes fueron VVigie/FCis3a/VVao para la
poblacion de Cartagena, VVip16/CCis34/VVaio para la poblacidn de Chiriguand, Vli16/CCis3a/VVa10 ¥
I11016/CCis34/LLaro para Juan de Acosta, Vlig16/CCis3a/V0iao ¥ li1016/CCisaa/LLsy para Monteria y
VV1016/CC1s34/V Va1 para la poblacion de Valledupar (Figura 26. g, h, i, j, k y Tabla 11). Los genotipos
predominantes en los mosquitos resistentes a permetrina fueron VVi016/FCis3a/VVa1o,
VV1016/CC1s34/VVa10, Vli016/FCis3a/VLa1o ¥ Vli016/CCis3a/VLaro para las poblaciones de Barranquilla y
Chiriguand, para la poblacion de Monteria el genotipo predominante fue Vly16/CCis34/VLaio,
seguido de VVi016/CCi534/VVa1o ¥ ll1016/CCis3a/Llazg, para la poblacién de Cartagena fue
Vl1016/CC1s34/VVa1o, seguido de Vly16/CCis3a/VLae para la poblacion de Juan de Acosta fue
VWV1016/CCi534/VVa10 Y V01016/CCis3a/Vlaro y para Valledupar fue Vlig16/CCissa/V0iao seguido de
VWVi1016/CCis34/VVaro (Figura 26. 1, m, n, i, o, p y Tabla 11).

Igualmente, fueron encontradas 15 combinaciones tri-locus en 465 mosquitos expuesto a
piretroides a través de la metodologia CDC. El genotipo Vlipi6/CCis3a/V0iae fue el mas
predominante en los mosquitos fenotipicamente resistente para lambdacialotrina en las

72



poblaciones de Barranquilla, Chiriguana, Juan de Acosta y Monteria, seguido del genotipo
VV1016/CCis34/VVa1o (Figura 27. a, b, ¢, d y Tabla 12); asi mismo, el genotipo Vly016/CCis34/VLa1o fue el
mas sobresaliente en los mosquito fenotipicamente resistentes a permetrina en la poblacién de
Barranquilla, seguido de VVi916/CCis3a/VVa10 Y VVi016/FCis3a/VVa1o, para Chiriguand los genotipos
mas predominantes fueron Vl16/CCis3a/VLa1o Y VVi016/CCs34/VV410, Juan de Acosta los genotipos
mas predominantes fueron Vlipi6/FCis3a/V0iao ¥ VVi016/CCs34/VVao ¥ para Monteria fueron
Vl1016/CCis3a/VLa1o Y N1106/CCis3a/LLaso. (Figura 27.e, f, g y Tabla 12).
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Tabla 11 Genotipos tri-locus en mosquitos A. aegypti F1 expuesto a insecticidas piretroides mediante la metodologia OMS. Susceptibles (S)
Resistentes (R). El orden de los genotipos se muestra para los locus 1016/1534/410. Alelo resistente en locus 1016 =1, 1534 = C, 410= L. Genotipo
triple susceptible VV/FF/VV, genotipo triple resistente 11/CC/LL.

Genotipos
Poblacién Insecticida Fenotipo N ll/cc/LL Vi/cc/LL ll/cc/vL VI/FC/LL 1I/FC/VL VI/CC/VL ljcc/w VI/CC/W VV/CC/VL II/FC/W VI/FC/VL VI/FF/VL VV/FC/VL W/FF/W VI/FC/W VV/cc/wW VV/FF/VL VI/FF/W VV/FC/W VV/FF/W
. . 13 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 5 2
Lambdacialotrina
30 0 0 0 0 0 5 0 2 0 0 4 0 0 0 0 9 0 0 9 1
Barranquilla
. R 31 1 0 2 0 0 6 0 4 3 0 0 0 1 0 1 6 0 0 6 1
Permetrina
N 30 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 5 0 0 0 0 1 0 0 7 5
. . R 11 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 1
Lambdacialotrina
S 30 1 0 0 0 0 4 0 1 0 0 2 0 0 0 0 14 0 0 6 2
. R 11 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 5 1
Cartagena Deltametrina
S 30 1 0 0 0 0 8 0 0 0 0 4 0 0 0 0 9 0 0 5 3
. R 23 0 1 0 0 0 7 0 1 0 0 2 0 0 0 0 8 0 0 4 0
Permetrina
N 30 0 1 0 0 0 6 0 0 0 0 2 1 0 0 0 8 0 0 9 3
. . R 40 6 0 0 0 0 12 0 0 0 0 1 0 0 0 0 19 0 0 2 0
Lambdacialotrina
N 22 3 0 1 0 0 4 2 2 0 0 3 0 0 0 0 4 0 0 3 0
. R 9 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 1 4 0 0 1 0
Chiriguana Deltametrina
S 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 13 7
. R 37 3 0 0 1 0 8 0 0 0 0 8 0 0 0 1 7 0 0 8 1
Permetrina
S 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 3 0 0 13 1
. . R 26 3 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3 0 0 0 0 7 0 0 1 0
Lambdacialotrina
S 30 0 0 0 1 0 4 0 1 0 0 5 0 0 0 0 8 0 0 10 1
. R 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Juan de Acosta  Deltametrina
S 30 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 4 0 0 0 1 8 0 0 4 3
. R 39 6 0 2 0 0 12 0 0 0 0 5 0 0 0 0 12 0 0 2 0
Permetrina
S 30 1 0 3 0 1 1 0 2 0 0 6 0 0 0 0 0 0 6 1
" . R 52 11 0 1 0 0 24 0 5 0 0 3 0 0 0 0 6 0 1 1 0
Lambdacialotrina
S 30 0 0 4 0 0 1 0 0 0 0 3 0 0 0 0 1 0 0 8 3
R 9 4 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Monteria Deltametrina
S 30 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 8 1 0 6 1
. R 68 20 0 0 0 0 21 0 3 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 4 0
Permetrina
S 24 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 0 0 1 1 5 0 0 6 5
. . R 16 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 5 0
Lambdacialotrina
S 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 17 1
. R 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 1
Valledupar Deltametrina
S 30 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 14 12
. R 31 3 0 0 0 0 12 0 0 0 0 4 0 0 0 0 7 0 0 5 0
Permetrina
S 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 2 0 0 13 12
Total 918 68 2 13 2 1 187 2 24 3 1 81 1 2 1 8 233 1 1 198 89
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Tabla 12 Genotipos tri-locus en mosquitos A. aegypti F1 expuestos piretroides mediante la metodologia CDC. Susceptibles (S) Resistentes (R). El
orden de los genotipos se muestra para los locus 1016/1534/410. Alelo resistente en locus 1016 =I, 1534 = C, 410= L. Genotipo triple susceptible

