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RESUMEN

Las enfermedades causadas por arbovirus como Dengue, Chikungunya y Zika constituyen un
problema de salud puablica a nivel departamental y mundial. En Colombia en el presente afio a la
semana epidemioldgica 13 se reportan al SIVIGILA 402 casos de Dengue, mientras que a la
semana 16 se notifican 329 nuevos casos de Zika y 180 casos de Chikungunya. Para controlar el
insecto vector se han utilizado diferentes alternativas, como el control biolégico, manejo
ambiental, insecticidas de origen bioldgico e insecticidas quimicos. La principal estrategia para el
control de Ae. aegypti es el uso de insecticidas quimicos, siendo los piretroides unos de los mas
utilizados. Sin embargo, se reporta la resistencia del insecto a estos quimicos. Esta resistencia a
nivel mundial se encuentra asociada en gran medida a mutaciones en el gen del canal del sodio
(resistencia knockdown (kdr)). Este trabajo pretendid caracterizar el estado de resistencia a
lambda-cialotrina y la identificacion de mutaciones en la region codificante del canal de sodio en
poblaciones de Ae. aegypti provenientes de Cucuta Norte de Santander. Para el estudio se
colectaron formas inmaduras de Ae. aegypti de los barrios Toledo Plata, Santa Teresita,
Circunvalacion y Tucunaré de Cucuta. A partir de este material en condiciones de laboratorio se
obtuvieron las generaciones Fo para adultos y F1 en larvas. Se seleccionaron larvas en tercer y
cuarto estadio las cuales fueron expuestas a seis concentraciones del insecticida (grado técnico
98% lambda-cialotrina), determinando la mortalidad larval 24 horas después de la exposicion,
siguiendo la metodologia propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud. En las formas adultas
se realizo extraccion de DNA, posteriormente se identificaron las mutaciones en el canal de sodio
mediante una PCR alelo especifica (AS-PCR). Se evidenci6 la resistencia a la lambda-cialotrina y
se identifico la presencia de las tres mutaciones en las poblaciones analizadas. Se determind la
presencia del alelo 1558C en un 100%. Sugiriendo gque esta mutacion este confiriendo resistencia
a insecticidas diferentes a la lambda-cialotrina. Ademas, se observé una asociacién positiva
significativa del 50% entre las mutaciones V419L y V10161 y la resistencia a la lambda-cialotrina.
Se concluye que el uso indiscriminado de insecticidas en la region ha conllevado al desarrollo de
resistencia que ha de perdurar en el tiempo. Se recomienda, descontinuar el uso de estos

insecticidas por un largo tiempo, para que los insectos vuelvan a hacerse susceptibles.
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Palabras Clave: Aedes aegypti, Resistencia a insecticidas, Resistencia knockdown (kdr), Gen del

canal de sodio, Lambda-cialotrina

ABSTRACT

Diseases caused by arboviruses, such as Dengue, Chikungunya, and Zika, constitute a problem for
public health at on a state and national level. Currently in Colombia, as of the thirtieth
epidemiological week, the SIVIGILA has reported 402 cases of Dengue, while as of the sixteenth
week there have been 329 new cases of Zika and 180 cases of Chikungunya. To control insect
vectors, there continues to be a consistent use of biological control, environmental manipulation,
and biological and chemical insecticides. The principle strategy for the control of Ae. aegypti is
the use of chemical insecticides, specifically the use of pyrethroids. Nevertheless, insect resistance
to this chemical intervention has been reported. This resistance on a world scale is largely
associated with mutations to the sodium channel gene (knockdown resistance (kdr)). This work
aims to characterize the state of resistance to lamda-cyhalothrin and identify mutations to the
coding region for sodium channels in populations of Ae. aegypti. residing in northern Cucuta de
Santander. For the study, immature Ae. aegypti were collected from the towns of Toledo Plata,
Santa Teresita, Circunvalacion, and Tucunaré in Clcuta. Under laboratory conditions, the Foadult
generations and F1 larva generations were obtained. Larvae were selected in between their third
and fourth developmental stage and were exposed to six concentrations of insecticides (98%
lamda-cyhalothrin). Larval mortality was calculated 24 hours after exposure using methodology
from World Health Organization. In adult forms DNA extraction was performed to identify
sodium channel mutations using allele specific polymerase chain reaction (AS-PCR). Resistance
to lamda-cyhalothrin and three sodium channel mutations were identified in the analyzed
populations. The presence of allele 1558C was identified in 100% of samples suggesting that this
mutation confers resistance to insecticides other than lamda-cyhalothrin. Additionally, there was
a positive association to resistance to lamda-cyhalothrin in 50% of samples with V419L and

V10161 mutations. We conclude that the indiscriminate use of insecticide in the region has
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allowed for the development of insecticide resistance that will persist over time. Based on these
results, we recommend the discontinuation of insecticide use for a large period to increase
insecticide susceptibility in populations.

Keywords: Aedes aegypti, Insecticide resistance, knockdown resistance (kdr), Sodium channel
gene, lambda-cyhalothrin
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1. INTRODUCCION

Aedes aegypti es una de las especies mas importantes de mosquitos en lo que se refiere a la
transmision de enfermedades. Se considera una especie invasora, ya que han colonizado
exitosamente muchos sitios fuera de sus ambitos nativos (Juliano & Lounibos, 2005). Ae. aegypti,
originaria de Africa, migro6 al nuevo mundo durante los siglos XV al XVII a bordo de los barcos
que transportaban esclavos (Christophers, 1960, Tabachnick, 1991). Este insecto es transmisor de
arbovirus como Dengue, Zika, Chikungunya y Mayaro, que son como lo describié la Organizacion
Mundial de la Salud en 1967, un grupo de virus que existen en la naturaleza principalmente, debido
a la transmisién bioldgica entre huéspedes vertebrados susceptibles por artropodos hemat6fagos;
de ahi su nombre del inglés “Arthropod-Borne Viruses” o “Virus llevados (transmitidos) por
artropodos” (Arredondo et al., 2016). El avance de estas arbovirosis alcanza elevados niveles de
morbimortalidad en una situacion epidemiolégica sumamente compleja, determinada por la
diversidad de causas simultaneas y concomitantes que la contextualizan; como son la variabilidad
de las condiciones ambientales, los elementos demograficos y socioeconémicos que favorecen su

presencia (Undurraga et al., 2015).

En su mayoria la aplicacién inadecuada de programas para el control de vectores ha causado el
desarrollo de resistencia por parte de Ae. aegypti. La resistencia a los insecticidas en los
mosquitos es mediada por una serie de mecanismos, dos de los cuales son el foco principal de
la mayoria de los estudios: la resistencia metabdlica y las alteraciones del sitio objetivo
mutaciones kdr. La resistencia metabolica implica grandes familias de enzimas multigenas:
citocromo P450, glutatién S-transferasas y carboxil esterasas. EI citocromo P450s, en
particular, se ha visto implicado en conferir resistencia a los mosquitos. (Ngoagoauni et al.,
2016; Moyes et al., 2017).

En el pais durante muchas décadas se ha realizado control quimico con insecticidas adulticidas
piretroides (lambda-cialotrina, deltametrina, permetrina) y adulticidas/larvicidas organofosforados
(malatién y temefos), la constante presion ha causado perdida de susceptibilidad por parte del
vector Ae. aegypti, por lo cual se ha reportado en diferentes sitios del territorio nacional resistencia:
el primer reporte se origind en Cacuta donde se encontrd resistencia al DDT durante la década de
los 60s (Augusto 1961). Posteriormente en ensayos bioquimicos en Cali y mediante el uso larvas
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de Ae. aegypti se demostro actividad enzimatica asociada con resistencia (Ocampo et al., 2004).
En otro trabajo se detecta resistencia a Temefos y Malation en algunas localidades de Antioquia,
Cali, Tulua y Cartagena (Fonseca et al., 2005), y en otras localidades de Colombia (Fonseca-
Gonzélez et al., 2011, Ocampo et al., 2011; Santacoloma et al., 2010). Por Gltimo, (Maestre et al.,
2014), y (Atencia et al., 2016), en la region Caribe reportan por primera vez para Colombia las
mutaciones V10161 y F1534C respectivamente, asociadas ampliamente a poblaciones resistentes;
por su parte (Granada et al., 2018) hacen lo mismo para la mutacion V419L en poblaciones de

Bello, Villavicencio y Riohacha.

Dada que la resistencia a insecticidas y la asociacién de mutaciones Kdr en el canal de sodio
regulado por voltaje (\VVgsc) ha sido reportado en gran parte del territorio nacional, se pretende
conocer si en Cucuta Ae. aegypti es resistente al piretroide lambda-cialotrina, y si estos presentan

mutaciones en el canal de sodio.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Aedes aegypti y los Arbovirus que transmite
2.1.1  Aedes aegypti

Aedes aegypti (Linneaus) es un diptero perteneciente a la familia culicidae, con metamorfosis
completa (holometabdlica). Durante su desarrollo ontogénico pasa por los estadios de huevo, larva,
pupa y adulto (Montero 2009). EI mosquito es el principal vector de los virus Dengue Chikungunya
y Zika (Rodriguez-morales 2015).

2.1.1.1 Ciclo de vida

Las hembras de Ae. aegypti depositan los huevos individualmente en bordes de cuerpos de agua,
generalmente por encima de la superficie del agua: pueden resistir el desecamiento por mas de 5

meses, proceso denominado diapausa (Lounibos, 2002).