VV/FF/VV, genotipo triple resistente 1l/CC/LL.

Genotipos
Poblacion Insecticida Fenotipos N  II/CC/LL VI/CC/LL 1I/CC/VL VV/CC/LL VI/CC/VL VI/CC/VV VV/CC/VL VI/FC/VL VI/FF/VL VV/FC/VL VI/FC/VV VV/CC/VV VV/FF/VL VV/FC/VV VV/FF/VV

. . R 21 0 0 0 0 8 0 0 1 0 0 0 8 0 4 0

Lambdacialotrina
Barranauilla S 30 0 0 0 0 5 0 0 2 0 0 0 6 0 14 3
q . R 36 2 0 1 0 10 1 0 3 0 0 0 7 0 7 5

Permetrina

S 64 1 0 0 0 12 2 0 6 0 0 2 18 1 17 5
Chiriguana Lambdacialotrina R 17 3 0 0 0 7 0 2 0 0 0 0 4 0 ! 0
§ S 30 3 0 0 0 14 0 0 1 0 0 0 10 0 2 0
. . R 26 2 0 1 0 6 0 0 3 1 1 1 5 0 5 1

Lambdacialotrina
S 30 1 0 0 1 8 0 0 2 0 2 0 4 0 9 3

Juan de Acosta
. R 20 1 0 0 0 3 0 0 6 0 0 0 5 0 3 2
Permetrina

S 30 1 0 0 0 7 1 1 3 0 1 1 5 0 10 0
. . R 65 9 1 1 0 31 2 1 1 0 0 0 18 0 0 1

Lambdacialotrina
. S 35 3 1 1 1 14 1 1 0 0 0 0 13 0 0 0

Monteria

Permetrina R 31 7 0 0 0 21 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
S 30 4 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0
465 37 2 4 2 161 7 5 28 1 4 4 117 1 72 20
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L. Genotipo triple

=C, 410

de mosquitos de A. aegypti con cada uno de los genotipos

,

umero

fica. N
tri-locus expuestos a piretroides mediante la metodologia OMS. El orden de los genotipos se muestra

on grd
para los locus 1016/1534/410. Alelo resistente en locus 1016 =I, 1534

s

susceptible VV/FF/VV, genotipo triple resistente II/CC/LL. Tamafio de muestra (n).

Figura 26. Representaci
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Figura 27. Representaci

L. Genotipo triple susceptible

C, 410=

VV/FF/VV, genotipo triple resistente II/CC/LL Tamafio de muestra (n).

De las 27 combinaciones posibles de genotipo tri-locus, 20 genotipos se encontraron presentes en

las poblaciones expuestas a lambdacialotrina, deltametrina y permetrina mediante la metodologia
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OMS. Los genotipos mas sobresalientes fueron Vlyg16/CCis3a/V0Laio, VVi016/ CCisaa/ VVa10 Y VVi016
/FCis3a/ V410, Se encontraron diferencias entre el genotipo doble heterocigoto en el locus 1016 y
410 en presencia de CC1534 y el fenotipo resistente para lambdacialotrina y permetrina (p<0,05),
igualmente se encontraron diferencias entre el genotipo anteriormente mencionado y el fenotipo
susceptible para deltametrina (p<0,05) (Figura 28). Se encontraron diferencia entre el genotipo
doble homocigoto silvestre en los locus V1016L y V410L en presencia de CC1534 y el fenotipo
susceptible a lambdacialotrina y deltametrina (p<0,05), a diferencia de lo observado para
permetrina donde no se encontraron diferencias entre los fenotipos y el genotipo tri locus
(p>0,05) (Figura 29). Finalmente se encontraron diferencias entre el genotipo doble homocigoto
silvestre en los locus 1016 y 410 en presencia de FC1534 y el genotipo susceptible para
deltametrina (p<0,05), pero no para lambdacialotrina y permetrina (p>0,05) (Figura 30)

Mediante la metodologia CDC fueron encontrados 15 genotipos en las poblaciones de
Barranquilla, Juan de Acosta y Monteria evaluadas a los insecticidas lambdacialotrina vy
permetrina. Los genotipos mas sobresalientes fueron VVpi6/ CCisza/ VVa10 Y Vlio16/CCis3a/VLaio. NO
se encontraron diferencias significativas entre los genotipos doble homocigoto silvestre en los
locus 1016 y 410 en presencia de CC1534 y el genotipo doble heterocigoto en el locus 1016 y 410
en presencia de CC1534 (p>0,05) para lambdacialotrina y permetrina en las poblaciones de
evaluadas. (Figura 31).
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Figura 28. Comparacion de mosquitos de A. aegypti F1 con el genotipo VI/CC/VL expuestos a
lambdacialotrina, deltametrina y permetrina mediante la metodologia OMS. El orden de los genotipos se
muestra para los locus 1016/1534/410. VI= heterocigoto 1016. CC= homocigoto mutante 1534. VL =
heterocigoto 410. Estadisticamente significativo (p<0,05).
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Figura 29. Comparacion de mosquitos A. aegypti F1 con el genotipo VV/CC/VV expuestos a lambdacialotrina,
deltametrina y permetrina mediante la metodologia OMS. El orden de los genotipos se muestra para los
locus 1016/1534/410. VV= homocigoto silvestre 1016. CC= homocigoto mutante 1534. VV = homocigoto

410. Estadisticamente significativo (p<0,05).
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Figura 30. Comparacion de mosquitos A. aegypti con el genotipo VI/CC/VL expuestos a lambdacialotrina,
deltametrina y permetrina mediante la metodologia OMS. El orden de los genotipos se muestra para los
locus 1016/1534/410. VV= homocigoto silvestre 1016. FC= heterocigoto 1534. VV = homocigoto silvestre

410. Estadisticamente significativo (P<0,05).
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Figura 31. Comparacion de mosquitos de A. aegypti con los genotipos VV/CC/VV y VI/CC/VL expuestos a
lambdacialotrina, deltametrina y permetrina mediante la metodologia CDC. El orden de los genotipos se
muestra para los locus 1016/1534/410. VV= homocigoto silvestre 1016. CC= homocigoto mutante 1534. VV
= homocigoto silvestre 410 y VI= heterocigoto 1016, CC= homocigoto mutante 1534, VL heterocigoto 410.
Estadisticamente significativo (p<0,05).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En Colombia desde hace mas de 3 décadas se ha usado el larvicida temefos, considerado uno de
los mejores quimicos para el control de larvas de A. aegypti. El primer reporte de resistencia en
Colombia a este larvicida se registré en la década de los 90s en la ciudad de Cali, departamento de
Valle del Cauca (Sudrez et al; 1996) y desde entonces segun la red nacional de la vigilancia de la
susceptibilidad a insecticidas en vectores de interés en salud publica (RED-VRI), se ha reportado
resistencia a este larvicida en aproximadamente el 70% de las poblaciones de A. aegypti que se
han evaluado en el pais (RED-VRI INS Documento Interno 2006). Estas incluyen poblaciones de los
departamentos de Santander, Caquetd, Norte de Santander, Antioquia, Cundinamarca, Sucre,
Meta, Narifio, Guaviare, Huila y Cauca (Gonzalez et al; 2005, Anaya et al; 2007; Fonseca et al;
2007; Salazar et al; 2007; Santacoloma et al; 2007). Puntualmente en la regidn caribe Colombiana
el primer reporte se realizd6 en el departamento del Atlantico entre los afios 2007 y 2008 ,
encontrdndose moderada resistencia en los municipios de Malambo, Barranquilla, Baranoa y
Sabanagrande y resistencia para Puerto Colombia y Juan de Acosta (Maestre et al; 2009); y el mas
reciente estudio realizado entre los afos 2010 al 2012 reportd susceptibilidad para las poblaciones
de Barranquilla (Atlantico), Valledupar (Cesar), San Juan (Guajira), Sincelejo (Sucre), Monteria
(Cérdoba) Ciénaga (Magdalena) y Cartagena (Bolivar), moderada resistencia para Soledad
(Atlantico) y resistencia para Puerto Colombia (Atlantico) (Maestre et al; 2014). Estos ultimos
resultados coinciden con los hallados en el presente estudio para las poblaciones de Barranquilla
(Atlantico), Cartagena (Bolivar) y Monteria (Cérdoba) y difieren de los resultados encontrados para
la poblacién de Valledupar, la cual registré moderada resistencia. Esta variacion en el estado de la
susceptibilidad observada para la poblacion de Valledupar, posiblemente se debe a la
intensificacion en el uso de este larvicida para el control de larvas de A. aegypti por el incremento
de la incidencia de dengue y las epidemias por la introduccién de los virus chikungunya y zika
entre los afios 2013 y 2017. En contraste, en Colombia también se ha reportado reversion de la
resistencia a temefos en poblaciones de A. aegypti por la disminucidn de la presién de seleccién
con este larvicida, como politica publica implementada por los entes territoriales ante los
hallazgos de resistencia. El primer reporte se realizé en la ciudad de Cali en el departamento del
Valle del cauca (Prieto et al; 2002), mas adelante se reporté en la ciudad de Barranquilla en los
estudios realizados por Maestre et al (2009) y (2014); posteriormente, Conde et al (2015) en el
municipio de la Dorada en el departamento de Caldas. Los resultados encontrados en el presente
estudio para la poblacién de Juan de Acosta también soportan este fendmeno, a pesar de no
encontrarla susceptible, lo anterior, teniendo en cuenta que para el afio 2009 (Maestre et al;
2009) esta poblacidn registraba porcentajes de mortalidad a dosis diagndstica de 45% mientras
que actualmente registra porcentajes de mortalidad del 87%. Esta variacién en la mortalidad
posiblemente se debe en respuesta al cambio de uso de temefos a diflubenzuron adoptado
aproximadamente desde el afio 2015 para este municipio en el departamento del Atlantico. Los
resultados obtenidos para la poblacién de Chiriguana constituyen el primer registro para esta
poblacidn; en esta al igual que en la poblacidn de Juan de Acosta se viene usando diflubenzurony
se ha disminuido la presion de seleccion con temefos, por lo tanto, se requieren mas estudios en
el tiempo que analicen la respuesta de esta poblacidon ante la disminucién de la presidon de
seleccién con temefos.
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En cuanto a los resultados obtenidos en mosquitos adultos por la técnica del CDC y OMS es
importante resaltar que ambas técnicas permiten detectar resistencia cuando estd presente en las
poblaciones analizadas; sin embargo, aunque ambas técnicas proporcionan datos en forma de
porcentajes de mortalidad o de tiempo necesario para incapacitar a los mosquitos, los resultados
obtenidos con la prueba CDC no son directamente comparables con los de |la prueba OMS, porque
el método CDC se basa en la proporcidn de mosquitos incapacitados y la prueba de la OMS mide la
mortalidad (OMS, 2016). En Colombia la mayoria de los estudios de susceptibilidad a insecticidas
en mosquitos adultos de A. aegypti se han realizado por medio de la técnica del CDC y en menor
proporcién por técnica de OMS, lo anterior debido a que para la realizacidn de esta Ultima técnica
se requiere de la importacién de los kits desde Malasia, lo cual impacta en tiempos y costos; a
diferencia de la metodologia del CDC la cual es mas sencilla y rapida de realizar. Por ambas
técnicas se han obtenido de forma general para el pais, resistencia a DDT en todas las poblaciones
de A. aegypti evaluadas, variabilidad en la susceptibilidad a piretroides y susceptibilidad a
organofosforados en la mayoria de las poblaciones (Maestre 2012).