21.1.1.1 Huevo

Los huevos de Ae. aegypti miden aproximadamente 1 mm de longitud; tienen forma de cigarro y
son tersos. Al momento de la postura son blancos, pero rapidamente cambian a negro brillante. Si
el ambiente es humedo y célido son fecundados en 48 horas, pero puede prolongarse a cinco dias
si bajan las temperaturas; resisten largos periodos de desecacion, hasta por un afio, lo que es uno
de los principales obstaculos para su control. Algunos hacen eclosion en los primeros 15 minutos

de contacto con el agua y otros hasta que son mojados varias veces. (Chico-Aldana, 2017)

21.1.1.2 Larva

Las larvas son exclusivamente acudticas. La fase larval es el periodo de alimentacion y
crecimiento. Las larvas de Aedes se distinguen a simple vista de las de otros géneros: en la
superficie del agua se mantienen casi verticales y nadan con un caracteristico movimiento
serpentino. Se identifican por dos prominentes espinas laterales del térax y una hilera recta de siete
a doce escamas del peine en el octavo segmento abdominal. La duracion del desarrollo larval

depende de la temperatura, la disponibilidad de alimento y la densidad de larvas en el recipiente.
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En condiciones dptimas, el periodo larval desde la eclosion hasta la fase de pupa, puede ser de
cinco dias, pero comunmente es de 7 a 14 dias. La mayor parte de los recipientes desechados sirven
como sitio de reproduccién (latas, neumaticos, botellas) y en algunos casos la desecacion y el
rebosamiento por la lluvia son perturbaciones y causan mortalidad en larvas y pupas. (Chico-
Aldana, 2017)

2.1.1.1.3 Pupa

Las pupas también son acuaticas, no se alimentan; su funcion es la metamorfosis del estadio larval
al adulto. Se mantienen en la superficie del agua debido a que tienen la propiedad de flotar, lo que
facilita la emergencia del insecto adulto. El estadio de pupa dura dos a tres dias, si antes no

intervienen los factores ambientales. (Chico-Aldana, 2017)

2.1.1.1.4 Adulto

Es la fase reproductora de Ae. aegypti. Es un mosquito oscuro con bandas blancas en las bases de
los segmentos torsales y un caracteristico disefio en forma de lira en el mesonoto (seccién del térax
del mosquito) (Chico-Aldana, 2017). Los adultos se acoplan para volar pocas horas después de
que emergen. El apareamiento tiene lugar durante el vuelo y solo las hembras emergen con su
sistema reproductor mas desarrollado, los machos duran mas tiempo para desarrollarse. Las
hembras son hemat6fagas, la obtencidn de una comida de sangre inicia el desarrollo de los ovarios,
y una fuente constante de sangre permite que las hembras puedan producir un maximo ndmero de
huevos. (Service, 2014). Las hembras adultas de Ae. aegypti son de actividad diurna, y se puede
encontrar actividad de picadura tanto en la mafiana como en la tarde, pero principalmente de
hematofagia diurna (Harrington et al., 2001). En la transmisién de virus como el dengue o el
Chikungunya, los adultos de Ae. aegypti son capaces de incubar el agente infeccioso por varios
factores: reposar en el intradomicilio, ser de preferencia antropofilica en la ingesta, tiene tendencia
a ingestas suplementarias, capacidad de ovipositar en diferentes lugares y rango de vuelo superior
a los 900 metros (Mullen & Durden, 2009).
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Las crisalidas viven en el agua.
Demaoran entre 2y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos

con capacidad para volar.
-
Py
W

? ~7’

Crisalida Huevos

Las larvas viven en el agl\
Se convierten en crisalidas

entan solo 5 dias.

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

S

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses,

Figura 1. Ciclo de vida de Ae. aegypti, tomado de CDC,
https://www.cdc.gov/zika/pdfs/spanish/MosquitoLifecycle-sp.pdf
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2.1.2 Arbovirus que transmite

La prevalencia de la infeccion de arbovirus como dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro entre otros,
en el humano esta directamente asociada a la presencia de Aedes aegypti, el cual es catalogado
como su principal vector a nivel mundial, dada su amplia distribucion en las zonas tropicales y
subtropicales, y a su preferencia por el ambiente doméstico en donde establece su ciclo de vida
(Organizacion Mundial de la Salud 2009).

2.1.2.1 Dengue (DENV)

El dengue es causado por el virus del mismo nombre. En la mayoria de los casos se manifiesta
como un sindrome leve autolimitado conocido como fiebre dengue (FD) y en algunos de forma
severa o fiebre hemorragica del dengue (FHD), que puede llegar a ser fatal cuando se acompafia
de choque hipovolémico (FHD/SCD), (Cortes et., al 2007). Esta arbovirosis es causada por cuatro
virus similares, los serotipos DENV-1, -2, -3 y -4, y de acuerdo a sus manifestaciones, forma
menos grave o grave, puede clasificarse como hemorragico o clasico respectivamente. Presenta
una inmunidad de larga duracion (toda la vida) mientras que la inmunidad cruzada entre cada
serotipo es muy infrecuente y por el contrario la infeccién con otro serotipo puede favorecer la
forma grave de la patologia (Martinez, 1998).

2.1.2.2 Chikungunya (CHIKYV)

El Chikungunya es una enfermedad viral, cuyo agente infeccioso es transmitido por hembras
adultas del género Aedes. Comparte con el dengue los mismos vectores, distribucion geografica y
algunos sintomas, ya que consiste en una enfermedad aguda con fiebre, erupciones en la piel y a
diferencia del dengue, artralgia incapacitante. Actualmente no existe ningun antivirico especifico
0 vacuna contra el virus del Chikungunya. La prevencion y el control se basan en gran medida en
la reduccion del nimero de depdsitos de aguas naturales y artificiales que puedan servir de criadero
de los mosquitos (OMS, 2014). La palabra Chikungunya, se utiliza tanto para el virus como para
la enfermedad y significa "caminar encorvado” en el dialecto africano Swahili o Makonde, y hace

referencia al efecto de la artralgia incapacitante (Pialoux et al., 2007).
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2.1.2.3 Zika (ZIKAV)

La infeccion por virus zika es una enfermedad emergente causada por el virus del mismo nombre,
que es transmitido a través de la picadura de mosquitos del género Aedes tales como Ae. aegypti,
Ae. albopictus, Ae. polynesiensis y Ae. hensilli. Es un arbovirus de la familia Flaviviridae que
contiene una sola cadena de ARN. Se han identificado dos linajes principales: el asiatico y el
africano. Su transmision es tanto selvatica como urbana y se sugiere que pueda tener reservorios
primates no humanos. Algunos autores indican haber encontrado anticuerpos anti-zika en varios
animales como orangutanes, cebras, elefantes y roedores.( Uribarren-Berrueta 2015). Los sintomas
aparecen entre 3 a 12 dias después de la picadura del mosquito y los mas comunes son: fiebre leve,
exantema, conjuntivitis no purulenta y artritis, principalmente en pies y manos. Otros sintomas
incluyen: mialgias, artralgias, cefalea, dolor retro-ocular, edema de miembros inferiores, veértigo,
dolor abdominal y vomito. La enfermedad generalmente es leve y autolimitada con duracion de
dos a siete dias. Sin embargo, se han descrito complicaciones neurolégicas y autoinmunitarias, asi

como malformaciones congénitas (microcefalia). (Arredondo et al., 2016).

2.1.2.4 Mayaro (MAYYV)

El virus Mayaro es un miembro de la familia Togaviridae y el género Alphavirus. estudios
moleculares han reconocido 2 linajes MAYV: genotipos D y L. Mayaro se ha asociado con una
enfermedad parecida al dengue con erupcion cutanea, fiebre y artralgia severa en la América del
Sur tropical. La artralgia dura varias semanas y afecta principalmente a los tobillos, mufiecas y
dedos de los pies, pero también puede afectar las articulaciones principales. Esta arbovirosis causa
una enfermedad febril aguda de leve a moderadamente grave de 3 a 5 dias de duracién con

recuperacion sin complicaciones. (Azevedo et al., 2009).

Ante la falta de una vacuna patentada que pueda prevenir y controlar la presencia de estos virus en
el humano, el Unico método efectivo para contrarrestar estas patologias, consiste en controlar las
poblaciones del insecto vector, las cuales se encuentran actualmente distribuidas desde 35°N hasta
los 35°S (Diaz-Nieto et al. 2013). La prevencion y control de estos arbovirus depende
exclusivamente de las medidas eficaces de lucha antivectorial y del seguimiento de la infeccion de

los mosquitos, Ae. Aegypti es altamente antropofilico, con marcado comportamiento endofagico y

21



endofilico; todas estas caracteristicas son directamente relacionadas con su alta eficiencia como
vector. Los seres humanos se contagian por picaduras de hembras infectadas, que a su vez se
infectan principalmente al succionar sangre de personas contagiadas. Estos virus infectan el
intestino medio del mosquito y luego se extiende hasta las glandulas salivales en un periodo de
entre 8 y 12 dias. Tras este periodo de incubacion, el mosquito puede transmitir el virus a las
personas al picarlas con fines exploratorios o alimentarios (Organizacion Mundial de la Salud
2018).

2.2 Distribucién mundial de Ae. aegypti

Este mosquito presenta una amplia distribucion por debajo de los 2200 metros sobre el nivel del
mar en las regiones intertropicales del mundo, especialmente entre las latitudes 45°N y 35°S
(Pozzetto et al., 2015). Estos limites geogréaficos corresponden, aproximadamente, a un invierno
isotérmico de 10 °C. Ae. aegypti también se ha encontrado en areas tan al norte como 45°C, pero
dichas invasiones han ocurrido durante los meses mas calientes y los mosquitos no han sobrevivido
los inviernos. (Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2009).