En Colombia se ha registrado resistencia a lambdacialotrina en las poblaciones de Chocd,
Antioquia, Putumayo, Atlantico, Cesar, La Guajira, Sucre, Cérdoba, Bolivar, Cundinamarca,
Santander, Caquetd, Guaviare, Meta, Casanare y susceptibilidad en las poblaciones de Antioquia,
Cauca, Narifio, Valle del cauca, Huila, Magdalena (Santacoloma et al; 2010, Fonseca et al; 2011,
Ocampo et al; 2011, Ardila et al; 2013, Maestre et al; 2014, Granada et al; 2018). Para
deltametrina se ha registrado resistencia en las poblaciones de Cundinamarca, Santander,
Atlantico, Cesar, Cérdoba, La Guajira, Sucre, Bolivar y susceptibilidad en las poblaciones de
Cundinamarca, Caqueta, Casanare, Caldas, Meta, Cauca, Narifio, Valle del Cauca, Huila vy
Magdalena (Santacoloma et al; 2010, Ocampo et al; 2011, Ardila et al; 2013, Maestre et al; 2014,
Conde et al; 2015). Para permetrina se ha registrado resistencia en poblaciones de Chocd,
Antioquia, Putumayo, Casanare, Atlantico, La Guajira, Coérdoba y susceptibilidad en los
departamentos de Cesar, Sucre, Magdalena y Bolivar (Fonseca et al; 2011, Ardila et al; 2013,
Maestre et al; 2014).

Para el caso de los organofosforados se ha registrado susceptibilidad a malatién en poblaciones de
los departamentos de Cauca, Huila, Narifio, Valle del cauca, Antioquia, Chocd, Putumayo,
Casanare, Atlantico, Cundinamarca, La Guajira, Cesar, Sucre, Cérdoba, Magdalena, Bolivar,
Santander, Caldas (Ocampo et al; 2011, Fonseca et al; 2011, Ardila et al; 2013, Maestre et al; 2014,
Conde et al; 2015). Para Fenitrotidn se ha registrado resistencia en poblaciones de los
departamentos de Cauca, Huila, Narifio, Valle del Cauca, Chocd, Putumayo, Antioquia (Ocampo et
al; 2011, Fonseca et al; 2011) y susceptibilidad en poblaciones de los departamentos de Casanare,
Caldas, Atlantico, Cesar, Guajira, Sucre, Cérdoba, Magdalena y La Guajira (Ardila et al; 2013,
Maestre et al; 2014, Conde et al; 2015). Por ultimo, para pirimifés metil se ha registrado moderada
resistencia en poblaciones del departamento de Caldas y Sucre y susceptibilidad en poblaciones de
los departamentos de Atlantico, Cesar, La Guajira, Cérdoba, Magdalena y Bolivar (Maestre et al;
2014, Conde et al; 2015).

Los resultados del presente estudio coinciden y en algunos casos difieren de estos estudios
previos. Puntualmente con respecto a los antecedentes de las poblaciones trabajadas en este
estudio se encontrd que para la lambdacialotrina se mantuvo la resistencia en las poblaciones de
Barranquilla y Monteria con respecto al estudio de Maestre et al; 2014; sin embargo, para la
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poblacién de Valledupar y Cartagena este Ultimo reportd resistencia y moderada resistencia
respectivamente y en el presente estudio se encontrd resistencia por técnica de OMS vy
susceptibilidad por CDC en ambas poblaciones. Para el caso de permetrina se mantuvo la
resistencia entre los resultados obtenidos por Maestre et al (2014) y los obtenidos en el presente
estudio para las poblaciones de Barranquilla y Monteria; sin embargo, para las poblaciones de
Cartagena y Valledupar Maestre et al (2014) reportd susceptibilidad, mientras que en el presente
estudio se reporté resistencia por OMS y susceptibilidad por CDC. Para deltametrina Maestre et al
(2014) reportd resistencia para la poblacion de Barranquilla; sin embargo, los resultados del
presente estudio registran susceptibilidad por ambas técnicas, para el caso de las poblaciones de
Monteria y Valledupar este mismo estudio reporta resistencia para ambas poblaciones y en el
presente estudio se reporta susceptibilidad por técnica CDC y moderada resistencia por OMS. Por
ultimo, para la poblacidon de Cartagena Maestre et al; 2014 reporté moderada resistencia y en el
presente estudio se observo resistencia por técnica de OMS vy susceptibilidad por medio de la
técnica del CDC.

Al comparar los resultados del organofosforado malation con el estudio de Maestre et al (2014) se
encontrd que éste reportd susceptibilidad para Barranquilla, Monteria, Valledupar y Cartagena, lo
gue coincide con lo reportado en el presente estudio por técnica CDC para las mismas
poblaciones. Sin embargo, para el caso del fenitrotion el estudio de Maestre et al (2014) reportd
susceptibilidad en todas las poblaciones y el presente estudio registré susceptibilidad por OMS y
resistencia por CDC. Cabe aclarar que los resultados por esta ultima técnica se obtuvieron a dosis y
tiempo diagnéstico establecidos por el CDC; sin embargo, al observar los resultados a tiempo
diagndstico establecidos por el INS hubiesen sido compatibles con susceptibilidad. En el caso del
pirimifés metil Maestre et al (2014) registré susceptibilidad en todas las poblaciones mientras que
en el presente estudio se encontro resistencia por OMS y susceptibilidad por CDC.

En Colombia el uso de los piretroides para el control de A. aegypti ha sido mas reciente en
comparacién con los organofosforados; sin embargo, los piretroides han mostrado niveles de
resistencia mas altos a pesar del mayor tiempo de uso de los organofosforados. Entre los
piretroides, la lambdacialotrina y la deltametrina han sido los que mas frecuentemente se han
usado para el control de esta especie de mosquito; sin embargo, la lambdacialotrina en
comparacion a la deltametrina es el piretroide que mas registros de resistencia tienen en el pais
como lo demuestran resultados de investigaciones previas y los obtenidos en este estudio. La
resistencia observada en poblaciones de A. aegypti a permetrina tanto en investigaciones previas
(Ardila et al; 2013, Maestre et al; 2014) como en el presente estudio, constituyen una evidencia de
resistencia cruzada a DDT 6 a otros piretroides, esto si se tiene en cuenta que este insecticida no
ha sido usado para el control de esta especie en el pais. Este fendmeno también se ha reportado
para otros piretroides como el etofenprox en poblaciones de A. aegypti en los departamentos de
Antioquia, Chocé y Putumayo (Fonseca et al; 2011) y para alfacipermetrina en una poblacion del
departamento del Atlantico en la regidn Caribe Colombiana (Maestre et al; 2017).

La resistencia al DDT es generalizada en Colombia y puede estar relacionada con la fijacion de
alelos resistentes y la eliminacidn de alelos susceptibles como consecuencia de la aplicacién de
este organoclorado por mas de cinco décadas en el pais (Fonseca et al; 2009). EI DDT vy los
piretroides tienen el mismo mecanismo de accidn, el cual consiste en el retraso en el cierre del
canal del sodio y la repolarizacion de la membrana (Zlotkin et al; 1999). La modificacién de este
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sitio blanco debido a la presencia de mutaciones en el gen para, conlleva a la aparicion de
resistencia tanto al DDT como a los piretroides. De esta manera, la presién de seleccidn con DDT
gue durante tantos afios presentaron las poblaciones de A. aegypti de Colombia, podria haber
generado resistencia cruzada con los piretroides, esto Ultimo, en concordancia con los resultados
de resistencia para lambdacialotrina, permetrina y en algunas poblaciones a deltametrina
obtenidos en las poblaciones objeto de estudio en el presente proyecto.

La resistencia a piretroides esta dada principalmente por mutaciones kdr; sin embargo, se ha
demostrado también resistencia cruzada entre este tipo de moléculas y los organofosforados.
Rodriguez et al (2003) encontré que la presion durante cinco generaciones con malatién en larvas
de A. aegypti de Cuba, no selecciond una alta resistencia para ese insecticida, pero si para
piretroides como deltametrina y lambdacialotrina, lo cual estaria apoyando esta idea. De manera
similar Tikar et al (2009) mostraron que la seleccidon de resistencia a temefos en larvas puede
generar resistencia cruzada con el piretroide permetrina en adultos. En los resultados obtenidos
en el presente estudio se encontrd resistencia a temefos, lambdacialotrina y permetrina en la
poblacién de Juan de Acosta, lo cual podria estar relacionado con la anterior idea teniendo en
cuenta que el temefos en este municipio ha sido usado por mas de tres décadas para el control de
Ae. aegypti (Maestre et al; 2009).

En la regidn Caribe no existen antecedentes de evaluacion de enzimas en larvas de A. aegypti, los
resultados del presente estudio constituyen el primer reporte para esta regién en el pais. En
cuanto a la actividad enzimdtica para larvas de A. aegypti algunos estudios asocian la actividad
incrementada en las enzimas esterasas con la resistencia a temefos en A. aegypti de Venezuela
Mazarri y Georghiou (1995), Tailandia (Saelim et al; 2005) y Brasil (Marcoris et al; 2003) y otros
asocian la resistencia a temefos con un incremento en las enzimas esterasas, oxidasas de funcion
mixta y GST (Braga et al; 2005, Boyer et al; 2006). En el presente trabajo se observé niveles
alterados de GST y OFM para las poblaciones en las que se observd en las pruebas bioldgicas
moderada resistencia como Valledupar (92%), Chiriguana (92%) y resistencia como fue el caso de
Juan de Acosta (87%); sin embargo, no se encontrdé correlacién estadisticamente significativa
(p<0.05) entre estas dos variables.