2.2.1 Distribucién de Ae aegypti en Colombia

En Colombia Aedes aegypti se encuentra distribuido en méas del 80% del territorio nacional, en
2015 se habia reportado en 718 municipios por debajo de 2200 msnm en los 32 departamentos del
territorio nacional. De igual manera se registrd la presencia del vector en 1138 localidades de 30

departamentos (Instituto Nacional de Salud 2014).
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- Aedes asgypd

Figura 2. Distribucién de Ae. aegypti en Colombia. Tomado de, mapa digital integrado del
Instituto Geografico Agustin Codazzi, Sivigila e informes del Grupo de Entomologia del Instituto
Nacional de Salud, informes del Programa de Prevencion y Control de las Enfermedades
Transmitidas por Vectores del Ministerio de la Proteccion Social (Instituto Nacional de Salud
2014)
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2.2.2 Distribucion de Aedes aegypti en Cucuta

Cucuta es una zona hiperendémica para enfermedades transmitidas por vectores y en especial las
que acompanan al Aedes aegypti, las zonas de mayor presencia del mosquito son: las comunas de
Atalaya, Libertad, Aeropuerto y Centro, dentro de Cucuta, y Villa del Rosario, Los Patios, El Zulia,
Puerto Santander y San Cayetano, en el area Metropolitana. (Juan Alberto Bitar Mejia, IDS.)

2.3 Criaderos de mosquitos

Los mosquitos se encuentran en estadios inmaduros en el agua, sobre todo en recipientes
artificiales urbanos o domésticos en: cementerios, basurales, neumaéticos, floreros, botellas,
bebederos de animales, latas abiertas o contenedores de cualquier tipo, depdsito de agua de bebida,
cisternas, vasijas, tinajas, todo tipo de recipientes en desuso aun pequefios). Se los ha observado
colocando sus huevos en sitios naturales: axilas de plantas como las bromeliaceas y bananeros,
huecos de arboles, de cafias (bambu, por ejemplo) muy proximos a viviendas y, a menudo, en
espacios interiores (Ortiz & Argote, 2016). Los estudios sobre el radio de vuelo indican que la
mayoria de las hembras de Ae. aegypti pueden pasar toda la vida en el interior de las casas en las
que se han convertido en adultos o alrededor de ellas, y que suelen volar unos 400 metros de media.
Esto implica que son las personas, mas que los mosquitos, quienes propagan rapidamente el virus
en las comunidades o lugares donde residen o de una comunidad o lugar a otro (Organizacion
Mundial de la Salud 2018).
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Figura 3. Criaderos artificiales de Ae. aegypti. Tomado de (Instituto Nacional de Salud 2014).

2.4 Métodos de Control del vector Aedes aegypti

Existen diferentes estrategias para el control de Aedes, como son el manejo ambiental, el control
bioldgico y el quimico. EI més efectivo es el control ambiental, que previene el criadero de los
mosquitos y el contacto del patdgeno con el vector-humanos. EI manejo ambiental estad enfocado
principalmente a la destruccion y alteracion del habitat natural de las larvas y la produccion de

mosquitos adultos en cada comunidad (Organizacién Mundial de la Salud, 2014)

El control bioldgico se realiza usando predadores o parasitos para competir o reducir las
poblaciones de las especies problema. Peces larvivoros y la bacteria Bacillus Thurigiensis H-14
(BTI), son los dos organismos mas empleados (Mccall, 2007). Sin embargo, el mayor énfasis se
da para el control quimico, debido a su efectividad en regular las poblaciones tanto larvales adultas,
utilizando los insecticidas quimicos (Bisset et al., 2009).
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2.5 Control quimico

El Control Quimico de las plagas es la represion de sus poblaciones o la prevencion de su
desarrollo mediante el uso de substancias quimicas, tal control esta ligado al uso de insecticidas
larvicidas y adulticidas de cualquier tipo como organoclorados, organofosforados, avermectinas,
carbamatos, insecticidas reguladores de crecimientos y piretroides. (Organizacion Mundial de la
Salud, 2014)

2.5.1 Control quimico del vector Aedes aegypti

Ae. aegypti fue erradicado de 21 paises de las Américas durante 1948-1972, pero debido al
deterioro de las campafas de control vectorial, el vector volvio a dispersarse sobre estos paises,
los cuales sufrieron nuevas epidemias de dengue. En octubre de 1994, todos los paises de las
Américas excepto Bermuda, Canada y Chile, estaban re-infestados (Paho 1994). Para el control de
las densidades de Ae. aegypti y otros insectos vectores de importancia en la salud publica, se
emplean desde hace mas de 40 afios métodos de control quimico con relativo éxito, manteniendo

en muchos casos el control de la enfermedad (Burbano, 2013).

2.5.2 Control quimico del vector Aedes aegypti en Colombia

En Colombia el uso de insecticidas para el control de Ae. aegypti lleva mas de seis décadas; inicid
a finales de 1950 con la aplicacion focal del larvicida temefos junto con aplicacion perifocal del
DDT, con lo que se logro eliminar al vector en 293 localidades de 296 positivas para Ae. aegypti
en el pais (Padilla et al., 2012). A partir de la década de los 70°s se uso el insecticida fenitrotion
en las areas de reinfestacion de Ae. aegypti, que para la fecha se habian extendido en los sitios con
condiciones Optimas para el vector en todo el territorio nacional (Padilla et al., 2012). En los 80s
se introdujo al pais el adulticida malation y en los 90s los piretroides (Maestre-Serrano et al., 2012;
Maestre-Serrano, 2014) que resultan menos toxicos para los humanos que los organofosforados,

carbamatos y organoclorados (Ponce et al., 2006).
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Este control se ha realizado en mayor parte para evitar la transmision del virus dengue. Las
poblaciones de Ae. aegypti han sido presionadas continuamente con adulticidas piretroides
(lambda-cialotrina, deltametrina, permetrina) y adulticidas/larvicidas organofosforados (malation
y temefos). Como consecuencia de lo anterior, Ae. aegypti esta desarrollando resistencia a estos
insecticidas (OMS 1992). La vigilancia de la susceptibilidad a insecticidas en Ae. aegypti juega un
papel fundamental en cualquier programa de control de vectores. Es asi como el primer paso en la
identificacion de un problema potencial de resistencia es detectar los cambios en la susceptibilidad
de una poblacion de vectores a través de bioensayos, ensayos bioquimicos y ensayos moleculares
(Burbano, 2013).

Figura 4. Control quimico contra Ae. aegypti. fumigacién mediante termonebulizadores en los

diferentes barrios de Cucuta. Fuente, diario la Opinion 2015.
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2.6 Insecticidas

Los insecticidas son sustancias quimicas organicas o inorganicas o mezclas de sustancias cuya
funcidn es prevenir, matar, repeler o mitigar el efecto de cualquier insecto (volador o no), son de
naturaleza sintética o productos naturales. Estas sustancias pueden actuar sobre insectos adultos e
inmaduros, denominados asi adulticidas y larvicidas respectivamente, han sido usados en
agricultura, salud publica, horticultura, o almacenamiento de alimentos (Achudume, 2012). Hay
diversos tipos de insecticidas, incluyendo diversas formas de aceites de hidrocarburos (alquitran),
compuestos arsénicos, organoclorados, organofosforados, carbonatos, dinitrofenoles, tiocianatos
organicos, azufre, fluoruro de sodio, piretroides, nicotina, etc. Muchos de ellos tienen efecto
nocivo tanto para la salud humana como para el medio ambiente, por ello se ha mantenido el uso

comercial y legalmente con base en analisis de riesgo-beneficio (Achudume, 2012).

2.7 Resistencia a insecticidas

La resistencia a insecticidas es una caracteristica heredada que otorga mayor habilidad a una
poblacién de insectos de tolerar dosis de un insecticida de tal modo que los individuos resistentes
sobreviven a una concentracion del compuesto que normalmente seria letal para la especie (OMS,
1992). La resistencia a insecticidas se explica con base en factores multidimensionales
dependientes de la bioquimica, fisiologia, genética y ecologia de los vectores teniendo en cuenta
que todo esto varia con la especie, poblacién y localizacion geogréafica. Las poblaciones resistentes
se desarrollan a través de la sobrevivencia y reproduccion después de la exposicion a un insecticida
de los individuos que portan genes de resistencia. Se puede considerar que la produccion de
sobrevivientes refleja la presencia del gen o genes que codifican para mecanismos que confieren
resistencia (OMS, 1992).

Numerosos factores influyen en la evolucion de resistencia a insecticidas los cuales pueden
agruparse en tres categorias: factores genéticos, bioldgicos y operacionales. Los factores genéticos
se relacionan principalmente con la frecuencia y dominancia de los alelos de resistencia, en tanto
que los bioldgicos incluyen el ciclo de vida, el nimero de descendientes por generacion y las tasas
de flujo génico. Los factores genéticos y bioldgicos son intrinsecos a las especies y por lo tanto se

escapan al control humano. Los factores operacionales si pueden ser manejados a fin de evitar o
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retardar el desarrollo de resistencia. Estos factores se asocian directamente con el tiempo, dosis y
formulacion del insecticida, el estadio seleccionado y el uso previo de insecticidas relacionados.
(Georghiou, 1990)

2.7.1 Mecanismos de resistencia a insecticidas

En los insectos los dos principales mecanismos de resistencia a insecticidas son el incremento en
la tasa de detoxificacion de los insecticidas y las alteraciones en el sitio blanco. Otros mecanismos
basados en la respuesta al estrés térmico, penetracion disminuida, incremento en las tasas de
excrecion, cambios de comportamiento que eviten el contacto con los insecticidas, aunque los

vectores sean susceptibles a estos, son también importantes (Fonseca & Quifiones, 2005).

Mecanismos de resistencia
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Figura 5. Principales mecanismos descritos asociados con resistencia a insecticidas en mosquitos,
un circulo grande indica un mecanismo de resistencia importante, mientras que un punto mediano
0 pequefio indica que el mecanismo ha sido descrito, pero es menos relevante. kdr, knockdown
resistance MACE, modification of acetylcholinesterase. Adaptado de (IRAC, 2010).
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2.7.1.1 Resistencia Metabdlica

En la resistencia asociada al incremento en la tasa de detoxificacion se involucran principalmente
tres familias enzimaticas la cuales son las carboxilesterasas, glutation S-transferasas (GST) y
monooxigenasas (figura 5). La actividad de una o més de estas enzimas es regularmente elevada
en poblaciones de insectos resistentes, pero en contraste con la resistencia dada por alteraciones
en el sitio blanco, no se conocen totalmente los mecanismos moleculares de esta resistencia
metabolica. La identificacion de enzimas involucradas en la resistencia a insecticidas se complica
ademas por la complejidad de tales familias enzimaticas y las dificultades para identificar genes
ortélogos entre diferentes especies de insectos (Ranson et al, 2002).