En cuanto a la actividad enzimatica en adultos de esta misma especie solo existe un estudio en la
Region Caribe Colombiana ya que la mayoria de estos han sido realizados con poblaciones de esta
especie en otras regiones del pais, en los que se ha encontrado principalmente alteracién en
oxidasas de funcidon mixta y esterasas inespecificas en las poblaciones de Antioquia, Choco,
Putumayo, Cauca, Valle del Cauca, Narifio, Huila, Santander, Meta y Casanare (Santacoloma et al;
2010, Fonseca et al; 2011, Ocampo et al; 2011, Ardila et al; 2013). Mientras que en el estudio
realizado en la Regidon Caribe se reportd a-esterasas y OFM alteradas en la poblacidon de
Valledupar; OFM alteradas en Ciénaga; y GST alteradas en Sincelejo. En las poblaciones de
Cartagena, Monteria, Barranquilla, San Juan, Puerto Colombia y Soledad no se encontré alteracion
en las enzimas evaluadas. Con respecto a esta investigacion los resultados del presente estudio
coinciden en encontrar OFM altamente alteradas en la poblacién de Valledupar y reporta por
primera vez para esa misma poblacidn B-esterasas alteradas, asi como en Monteria a-estarasas, B-
esterasas, OFM altamente alteradas y GST alteradas; en Barranquilla B-esterasas y GST alteradas y
en Cartagena GST alteradas. Probablemente esto se debe al aumento en la presidn de seleccidn
qgue se ha ejercido en los ultimos afos como producto de las acciones integradas de control

88



realizadas para dengue, chikungunya y zika que pudieron haber alterado las enzimas en las
poblaciones que anteriormente no se encontraban alteradas. Sin embargo, tanto en el estudio
realizado por Maestre et al (2014) como en el presente no se encontré correlacion
estadisticamente significativa entre los niveles enzimaticos y la resistencia a los insecticidas
evaluados. Este resultado nos permite pensar que, aunque existe un incremento a nivel
enzimatico en estas poblaciones fenotipicamente susceptibles estas enzimas no se relaciona con el
fenotipo expresado para ninguno de los insecticidas evaluados, por lo tanto, es probable que esta
actividad enzimdtica sea un efecto fisiolégico no relacionado independiente del estado de
susceptibilidad de estas poblaciones, como lo reporta Fonseca et al (2009) para la poblacion de
Putumayo donde los niveles de GST fueron elevados pero no se correlacionaron con el fenotipo de
susceptibilidad determinado para los insecticidas evaluados en ese estudio.

En cuanto a las esterasas los estudios realizados a la fecha han evaluado las B-esterasas
encontrandola sobreexpresadas en poblaciones resistentes a los organofosforados y piretroides
(Ocampo et al; 2011, Fonseca et al; 2011, Santacoloma et al; 2010) o inalterada en poblaciones del
Casanare resistentes a DDT y piretroides (Ardila et al; 2013). Respecto a la a-estarasas solo existe
el estudio de Maestre et al (2014) en el que se encontrd la enzima a-estarasas alterada, por lo
tanto, el presente estudio amplia la informacidn relacionada con esta enzima en el pais.

En diferentes paises, también se ha informado la alteracion de las enzimas a-esterasa, B-esterasay
oxidasas de funcidon mixta en poblaciones resistentes a organofosforados, carbamatos y moléculas
de tipo piretroide (Montella et al; 2001; Harris et al; 2010, Polson et al; 2011, Flores et al; 2005;
Rodriguez et al; 2004, Flores et al; 2006, Rodriguez et al; 2010 Alvarez et al; 2013).

No hay estudios en Colombia que incriminen la enzima acetilcolinesterasa insensible como un
mecanismo de resistencia a los organofosforados y carbamatos en A. aegypti. Estudios realizados
por Grisales et al. (2013) encontraron resistencia a temefos en una poblacién de A. aegypti en la
ciudad de Cucuta (RR: 15X) sin evidencia de aumento de enzimas o la presencia de
acetilcolinesterasa insensible. En cuanto a la enzima pNPA esterasas estas se encontraron
inalteradas en todas las poblaciones evaluadas. En Colombia no existe a la fecha estudios que
documenten sobre la actividad de las pNPA esterasas como un mecanismo de resistencia a los
insecticidas en poblaciones de A.aegypti.

Las mutaciones Kdr son el principal mecanismo implicado en la resistencia a DDT y piretroides. En
Colombia la primera mutacidn Kdr reportada en poblaciones de A. aegypti fue V1016l identificada
en las poblaciones de Puerto Colombia, Soledad, Barranquilla, Valledupar, San Juan, Sincelejo,
Monteria, Ciénaga y Cartagena pertenecientes a la Region Caribe, en estas poblaciones la
mutacion V1016l fue hallada con frecuencias entre 0,07 y 0,35, la frecuencia mas baja fue
encontrada en Ciénaga y las mas altas en las poblaciones de Soledad, Monteria y Barranquilla con
frecuencias de 0,35, 0,33 y 0,32 respectivamente (Maestre et al; 2014). En concordancia, en el
presente estudio la frecuencia alélica mas alta para esta mutacion se registré en la poblacién de
Monteria con una frecuencia de 0,70, observandose un incremento importante en la frecuencia
en esta poblacidon de 0,33 a 0,70 con respecto al reporte previo realizado por Maestre et al.
(2014), también se evidencid aumento en la frecuencia para Cartagena de 0,09 a 0,16 y
disminucién de la frecuencia para las poblaciones de Barranquilla y Valledupar de 0,32 y 0,27
respectivamente a 0,15 para las dos poblaciones. La baja frecuencia en esta mutacién puede estar
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relacionada con la presencia de otras mutaciones como F1534C y V410L. V1016l también ha sido
reportada en poblaciones del departamento del Quindio en baja frecuencia alélica (0,02-0,05)
(Aguirre-Obando et al; 2015).