La resistencia metabdlica se produce cuando la alta actividad de una o0 méas enzimas, sobre una
porcion suficiente de insecticida actla de manera que secuestra o desintoxica la molécula de

insecticida antes de que alcance su objetivo en el insecto (Hemingway & Ranson, 2000).

2.7.1.2 Alteracion en el sitio blanco

La resistencia asociada a alteraciones en el sitio esta mediada por la presencia de mutaciones no
silentes en genes estructurales, canales de sodio (para), receptores del acido amino-butirico
(GABA) vy acetilcolinesterasa (AchE), para que dichas mutaciones sean seleccionadas
favorablemente, el cambio en el aminoacido debe disminuir la union al insecticida sin causar
perdida de la funcién primaria del sitio blanco como es el caso del canal de sodio (Fonseca &
Quifones, 2005). Por lo tanto, el namero de posibles sustituciones de aminoacidos es limitado y
comunmente se encuentran mutaciones idénticas asociadas con resistencia a través de tasa
altamente divergentes. El grado de deterioro de la funcién, ocasionado por la mutacion que
confiere resistencia, se refleja en la eficacia bioldgica de los individuos resistentes en ausencia de
seleccién por el insecticida. Este costo en la eficacia bioldgica tiene importantes implicaciones
para la persistencia de resistencia y/o reversion a la susceptibilidad en poblaciones de campo
(Berticat et al., 2002).
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2.7.1.2.1 Resistencia Knockdown (Kdr)

La resistencia (kdr) (por sus siglas en inglés: knockdown resistance) es un mecanismo de
resistencia seleccionado por insecticidas piretroides y DDT, este elemento es uno de las mayores
formas de resistencia a estos insecticidas y se ha asociado con mutaciones no sinénimas sobre los
canales de sodio dependiente de voltaje (\VVgsc) los cuales son blanco de este tipo de insecticidas
(Srisawat et al., 2010). Las mutaciones se encuentran sobre alguno de los seis segmentos
hidrofobicos (S1-S6) generalmente en los p-loops o linkers dentro de los cuatro dominios
homdlogos (I-1V) en los canales de sodio dependientes de voltaje (Figura 6).

El répido efecto de derribo que caracteriza a los insecticidas DDT vy piretroides, es ocasionado por
la activacion persistente de los canales de sodio. Esta activacion se debe a la forma en que los
insecticidas se unen al poro del canal, prolongando el mecanismo de inactivacion dependiente de
voltaje. La reduccién en la sensitividad del canal de sodio dependiente de voltage a la unién de los
insecticidas es la causa del fenotipo resistente conocido como “kdr” presente en varias especies de

insectos. (Bobadilla-Utrera 2010)

2.8 Canal de sodio

El canal de sodio es el responsable de la iniciacidn y propagacion del potencial de accion a lo largo
del axdn. Este canal forma un poro en la membrana que es altamente selectivo a iones de sodio.
La apertura o cierre del canal es regulado por dos procesos, activacion e inactivacion; cuando una
neurona esta en reposo el canal de sodio esta cerrado y cuando la membrana de la neurona esta
despolarizada el canal de sodio esta abierto. La entrada de iones sodio a través del canal lo activa
lo que causa una despolarizacion de la membrana y una fase creciente del potencial de accion.
Dentro de unos pocos milisegundos después de abierto el canal, este es rapidamente inactivado. El
proceso de inactivacion es el responsable de la fase descendente del potencial de accion y juega

un rol importante en la terminacion de un potencial de accién (Dong et al., 2014).
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2.8.1 Estructura de canal de sodio

El canal de sodio estd compuesto por una subunidad alfa y una o mas subunidades beta. La
subunidad alfa del canal tiene 4 dominios homdlogos (I-1V), cada dominio posee 6 segmentos
transmembranales. En cada dominio los segmentos de 1-4 (S1-S4) constituyen el modulo de
deteccion de voltaje, mientras que los segmentos S5 y S6 y loop reentrante en la membrana
(Ilamada regién P) conectan las subunidades 5 y 6 formando el modulo el poro. Las subunidades
beta (betal-betad) son pequefias proteinas transmembranales que poseen un dominio

inmunoglobulina extracelular, un solo segmento transmembrana y un corto dominio intracelular
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Figura 6. Estructura molecular del canal i6nico dependientes de voltaje. A: estructura del canal
de sodio dependiente de voltaje compuesta por una Unica cadena polipeptidica con cuatro
dominios; B: vista frontal de un canal i6nico inmerso en la membrana. Los cuatro dominios se
pliegan para formar el canal por el que fluyen los iones. Los segmentos S5 y S6 junto con el bucle

P de cada dominio forman el poro hidrofilo. Tomado de: (Alfonzo et al., 2017).
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2.8.2 Canal de sodio — piretroides

Los insecticidas piretroides tienen un rapido efecto Knockdown pero el uso intensivo de DDT y
piretroides ha conllevado al desarrollo de la resistencia knockdown (kdr) en muchas especies de
insectos como Anopheles y Aedes. Los piretroides modifican la cinética de apertura del canal de
sodio volviendo mas lenta la activacion e inactivacion del canal. Existen dos clases de piretroides
tipo | y tipo Il. Los tipos | carecen del grupo ciano y tipo Il como lambda-cialotrina presentan este
grupo en la posicién bencilico. Los piretroides tipo Il prolongan la corriente de sodio durante un

potencial de accion més que los tipos | (Hemingway et al. 2004).

Figura 7. Estructura molecular del insecticida lambda-cialotrina, (Cifuentes et al., 2015).
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

Los arbovirus circulantes en Colombia representan un problema prioritario en salud publica. El
dengue ha presentado una reemergencia e intensa transmision con tendencia fluctuante y creciente
a traves del tiempo. Desde el primer caso de dengue grave en 1989, en Puerto Berrio, Antioquia,
se ha observado en el pais una tendencia al incremento en el aumento de casos, al pasar de 5,2
casos por cada 100.000 habitantes en la década de los 90, a 18,1 casos por cada 100.000 habitantes
en la presente década (INS 2016). En la actualidad a la semana epidemioldgica 13 se han notificado
al SIVIGILA 402 casos de dengue, mientras que en la semana epidemioldgica 16 se notificaron a
este mismo organismo 329 casos de Zika y 180 casos de Chikungunya. (Instituto Nacional de
Salud 2018).

Desde el afio 2004, el CHIKV ha expandido su distribucion geografica mundial, provocando
epidemias sostenidas de magnitud sin precedentes en Asia y Africa (Ministerio de Salud y
proteccidn social 2014). La fiebre de Chikungunya es un problema de salud publica emergente en
la Regidn de las Américas. A finales del afio 2013 la OPS/OMS reporta la confirmacion de casos
de transmision autdctona en la subregion del Caribe, Hasta la fecha al menos 20 paises han
confirmado transmisién y se han notificado al Sivigila 8.022 casos de Chikungunya hasta el afio
pasado (Instituto Nacional de Salud 2017).

Desde 2015 y hasta el 22 de enero de 2017, fueron 20 los paises Y territorios que confirmaron
circulacion autéctona del virus Zika en las Américas, con un mayor numero de casos en Brasil y
Colombia. En octubre del 2015 el Ministerio de Salud de Brasil relaciond la presencia de este virus
con el aumento de casos de microcefalia, alertando sobre un incremento inusual de esta patologia
en el estado de Pernambuco, donde se detectaron en menos de un afio 141 casos, cuando
anualmente se reportaban tan solo 10 casos. También en Brasil, en noviembre de 2015, se verifico
la presencia del genoma del virus Zika en muestras de tejidos y sangre de un recién nacido fallecido
y portador de microcefalia (Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion mundial de la
salud 2016).

Aedes aegypti es el principal vector de los virus anteriormente mencionados, se distribuye
ampliamente por debajo de los 2200 metros sobre el nivel del mar, distribucion que coincide con

la ubicacién de gran parte de la poblacion colombiana. Las caracteristicas climéaticas cambiantes,

34



las condiciones sociales de alta migracion, el déficit en la calidad de viviendas y la falta de acceso
adecuado a servicios de agua potable y salud hacen que se den las condiciones adecuadas en
muchas regiones del pais para que el mosquito vector esté presente (Ministerio de Salud y
proteccion social, 2014) y persistan los casos de Dengue, Chikungunya y ahora el Zika. Por tal
razon, es necesario fortalecer las medidas de control de Aedes aegypti para contrarrestar la amplia
distribucion de este vector. Segun Cardenas 2008 en Cucuta se detecto pérdida de susceptibilidad
en larvas y adultos de Ae. aegypti en el barrio Ospina Pérez a insecticidas como temefos y lambda-
cialotrina, (Hamid et al. 2017) en estudios realizados en indonesia ha reportado la ganancia de
resistencia por parte de este mosquito a los diferentes tipos de insecticidas, como; Deltametrina,
malation, permetrina, lambda-cialotrina, bendiocarb y ciflutrina, los cuales son utilizados en

diferentes presentaciones en todo el mundo.

En la actualidad, el control del vector Aedes aegypti con insecticidas es el mas importante método
para prevenir la transmision de estos arbovirus, entre los cuales se encuentran los piretroides. Estos
insecticidas se caracterizan por su alta y rapida actividad en los insectos y la baja toxicidad para
los mamiferos (Hirata et al., 2014). Sin embargo, su uso masivo genera presion de seleccién en las
poblaciones de mosquitos que puede causar resistencia, manifestada por la presencia de
mutaciones en el sitio blanco del compuesto quimico, que para el caso de los piretroides son en el

canal de sodio.