La mutacién F1534C fue identificada por primera vez en Colombia en el departamento de
Sincelejo (Sucre) en la regidn Caribe Colombiana (Atencia et al; 2016); asi mismo, fue identificada
en las poblaciones de Puerto Colombia, Soledad, Barranquilla, Valledupar, San Juan, Sincelejo,
Monteria, Ciénaga y Cartagena donde fue encontrada en frecuencias entre 0,47 y 0,88,
adicionalmente en este estudio se evidencid un porcentaje de co-ocurrencia de homocigotos
mutantes 11016/C1534 de 5.3% y una correlacidn positiva significativa entre la frecuencia del
genotipo 11016 y la resistencia a permetrina, lambdacialotrina, ciflutrina, pero no a deltametrina.
En este mismo estudio no se encontré correlacidn significativa entre el genotipo 1534 y los cuatro
piretroides evaluados (Maestre et al; 2018). Con respecto a esta investigacion se observo en el
presente estudio un incremento en las frecuencias alélicas de esta mutacion para las poblaciones
analizadas al pasar en la poblaciéon de Barranquilla de 0,74 a 0,76, Cartagena de 0,86 a 0,97,
Monteria de 0,88 a 1,00 y Valledupar de 0,82 a 0,94; lo anterior, en razén probablemente a la
presién constante con insecticidas piretroides para el control de dengue, chikungunya y zika que
se ejerci6 en las poblaciones evaluadas durante el tiempo entre los dos estudios. Las poblaciones
de Juan de Acosta y Chiriguand que no tenian reportes previos para esta mutacion también
arrojaron frecuencias altas (0,76 y 0,95 respectivamente), las cuales también se han reportado
previamente en otras poblaciones del pais como Villavicencio, Riohacha y Bello con frecuencias de
0.63, 0.71 y 0.56 respectivamente (Granada et al;2018). En estas ultimas poblaciones también fue
identificada por primera vez para Colombia la mutacion V410L con frecuencias de 0,46, 0,30 y 0,06
respectivamente. Es de resaltar en este estudio, que los mosquitos de A. aegypti de Bello
mostraron susceptibilidad a lambdacialotrina, mientras que los de Riohacha y Villavicencio
mostraron resistencia. En estas uUltimas poblaciones los investigadores establecieron una
asociaciéon positiva entre las mutaciones V410L y V1016l y la resistencia a lambdacialotrina. En el
presente estudio se identificé por primera vez la mutacién V410L para las poblaciones objeto de
estudio con frecuencias entre 0,05 para la poblacién de Valledupar y 0,72 para Monteria. Se
observé que las frecuencias de la mutacion V1016l fueron muy similares a las encontradas para la
mutacion V410L para todas las poblaciones evaluadas, lo cual coincide con lo encontrado por
Granada et al (2018) para las poblaciones de Bello, Villavicencio y Riohacha.

Recientemente, Haddi et al (2017) Informaron la presencia de la mutacion V410L en mosquitos
resistentes de Brasil y esta mutacidn, sola o en combinacidn con la mutacién F1534C, incrementd
fuertemente la resistencia a los piretroides de tipo | y II; lo anterior, concuerda con lo encontrado
en el presente estudio donde V410L y F1534C se asociaron con la resistencia a permetrina a través
de la técnica OMS para la poblacién de Juan de Acosta, asi mismo, se encontrd asociacion de las
tres mutaciones V1016l, F1534C y V410L con resistencia a lambdacialotrina y a diferencia de esto
no se encontré asociacion a deltametrina con ninguna de las tres mutaciones, este ultimo
resultado coincide con lo reportado por Maestre et al. (2018) para la mutacién V1016l quienes
encontraron una correlacién positiva significativa entre la frecuencia del genotipo 11016 y la
resistencia a permetrina, lambdacialotrina y ciflutrina, pero no a deltametrina.

Para la poblacidn de Barranquilla, se evidencié una fuerte asociacidn de F1534C con resistencia a
permetrina a través de la técnica OMS mientras que para lambdacialotrina no se encontré
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asociaciéon con ninguna de las tres mutaciones. Para la poblacidon de Chiriguand, se encontré
asociacion de F1534C con resistencia a deltametrina mediante la técnica OMS y asociacidn de las
tres mutaciones con resistencia a permetrina. Para la poblacién de Monteria se encontré
asociacién de las tres mutaciones con resistencia a través de la técnica mencionada anteriormente
para los tres insecticidas evaluados y para la poblacion de Valledupar se encontré asociacion de las
tres mutaciones con la lambdacialotrina y permetrina, mientras que para deltametrina la Unica
mutacion asociada con este insecticida fue F1534C.

Recientemente estudios realizados en Meéxico, proponen para explicar la evolucidon de las
mutaciones V1016l, F1534C y V410L tres modelos secuenciales, el primer modelo sugiere la
aparicion de F1534C primero con bajos niveles de resistencia y luego la apariciéon de V1016l
proporcionando niveles mas alto de resistencia, el segundo modelo desafia el primer modelo en el
que V410L y V1016l podrian haber ocurrido de manera independiente en un haplotipo C1534 y
luego se convirtié en cis a C1534 por recombinaciéon y finalmente un tercer modelo alternativo el
cual asume que las tres mutaciones se produjeron independientemente en frecuencias bajas y que
por dos eventos de recombinacion se produjeron en una disposicion cis. (Saavedra-Rodriguez et al;
2018) Teniendo en cuenta los modelos anteriores y los resultados obtenidos en el presente
trabajo es posible pensar que el surgimiento de V410L y V1016l no se da de manera independiente
teniendo en cuenta que las frecuencias alélicas observadas para las poblaciones evaluadas son
muy similares.

De forma general se observa que la mutacion V1016l no se encontré asociada a resistencia por
deltametrina en las poblaciones de Cartagena, Chiriguand, Juan de Acosta y Valledupar. Por otro
lado, en el presente estudio se observé la mutacion F1534C fuertemente asociada con resistencia
a piretroides a diferencia de lo reportado por Maestre et al. (2018), donde no se encontré
correlacién significativa entre F1534C vy los piretroides.

Es importante resaltar que al contrastar los resultados obtenidos mediante las técnicas OMS y CDC
con los obtenidos en la genotipificacidn se observa concordancia entre los resultados OMS vy la
asociaciéon fenotipo genotipo y discordancia entre algunos de los estados de susceptibilidad de la
técnica CDCy la asociacién fenotipo genotipo.