En Colombia a pesar de la alta prevalencia de arbovirosis transmitidos por Ae. aegypti y de la
dependencia a los insecticidas para controlar las poblaciones de vectores, no se tiene un monitoreo
de estatus de resistencia en el pais (Fonseca et al., 2011). Por todo esto, se requiere la
implementacién en Norte de Santander y en especial en Clcuta, de técnicas que permitan rapida y
eficientemente la identificacion y caracterizacion de los mecanismos por los cuales los mosquitos
estan adquiriendo resistencia a los insecticidas. Al respecto, este proyecto propone identificar
mutaciones en el canal de sodio de mosquitos de diferentes barrios de Cucuta asociados a la perdida
de susceptibilidad al insecticida lambda-cialotrina y correlacionar estas mutaciones con el fenotipo
resistente. Adicionalmente, se propone disefiar nuevas herramientas moleculares para monitorear
la aparicion del fenotipo de resistencia de Ae. aegypti a insecticidas en la region de norte de

Santander.
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El proyecto tiene como proposito dar un soporte a los entes gubernamentales encargados del
manejo de insecticidas para que se lleve a cabo de manera racional el control vectorial de insectos

transmisores de Arbovirus en el departamento de Norte de Santander.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La resistencia al piretroide lambda-cialotrina en poblaciones de Ae. aegypti de Clcuta es
otorgada por mutaciones kdr?

5. HIPOTESIS

Ho: Las poblaciones de Ae. aegypti de Cucuta no son resistentes al insecticida piretroide
Lambda-cialotrina

Hi: Las poblaciones de Ae. aegypti de Culcuta son resistentes al insecticida piretroide
Lambda-cialotrina
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6. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Caracterizar el estado de resistencia a lambda-cialotrina y la identificacion de mutaciones en
la region codificante del canal de sodio en poblaciones de Ae. aegypti provenientes de Clcuta

Norte de Santander.

6.2 ESPECIFICOS

v Determinar el estado de susceptibilidad de cuatro poblaciones de Ae. aegypti de Cucuta al

insecticida lambda-cialotrina.

v'Identificar la presencia de mutaciones en el gen del canal de sodio de diferentes poblaciones
de Ae. aegypti de Culcuta.

v Determinar la frecuencia alélica de cada poblacion resistente de Ae. aegypti

v" Correlacionar la frecuencia de los alelos mutados y la resistencia de Ae. aegypti a la

lambda-cialotrina
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7. METODOLOGIA

7.1 Area de estudio

La Ciudad de San José de Cucuta se encuentra en el departamento de Norte de Santander al
nororiente Colombiano en la Cordillera Oriental a los 7° 54' 27" de latitud norte y 72° 30" 17" de
longitud al Oeste. Cuenta con 155 barrios distribuidos en diez comunas, la temperatura media del
municipio es de 28° C, y su altitud media es de 320 msnm. (C&mara de comercio de Cucuta 2016)

Leyenda
Colombia

:| Morte de Santander
Cucuta

Toledo PlLata
Circunvalacion

Santa Teresita M. I 1 T 1Km

Tucunaré 0 87,5175 350 525 700

Q000
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Figura 8. Mapa de Culcuta y los barrios donde se recolectaron las muestras de larvas del
mosquitos Ae. aegypti. Toledo Plata (TP), Circunvalacion (CI), Santa Teresita (ST), Tucunaré
(TU).

Se evaluaron cuatro cepas de Ae. Aegypti provenientes de los barrios, Toledo Plata (TP) 7° 56
46" N 72° 30" 58" W. Orientacion norte, Circunvalacion (CI) 7° 52" 51" N 72° 30" 17" W.
Orientacion sur, Santa Teresita (ST) 7° 53" 29" N 72° 28" 54" W. Posicion oriente y Tucunaré
(TU) 7°55° 04" N 72° 31°54"" W. Posicion occidente.

La seleccion de los barrios se hizo de manera aleatoria tomando como referencia una comuna en
cada punto cardinal de la ciudad. Para la seleccion se tuvo en cuenta distancias mayores a tres
kildbmetros entre cada uno de los barrios.

7.2 Colecta del material biologico

En cada uno de los barrios muestreados se seleccionaron tres manzanas al azar y en cada una de
estas, un minimo de 13 casas, se realizd visita domiciliaria e inspeccion entomoldgica en compafiia

de técnicos de la secretaria de salud Municipal.

En cada vivienda se inspeccionaron albercas bajas y criaderos diversos para formas inmaduras de

Aedes como; llantas, floreros, canecas, entre otros.

Se recolectaron larvas, las cuales fueron transferidas en tubos falcon de 50 ml debidamente
rotulados, utilizando agua del mismo criadero. EI material entomol6gico fue trasladado a los
laboratorios de la universidad de pamplona sede villa del rosario donde se transfirieron a
recipientes mas grandes, para su posterior transporte a la ciudad de Medellin.

7.3 Obtencion de la F1 de Ae aegypti en el laboratorio

En las instalaciones del grupo de Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas de la Sede de
Investigacion Universitaria de la universidad de Antioquia (SIU), en el insectario, en condiciones

controladas de temperatura de 27°C + 2°C, humedad relativa 65% * 5% y fotoperiodos de 12/12.

40



Las larvas que se obtuvieron en campo se transfirieron a bandejas plasticas de 16.5 Cm de ancho
X 11.5 Cm de alto x 30 Cm con tapa enmallada y un volumen de 500 ml de agua reposada, se
aliment6 con comida para peces (Truchina) todos los dias con una cantidad de 2 gramos hasta

pasar al estadio de pupa.

Posteriormente se separaron las pupas en recipientes con tapa enmallada de 1750 ml a un volumen
de 600 ml hasta la emergencia del adulto, que a su vez fue transferidos a jaulas de cria para colonias
de 30 x 30 x 30 Cm.

Los mosquitos machos se alimentaron con sacarosa al 10% los dias 1, 3 y 5 de cada semana, y
las hembras el dia tres de cada semana con sangre de ratdn (Mus musculus Linnaeus 1758) y
(Gallus gallus Linneaus 1758) del bioterio de la Sede de Investigacion Universitaria (SIU).

Para el dia cuarto de la semana se introdujo en cada jaula un vaso nuevo para ovoposicion marca
Darnel Murano de nueve onzas con volumen de agua reposada de 1/3 de onzas (90 ml) y papel
filtro en la parte interna alrededor del vaso. Para la primera postura se retiré el papel el segundo
dia de la siguiente semana y se coloc6 uno nuevo el cuarto dia para la segunda postura, rotulando
con nombre, procedencia de la cepa, fecha y generacion. Se mantuvieron en el éarea de
almacenamiento de huevos en camara himeda durante 48 horas para su secado, posteriormente se
almacenaron durante minimo 10 dias en bolsas Ziploc dentro de recipientes herméticos. Una vez
se consiguio el nimero de huevos suficiente, se procedié a iniciar el ciclo, inundando los huevos
para la obtencion de F1 de larvas, pupas y adultos. Para evitar contaminacion de las cepas, se
utilizaron pipetas pasteur, bandejas plasticas, recipientes para pupas, vasos desechables y jaulas

diferentes para cada colonia.

7.4 Bioensayos para la poblacion de campo

Para cada una de las poblaciones, se evaluo el estado de susceptibilidad/resistencia al insecticida
piretroide (Lambda-cialotrina). Estos ensayos se realizaron en 20 larvas de tercer estadio tardio o
cuarto estadio temprano de Fi, que fueron expuestas a seis concentraciones (Tabla 1), del

insecticida grado técnico 98%, siguiendo el protocolo descrito por la OMS (1981).
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Tabla 1. Concentraciones en partes por millon del insecticida lambda-cialotrina evaluadas en

larvas de Ae. aegypti de Cucuta

Concentraciones Unidad
0.0009 ppm
0.0018 ppm
0.0036 ppm
0.0072 ppm

0.015 ppm
0.03 ppm

La cepa de referencia Rockefeller susceptible a insecticidas, que ha estado en colonia desde la
década de 1930 provista por el grupo de Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas (BCEI)
de la Universidad de Antioquia se us6 como control, Realizando tres replicas en cada

concentracion cada una por triplicado para las poblaciones silvestres y la cepa Rockefeller.

La lectura de mortalidad se registré a las 24 horas después de poner en contacto las larvas con el
insecticida, las concentraciones letales (CL s0) y los intervalos de confianza (p <0,05) se
calcularon para cada poblacién de mosquitos. Los datos de concentracion-mortalidad se
sometieron a analisis Probit (Raymond 1985), y se estimaron intervalos de confianza del 95%
para obtener los grados de resistencia (GR). Se obtuvieron grados de resistencia (GR50)
dividiendo la concentracién letal de la poblacion por la concentracion letal equivalente de la
cepa de referencia Rockefeller. EI GR se interpreté como susceptible (<5 veces), resistencia
tolerante 0 moderada (de 5 a 10 veces) y alta resistencia (> 10 veces) (Pang et al.,,

2015). Los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7.5 Identificacion de mutaciones
7.5.1 Extraccién de ADN

El ADN de 60 mosquitos Fo de Aedes aegypti recolectados en cada uno de los barrios de la ciudad

de Cucuta fue extraido mediante el método de Grind Buffer (Collins et al., 1987).

7.5.2 Genotipificacion de la PCR especifica de alelo (AS-PCR)

Las muestras se genotiparon en las posiciones 1255, 3046 y 4673 del gen del canal de sodio
usando PCR alelo-especifica (AS-PCR). Para esto, se utilizo un cebador especifico de alelo para
la mutacion 419 (G1255T) (Granada et al., 2018); y cebadores especificos de alelos
desarrollados previamente para las mutaciones 1016 (G3046A) y 1534 (T4673G) (Yanola et
al., 2011), (Li et al., 2015). (Tabla 2). Cada reaccion se realiz6é en un volumen final de 25 uL
que consiste en 10,75 ul de H20 para Pcr, 4 ul de MgCl> [25 mM], 2,5 ul de Tampon Buffer
(NH2) SO4 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), 1 ul de cada cebador [10 uM], 2,5 ul
mezcla de dNTPs [2 mM], 0,25 unidades de Taq Thermo polimerasa y 2 puL de ADN
gendmico. Las reacciones de amplificacién para las mutaciones V419L y V10161 se realizaron
con una etapa de desnaturalizacién inicial de 3 min a 94 ° C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94
°C,30sa60°Cy60sa72°C,con7mina72°C parala extension final, las mismas
condiciones fueron aplicadas para la mutacion F1558C con la excepcion de la temperatura de
desnaturalizacion inicial que para el caso fue dos grados arriba, de acuerdo con las instrucciones
del kit Tag Thermo DNA Polimerasa (Tag DNA Polymerase Thermo Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.)

Tabla 2. Cebadores especificos de alelos utilizados en la genotipificacion de Aedes aegypti de

Colombia.

Mutacién Primers Secuencia Referencia

PML_Ext 419F | GATTCCTCCAGAACTCCACC

PMI_Ext 419R | TCAATGGATTTGGGTGACAA | (Granada et
al., 2018)

V419L PM1_F_419Wt CTTGGGTTCGTTCTACCTTG

PM1_F_419Mut CTTGGGTTCGTTCTACCTTT
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PM2_Ext_1016F | GCCACCGTAGTGATAGGAAATC

PM2_Ext_1016R | CGGGTTAAGTTTCGTTTAGTAGC

V1016l PM2_F 1016Wt GTTTCCCACTCGCACAGGT (Lietal.,
2015)
PM2_F _1016Mut GTTTCCCACTCGCACAGA (Granada et
al., 2018)
PM3_Ext_1534F | GGAGAACTACACGTGGGAGAAC
PM3_Ext 1534R | CGCCACTGAAATTGAGAATAGC
F1534C | PM3_R_1534WT GCGTGAAGAACGACCCGA (Lietal.,
2015)

PM3_R_1534Mut GCGTGAAGAACGACCCGC

Los productos de amplificacion por PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5% en un
tampon TBE, a 70 V durante 60 minutos. La cepa Rockefeller de Ae. Aegypti se us6 como

referencia para los alelos de tipo salvaje (V419, V1016 y F1534) del gen del canal de sodio.

7.6 Analisis poblacional

GENEPOP v.4.6 (Laboratoire de Genetique et Environnement, Montpellier,

Francia, http://genepop.curtin.edu.au/ ) se uso para calcular las frecuencias alélicas, genotipicas

y genotipicas esperadas. Los datos se probaron para la conformidad con el equilibrio de Hardy-
Weinberg, corroborando el equilibrio por la prueba de Chi cuadrado.

Para evaluar si la presencia de dos 0 mas mutaciones en el canal de sodio de Aedes aegypti esta

relacionada con la ganancia de resistencia se realiz6 un analisis de coocurrencia genética
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8. RESULTADOS

8.1 Ensayos bioldgicos del insecticida Lambda-cialotrina

Los mosquitos de los cuatro barrios de Cdcuta evaluados presentaron diferentes niveles de
resistencia a la lambda-cialotrina. Los grados de resistencia (GR) presentaron variaciones de 15.47
para la poblacion de mosquitos de Toledo Plata (TP), 14.77 Santa Teresita (ST), 12.66
Circunvalacion (Cl), 11.95 Tucunaré (TU). (Tabla 3) muestra los valores de LC 50 y GR 50

obtenido para este insecticida.

Tabla 3. Tasa de resistencia a lambda-cialotrina de las poblaciones de Aedes aegypti estudiadas

en el municipio de San José de Cucuta, Colombia.

Poblacion Ubicacion LC 0 Limite de confianza GR %0 Fenotipo
Rockefeller - 0.000474  0.00039 - 0.000564 - -

Toledo Plata Norte 0.00733 0.00566 - 0.008 15.47 Resistente
Santa Teresita Oriente 0.007 0.00566 - 0.008 14.77 Resistente
Circunvalacion Sur 0.006 0.00533 - 0.007 12.66 Resistente
Tucunaré Occidente  0.00566 0.00466 - 0.006 11.95 Resistente
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11 >10 GR = Poblacién resistente (R).
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1 <5 GR = Poblacion susceptible (S).

Figura 9. Grados de resistencia a lambda-cialotrina de las poblaciones de Ae.
aegypti estudiadas en el municipio de San José de Cucuta, Colombia

8.2 PCR especifica de alelo (AS-PCR) para las mutaciones F1558C, V10161, V419L

Para determinar las frecuencias alélicas de las tres mutaciones de cada barrio de Cdcuta, se
genotipifico un minimo de 60 mosquitos usando AS-PCR. (figuras. 10, 11, 12). Las
frecuencias genotipicas de las mutaciones F1558C, V10161, V419L para cada poblacion se
muestran en las (Tablas 4,5,6).
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Figura 10. AS- PCR para la mutacion F1558C, Electroforesis a 70V por 60 minutos en gel de
agarosa de 1.5%. las bandas en 284 pb corresponden a la presencia del alelo wild type y mutado.
Las bandas en 517 pb corresponden al control de reaccidn interna para el alelo wild type y mutado.
C+: es el control positivo heterocigoto, C-: es el control negativo. Los carriles a los extremos
representan el marcador de peso molecular de 1 kb. Cada nimero representa un mosquito al cual

se le realizan dos AS-PCR una para el alelo wild type y otra para el alelo mutado.
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Figura 11. AS- PCR para la mutacion V10161, Electroforesis a 70V por 60 minutos en gel de
agarosa de 1.5%. las bandas en 348 pb corresponden a la presencia del alelo wild type y mutado.
Las bandas en 592 pb corresponden al control de reaccion interna para el alelo wild type y mutado.
C+: es el control positivo heterocigoto, C-: es el control negativo. Los carriles a los extremos
representan el marcador de peso molecular de 1 kb. Cada nimero representa un mosquito al cual

se le realizan dos (AS-PCR) una para el alelo wild type y otra para el alelo mutado.
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Figura 12. AS- PCR para la mutacién V419L, Electroforesis a 70V por 60 minutos en gel de
agarosa de 1.5%. las bandas en 344 pb corresponden a la presencia del alelo wild type y mutado.
Las bandas en 555 pb corresponden al control de reaccién interna para el alelo wild type y mutado.
C+: es el control positivo heterocigoto, C-: es el control negativo. Los carriles a los extremos
representan el marcador de peso molecular de 1 kb. Cada nimero representa un mosquito al cual

se le realizan dos (AS-PCR) una para el alelo wild type y otra para el alelo mutado.
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No hubo diferencia en la frecuencia del alelo 1558C, este presento valores de 1.0 en los cuatro
barrios evaluados de Cudcuta (Tabla 4). Todas las frecuencias de genotipos de las cuatro
poblaciones se probaron para la conformidad con el equilibrio de Hardy-Weinberg. (Tablas
7,8,9,10). En las (Figuras 13,14,15) se muestra un analisis comparativo entre las frecuencias
alélicas y la relacién de resistencia de estos tres alelos en los cuatro barrios estudiados de

Clcuta.

Los tres genotipos en la posicion V10161 se observaron en los cuatro barrios (V/V - V/1lel
/1), la frecuencia del alelo mutante 10161 en (TU), (ST), y (Cl), fue de 0.21, 0.33, y 0.35,
respectivamente, en comparacion con 0,51 (TP). (Tabla 5)

Para la mutacion V419L, se observaron los tres genotipos (V/V -V /LyL/L)en los cuatro
barrios evaluados, siendo el genotipo heterocigoto (V419L) poco frecuente en los cuatro
barrios, con valores de 0,17 (TP) y (ST), 0.16 (CI), 0.12 (TU). Sin embargo, fue alta la
frecuencia del alelo mutante 419L en todos los barrios: (TP) 0.65, (ST) 0.55, (Cl) 0.59, (TU)
0.62 (Tabla 6).

Tabla 4: Frecuencias genotipicas y alélicas para la mutacién F1558C en Ae. aegypti de cuatro
barrios estudiados en Clcuta.

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica

Poblacion H. Wt | Hetero H. Mut F1558 1558C
Toledo Plata 0 1 0 0 1
Santa Teresita 0 1 0 0 1
Circunvalacion 0 1 0 0 1
Tucunaré 0 1 0 0 1
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Tabla 5: Frecuencias genotipicas y alélicas para la mutacién V10161 en Ae. aegypti de cuatro

barrios estudiados en Clcuta.
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Poblacion Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
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Figura 14. Comparacion de frecuencias alélicas para la mutacion V10161, en Aedes aegypti de

cuatro barrios estudiados en Cucuta. El valor GR para mosquitos de cada barrio se muestra en

la parte superior de cada columna.

Tabla 6: Frecuencias genotipicas y alélicas para la mutacion V419L en Ae. aegypti de cuatro

barrios estudiados en Clcuta.

Poblacién Frecuencia genotipica

Frecuencia alélica

H. Wt

Hetero H. Mut
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Figura 15. Comparacion de frecuencias alélicas para la mutacion V419L, en Aedes aegypti de
cuatro barrios estudiados en Cucuta. El valor GR para mosquitos de cada barrio se muestra en

la parte superior de cada columna.

Tabla 7. Genotipos y valores asociados para la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante Chi cuadrado de las mutaciones del canal de sodio en Aedes aegypti de la poblacion

Toledo Plata de Cucuta, Norte de Santander.