En cuanto a la relacién fenotipo-genotipo 1016/1534/410 en el presente estudio se establecid la
relacion del genotipo Vli16/CCis3a/VLaip cOn resistencia a lambdacialotrina y permetrina, estos
resultados concuerdan con los estudios realizados por Haddi et al. (2017) en una cepa de A.
aegypti de Brasil resistente a piretroides donde se demostré que V410L sola o en combinacién con
C1534C reduce la sensibilidad de los canales de sodio a los piretroides tipo | (permetrina) y a los
piretroides tipo Il (lambdacialotrina y deltametrina). Adicionalmente, estos resultados apoyan
ademas la idea de que la presencia heterocigotos en Vl,p6 Y VLs1o €0 un genotipo son suficientes
para lograr resistencia a deltametrina (Saavedra-Rodriguez et al; 2018). La presencia de
combinaciones de mutaciones afecta sinérgicamente la sensibilidad del canal de sodio a los
insecticidas piretroides. Estos hallazgos sugieren que las interacciones de multiples mutaciones
pueden jugar un papel en la respuesta del canal de sodio de los insectos a los insecticidas (Liu et
al; 2015)
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9. CONCLUSIONES

Para los insecticidas piretroides se encontrd variabilidad en el estado de la susceptibilidad de A.
aegypti a lambdacialotrina y permetrina y susceptibilidad a deltametrina mediante la técnica CDC,
por otro lado, mediante la técnica OMS se encontrd resistencia para lambdacialotrina y
permetrina y variabilidad en el estado de la susceptibilidad para deltametrina en las poblaciones
de A. aegypti analizadas.

Para los insecticidas organofosforados se encontré susceptibilidad para malatién y pirimifés metil
y variabilidad en la susceptibilidad para fenitrotién mediante la técnica CDC, por otro lado, se
encontré mediante la técnica OMS variabilidad en el estado de la susceptibilidad para fenitrotién y
temefos y resistencia para pirimifés metil.

Se encontré aumento para las enzimas GST y OFM en las poblaciones resistentes y con modera
resistencia para el larvicida temefos; por otro lado, en las pruebas enzimaticas para adultos se
encontraron alteradas las enzimas [B-esterasas, a-esterasas, OFM y GST y no alteradas pNPA
esterasa y iAChE.

Se encontraron las mutaciones V1016l, F1534C y V410L en todas las poblaciones analizadas con
variabilidad en las frecuencias alélicas, las cuales oscilaron entre 0,15 y 0,70 para V1016l, 0,94 y
1.00 para F1534Cy 0,05 y 0,72 para V410L.

Se encontré asociacién de las mutaciones V1016l, F1534C y V410L con resistencia a
lambdacialotrina, deltametrina y permetrina establecida a través de la técnica OMS en las
poblaciones de A. aegypti analizadas.

Se encontré diferencias entre el fenotipo resistente y susceptible para lambdacialotrina y

permetrina establecida a través de la técnica OMS en mosquitos con el genotipo Vly916/CCis3a/VLaio
en las poblaciones de A. aegypti analizadas.
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1
NSTTTUTO
e NACIONAL D3
SALID
- Libertod y Orden
PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE LARVAS DE Aedes aegypti A INSECTICIDAS
Departamento: Localidad:
Fecha de prueba: Responsable:
Tipo de Insecticida: insecticida: Concentracion:

Temperatura del agua:
Humedad Relativa:

N° de larvas Mortalidad % % Mortalidad N° de
Beaker Insecticida [Expuestas| a 24 horas |Mortalidad Abbot Pupas

1

2

3

4
Control

1

2

3

4
Control

1

2

3

4
Control

1

2

3

4
Control

Mortalidad corregida de Abbot: (% de mortalidad expuestos-%mortalidad control)/(1-%Mortalidad control)

OBSERVACIONES

Anexo 2 Formulario para pruebas de susceptibilidad de adultos de Ae. aegypti a insecticidas
metodologia OMS
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Q INSTTTUTO
- NACIONAL DE
SALUD

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE ADULTOS DE

Aedes aegypti a INSECTICIDAS -OMS

Departamento:
Fecha de prueba:
Tipo de Insecticida:

Localidad:

Libertod v Ovden

Responsable:

insecticida:

Fecha de Impregnacion del papel:
Uso del papel:
Temperatura:

Humedad Relativa:

Concentracion:

Tubo N°

Mosquitos
Expuestos

Muertos %
a 24 horas

Derribados
1 hora

Mortalidad

% Mortalidad
Abbot

3

4

Control

Control

Mortalidad corregida de Abbot: (% de mortalidad expuestos-%mortalidad control)/(100-%Mortalidad control)

OBSERVACIONES

Anexo 3 Formulario para pruebas de susceptibilidad de adultos de Ae. aegypti a insecticidas

metodologia CDC
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by

INSTITUTYO)

. NACIONAL D
MLLD

Ubenuﬂ y Orden

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE ADULTOS DE MOSQUITOS A INSECTICIDAS METODOLOGIA CDC

Departamento:

Fecha de prueba:

Tipo de Insecticida:

Numero de uso de la botella:
Hora de realizacion de la Prueba:

insecticida:

Localidad:

Responsable:

Dosis:

NUmero de Répeticion:

Temperatura:

Humedad Relativa:

BOT 1 BOT 2

BOT 3

BOT 4

Total

total

Control (- | MO ()

Mort
corregidaT
D

Mort
corregida
1H

Mort

corregida

24H

Tiempo V M V M

Mort.

%

30

45

60

75

90

105

120

Mortalidad corregida de Abbot: (% de mortalidad ex puestos-%mortalidad control)/(100-%Mortalidad control)X100

COMENTARICS:
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