Poblacion: Toledo Plata Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X2
Genotipo Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(419) H-W
VIV 14 636 14-6.36 7.64 9.17
VI/L 9 2438 9-2438 -1538 9.70 NO 0.0073
L/L 30 2226 30-226 774 2.69

gL=3-2=1 %error=0.05 X?T=3.841 X?Ca=21.56

Poblacion: Toledo Plata Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X2
Genotipo Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(1016) H-WwW
VIV 9 1272 9-1272 -3.72 1.08
VI 34 265 34-265 75 2.12
/1 10 13.78 10-3.78 -3.78 1.03 NO 0.0079

gL=3-2=1 %error=0.05 X2T=3.841 X2Ca=4.23

Poblacion: Toledo Plata Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X2
Genotipo Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(1558) H-wW
FI/F 0 0 0-0 0 0
F/C 0 0 0-0 0 0 Sl 0.96
c/cC ' 54 54  54-54 0 0

gL=3-2=1 %error=0.05 X2T=3.841 X?Ca=0
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Tabla 8. Genotipos y valores asociados para la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante Chi cuadrado de las mutaciones del canal de sodio en Aedes aegypti de la poblacion

Santa Teresita de Cucuta, Norte de Santander.

Poblacion: Santa Teresita Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp Equilibriode H - P
(419) wW
VIV 25 165 25-6.5 8.8 4.7
V/L 9 27 9-27 -18 12 NO 0.0070
L/L 20 108 20-08 9.2 7.8

gL=3-2=1 %error=0.05 X?T=3.841 X2Ca=245

Poblacion: Santa Teresita Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X2
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp Equilibrio de H P
(1016) -W
VIV 25 24 25-24 1 0.04
VIl 22 24 22-24 -2 0.17 Sl 0.86
1/1 7 6 7-6 1 0.17

gL=3-2=1 % error =0.05 X2T=3.841 X?Ca=0.38

Poblacion: Santa Teresita Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp Equilibrio de H P
(1558) -W
FI/IF 0 0 0-0 0 0
F/C 0 0 0-0 0 0 Sl 0.96
c/cC 54 54 54-54 0 0

gL=3-2=1 %error=0.05 X°T=3.841 X?Ca=0
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Tabla 9. Genotipos y valores asociados para la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante Chi cuadrado de las mutaciones del canal de sodio en Aedes aegypti, poblacion

Circunvalacién de Cucuta, Norte de Santander.

Poblacién: Circunvalacion Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(419) H-W
VIV 179 17-9 8 7.1
VI/L 8 24 8-24 -16 10.6 NO 0.0075
L/L 26 18 26 - 18 8 3.5

gL=3-2=1 %error=0.05 X?T=3.841 X?Ca=21.2

Poblacion: Circunvalacién Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X2
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(1016) H-W
VIV 22 2142 22-142 058 001
VI/L 22 2346 22-246 146 0.09 Sl 0.88
L/L 7 612 7-612 088 0.12

gL=3-2=1 %error=0.05 X°T=3.841 X?Ca=0.22

Poblacion: Circunvalacién Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio P
(1558) deH-W
FI/IF 0 0 0-0 0 0
F/C 0 0 0-0 0 0 Sl 0.96
c/cC ' 54 54  54-54 0 0

gL=3-2=1 % error =0.05 X?T=3.841 X2Ca=0
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Tabla 10. Genotipos y valores asociados para la evaluacién del equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante Chi cuadrado de las mutaciones del canal de sodio en Aedes aegypti, poblacion

Tucunaré de Cucuta, Norte de Santander.

Poblacion: Tucunarée Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(419) H-W
VIV 16 75 16-75 85 9.63
V/L 6 235 6-235 175  13.03 NO 0.0068
L/L 28 19 28 -19 9 4.26

gL=3-2=1 %error=0.05 X?T=3841  X?Ca=26.92

Poblacion: Tucunaré Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo | Obs Esp Obs-Esp A A% Esp  Equilibrio de P
(1016) H-W
VIV 30 315 30-315 15 0.07 0.84
VIl 19 16 19 -16 3 0.56 Sl
1/1 1 2 1-2 1 0.5

gL=3-2=1 %error=0.05 X?T=3841 X?Ca=1.13

Poblacion: Tucunaré Equilibrio de Hardy — Weinberg mediante X?
Genotipo Obs Esp Obs - Esp A A% Esp  Equilibrio P
(1558) deH-W
FI/IF 0 0 0-0 0 0 0.96
F/C 0 0 0-0 0 0 sl
c/cC ' 54 54  54-54 0 0

gL=3-2=1 % error =0.05 X2T=3.841 X2Ca=0
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8.3 Correlacién de resistencia con las frecuencias alélicas de las diferentes mutaciones

la frecuencia de la mutacién 1558C no se correlaciond directamente con la resistencia a lambda-
cialotrina, por otra parte, se observo una correlacion positiva entre la frecuencia de los alelos
10161 y 419L la resistencia a lambda-cialotrina solo en la poblacién de Toledo Plata. Las otras

tres poblaciones presentaron fluctuaciones en la frecuencia de estos alelos.
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Figura 16. Correlacion entre la frecuencia de alelos mutados kdr (1534C, 10161, 419L) y la
resistencia a la lambda-cialotrina en poblaciones de Aedes aegypti y (Rojo: Toledo plata, azul:

Santa Teresita; amarillo: Circunvalacion y verde: Tucunaré).
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8.4 Mutaciones en combinacion

Tabla 11. Haplotipos observados en poblaciones de mosquitos Aedes aegypti de Toledo Plata,

Santa Teresita, Circunvalacion y Tucunare.

Haplotipos TP ST ClI  TU Total %
V419L / V1016 / 1558C 1 2 3 1 7 3.4
419L /10161 /1558C 8 6 6 0 20 9.6
V419 /V1016 / 1558C 5 23 14 10 52 25
419L / V1016 / 1558C 3 0 5 16 24 11.5

V419 /10161 / 1558C 0 1 1 1 3 1.4
419L / V10161 / 1558C 19 12 15 9 55 26.4

V419L / 10161 / 1558C 2 0 0 0 2 1
V419L / V10161 / 1558C 7 9 5 6 27 13
V419 / V10161 / 1558C 8 1 2 7 17 8.7
Total 53 54 51 50 208 100
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9. DISCUSIONES

9.1 Bioensayos

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informa hoy de los progresos notables alcanzados
por la lucha contra las enfermedades tropicales desde 2007. Se estima que, solo en 2015, se ha
tratado a 1000 millones de afectados. El dengue se considera una enfermedad reemergente en
paises tropicales; se estima que 390 millones de casos ocurren anualmente y que mas del 55 % de
la poblacion mundial se encuentra en riesgo de transmision en 128 paises donde habitan 824

millones de personas (Bhatt et al., 2013).

Segun fuentes de informacion del Sistema Nacional de Vigilancia (SIVIGILA) en nuestro pais 758
municipios han registrado casos de dengue, lo que ubica a Colombia como un pais hiperendémico.
los casos transmitidos se han mantenido, y en los ultimos 10 afios se ha presentado un aumento

debido a brotes de arbovirosis como Zika y Chikungunya, asociadas al vector Ae. Aegypti.

Una de las formas més comunes utilizadas a lo largo de la historia para el control del vector
transmisor de estas enfermedades virales ha sido el uso de diversos tipos de insecticidas quimicos,
Cucuta toma un papel relevante en este tipo de estudios ya que una de las teorias de cémo se dio
la reinfestaccion en el pais fue proveniente de Maracaibo Venezuela en 1883, y hasta 1912 el
mosquito logré acomodarse en la ciudad y causar todas las epidemias registradas hasta entonces
(Boshell et al., 1986), probablemente esta situacion causé en Cudcuta el uso de insecticidas de

manera intensiva y extensiva.

Con el fin de conocer el estado de susceptibilidad del mosquito Ae. Aegypti a los insecticidas,
evaluamos los niveles de resistencia al piretroide lambda-cialotrina en cuatro barrios del municipio
de San José de Cucuta (Santa Teresita, Toledo Plata, Circunvalacion y Tucunaré). Los resultados
de los anélisis indicaron resistencia en las cuatro poblaciones evaluadas con GR de 15.47 (TP),
14.77 (ST), 12.66 (CI), 11.95 (TU). (Tabla 3). Nuestros resultados coinciden con Cardenas (2008)
que en estudios similares en esta misma ciudad detectd pérdida de susceptibilidad en larvas y
adultos de Ae. aegypti en el barrio Ospina Pérez a insecticidas como temefos y lambda-cialotrina.
Aunque los piretroides se empezaron a usar desde el afio 2000 en esta ciudad, se demuestra que la

aplicacion de estos insecticidas les ha otorgado resistencia, lo que significa un problema al
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momento de realizar control del vector Ae. Aegypti, mediante este compuesto quimico. por otra
parte, Chaverra-Rodriguez et al., (2012) en el barrio los Comuneros evidencia la resistencia a la
lambda-cialotrina otorgando perdida de susceptibilidad a la presencia de alelos resistentes en esta
poblacion. Con la finalidad de saber si la resistencia a la lambda-cialotrina se encuentra en todos
los mosquitos de Cucuta y su area metropolitana, se sugieren mas estudios en las diferentes

comunas y barrios de este municipio.

Santacoloma et al., (2009) en estudios de susceptibilidad a DDT, Deltametrina y lambda-cialotrina
en Colombia encontraron resistencia a este Gltimo en 8 de las 13 poblaciones evaluadas. Maestre-
Serrano et al (2010) evalud el estado de susceptibilidad en el departamento de atlantico reportando

perdida de susceptibilidad a la lambda-cialotrina en 4 de las 6 cepas evaluadas de Ae. Aegypti.

Estos estudios muestran un rapido desarrollo de la resistencia a los piretroides en Colombia, sin
embargo, se sugiere nuevos estudios en estas zonas para evaluar el estado actual de susceptibilidad

a insecticidas, especialmente a la lambda-cialotrina.

Recientemente la resistencia a este piretroide ha sido documentada en estudios, en otros
municipios de Colombia. La Mesa Cundinamarca & Bucaramanga, Murcia Ramirez, (2015) y
Granada et al., (2018) quienes reportaron susceptibilidad en Bello y perdida de susceptibilidad en
Villavicencio y Riohacha, en Bali Indonesia, Hamid et al., (2017) en trabajos con mutaciones (kdr)
en tres zonas de esa ciudad, reportaron resistencia a diferentes tipos de insecticidas entre ellos a la

lambda-cialotrina.

9.2 Mutacién F1558C

La mutacién F1558C antes conocida como F1534C, consiste en el cambio de una Fenilalanina por
una Cisteina en la proteina que codifica para el canal de sodio regulado por voltaje (Vgsc), fue
reportada para Colombia en el afio 2016 en poblaciones de mosquitos de la region caribe, en el
departamento de Sucre por Atencia et al., la cual es asociada con la resistencia cruzada a DDT y
Piretroides Permetrina, estudios realizados en Ae. Aegypti en México, (Aponte et al., 2013), Brasil
(Linss et al., 2014), India (Kushwah et al., 2015) y Venezuela (Alvarez et al., 2015). obtuvieron

igual resultado que en Colombia.
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La frecuencia del alelo mutado 1558C en las cuatro poblaciones evaluadas fue de 1.0, (Tabla 4)
para un 100% de este alelo, lo que sugiere segun nuestro estudio, este polimorfismo de nucleétido
simple se encuentra fijado en el genoma de la especie de estudio de las poblaciones evaluadas y
que probablemente esta estrechamente relacionado con la resistencia a el insecticida DDT. Sin

embargo, se sugiere evaluar esta mutacion en otros barrios de Cucuta.

La presencia 100% del alelo 1558C se tornan de manera normal y coherente teniendo en cuenta
que el uso de este organoclorado en américa se dio a mediados de los afios 50, debido a la alta
incidencia de paludismo en diferentes partes del mundo (Montilla & Alvarado, 2015), sobre todo
en paises tropicales lo que pudo ocasionar una presion de seleccion de este insecticida sobre Ae.
aegypti durante casi tres décadas en el departamento de Norte de Santander. Granada et al., (2018)
en poblaciones de Riohacha, Villavicencio y Bello encontraron la frecuencia para el alelo 1558C
mas alta en la primera ciudad, este resultado puede afirmar, ademas, una de las teorias de que la
reinfestacion del vector fue proveniente de Venezuela por Cucuta la cual requirié un tratamiento
especial, entre otras razones por tener una cepa de Ae. aegypti resistente al DDT (Boshell et al.,

1986) que probablemente se dispersé hacia la guajira y a otros lugares del pais.

9.3 Mutacién V1016l

Otra de las mutaciones evaluadas fue la V10161, se reporté en Colombia por primera vez en el afio
2014 en la region caribe, los resultados de esta investigacién no asociaron esta mutacién con la
resistencia al piretroide lambda-cialotrina. Aguirre-Obando et al., (2015) en estudios en
poblaciones de mosquitos en Colombia lograron encontrar esta mutacion a baja frecuencia y se
relaciond con resistencia a organofosforados. Aunque la resistencia a Temefos ya se habia

reportado para nuestro pais por Grisales et al., (2013).

En nuestro estudio se determiné para el alelo 10161 frecuencias de (0.51 - Toledo plata, 0.33 -
Santa Teresita, 0.35 - Circunvalacion, 0.21 - Tucunare). (Tabla 5) estos resultados muestran que
existe una frecuencia relativamente alta de este alelo en las poblaciones de Ae. Aegypti de Cucuta
y que probablemente puede llegar a aumentar si se sigue haciendo un uso incontrolado de los
insecticidas. Granada et al (2018), evaluaron esta mutacion en poblaciones de Villavicencio,

Riohacha y Bello, hallando frecuencias alélicas similares a las reportadas en este trabajo, a
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excepcion de la ultima ciudad donde se obtuvo una frecuencia de 0.06. por otra parte, Maestre-
Serrano et al., (2014), en la region caribe, en los municipios de Soledad, Barranquilla, Valledupar,
San Juan, Sincelejo, Monteria, Ciénega y Cartagena, reporto la presencia de la mutaciéon V10161,
y frecuencias alélicas entre 0.10 y 0.35 a excepcion de las dos ultimas ciudades que fueron de 0.07
y 0.09 respectivamente. Segun este estudio, esta mutacion ha sido relacionada con resistencia a
piretroides Deltametrina, Permetrina y ciflutrin, pero no a la lambda-cialotrina, estos resultados
coinciden con nuestro trabajo, lo cual nos lleva a suponer que la resistencia a este piretroide no
esta relacionada exclusivamente por esta mutacion, sino que probablemente presente una
resistencia cruzada, o que posiblemente actlen en sinergia con una o dos de las méas de 10
mutaciones que se han identificado hasta el momento en el canal de sodio para Ae. aegypti. Por lo
tanto, se sugieren estudios adicionales para determinar la posible sinergia y la relacion con la

resistencia a este insecticida.

9.4 Mutacién V419L

Por ultimo evaluamos una tercera mutacion, la V419L, reportada recientemente para Colombia,
por Granada et al., (2018). En este caso la presencia del alelo 419L fue mayor con respecto al alelo
10161, con valores de (0.65 - Toledo Plata, 0.45 - Santa Teresita, 0.59 - Circunvalacion, 0.62 -
Tucunare). (Tabla 6) estos resultados sugieren que esta mutacion presentada en el dominio | del
canal de sodio aparecié primero que la V10161, o que presenta mayor frecuencia alélica con
respecto a la 1016 a causa de la presién constante con piretroides que se ha hecho desde el afio
2000, debido a los constantes brotes de arbovirosis como Zika y Chikungunya, se sugiere ademas,
que este primer dominio tiene un efecto relevante sobre la resistencia a este insecticida, sin
embargo se recomiendan estudios mas profundos en gendémica funcional que puedan precisar el
papel de la mutacion V419L y su funcionalidad en el canal de sodio relacionada con la resistencia
a la lambda-cialotrina. Estos resultados coinciden con los de Haddit et al (2017), en lo cual
apoyamos su afirmacion de que los altos niveles de resistencia a los piretroides en las larvas son
el resultado tanto de la detoxificacion metabdlica mejorada como de las mutaciones kdr. En
nuestro trabajo se demostré que no necesariamente una poblacion debe presentar una alta
frecuencia del alelo mutado para ser resistente, por el contrario, se observaron poblaciones con

frecuencias alélicas bajas y un GR alto y viceversa, (Figuras 14, 15) la posible explicacién a
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este fendmeno puede atribuirse a los antecedentes genéticos de cada poblacién, al uso
diferencial de insecticidas y a la frecuencia con la que se aplican tales insecticidas, sin embargo

se sugieren en futuras investigaciones estudios adicionales en citogenética y protedmica.

Otra de las posibles razones podria ser el costo biolégico que tendria la especie al mutar para
adquirir resistencia a los insecticidas. Martins et al., (2012) estudid el efecto de la resistencia a
los insecticidas en la especie Ae. aegypti, reportando afectacion en los procesos fisioldgicos y
reproductivos, de tal manera que sus resultados arrojaron un retraso progresivo significativo en
el desarrollo de larvas, reduccion en el nimero de huevos ovopositados y viabilidad de los
mismos eclosionados durante diferentes generaciones, sin embargo, hay que tener en cuenta

que las presiones se realizaron en el laboratorio bajo condiciones ambientales controladas.

Con base en nuestros resultados proponemos la existencia de una posible sinergia entre la
mutacion V419L y V10161, que otorga resistencia al piretroide lambda-cialotrina, ponemos
como argumento la aparicion del alelo mutado 419L y 10161 en el mismo haplotipo en un 50%
de todos los mosquitos evaluados en las cuatro poblaciones. (Tabla 11). Sin embargo, se
requieren mas estudios para comprobar el efecto de las mutaciones dobles V419L y V10161.

Granada et al (2018) al igual que nosotros reportan esta posible sinergia.
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10. CONCLUSIONES

Las cuatro poblaciones de Ae. aegypti de Clcuta son resistentes al insecticida piretroide lambda-
cialotrina, ello puede atribuirse al uso indiscriminado del insecticida para controlar tales

poblaciones.

Se identificaron tres mutaciones en el gen del canal de sodio de los mosquitos Ae. aegypti en las
cuatro poblaciones de Cucuta, la mutacion V419L, V10161, y F1558C, esta Gltima relacionada con

la resistencia a otros tipos de insecticidas.

La resistencia encontrada a la lambda-cialotrina en las poblaciones de Cucuta no solo puede
explicarse por la presencia de frecuencias alélicas relativamente altas, puede atribuirse también a
actividades metabolicas enzimaticas, resistencia cuticular y otros mecanismos de resistencia. Ello
debido a que no existe una relacion directamente proporcional entre la resistencia y la frecuencia

de los alelos mutado entre las poblaciones evaluadas.

No se encontr6 una correlacion positiva entre la frecuencia de alelos mutados y la resistencia a la
lambda-cialotrina con excepcién de la poblacion Toledo plata, los otros barrios presentaron

variacion entre la frecuencia y la resistencia.
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11. RECOMENDACIONES

Se recomienda abolir paulatinamente el uso de insecticidas para el control del vector Ae. aegypti
en Cucuta, de igual manera se sugiere fortalecer los controles de tipo fisico y biologico,
implementando el uso de Bacillus thuringiensis Macrocyclops albidus, Gambusia affinis como

medidas de control larval.

Implementar estrategias que logren concientizar a las comunidades que se encuentran en un mayor
grado de vulnerabilidad, de tal manera que se alcance el desarrollo de buenas practicas socio-
culturales para la prevencion y control efectivo del Ae. aegypti

A los entes gubernamentales se les recomienda la implementacion de la vigilancia molecular y
metabolica del vector Ae. aegypti, también la realizacidon de futuras investigaciones que logren
determinar otros mecanismos asociados a la resistencia. Esto con el fin de implementar programas
efectivos para el control del vector transmisor de arbovirosis como Dengue, Zika, Chikungunya,

entre otros.
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