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Introduccidn. La principal estrategia para el control de Aedes aegypti, vector de los virus del dengue,
del chikungunya y del zika, se basa en la utilizacion de insecticidas con el fin de disminuir su poblacion.
Sin embargo, su uso ha implicado que el insecto desarrolle resistencia a estos agentes quimicos.
Objetivo. Determinar la presencia de la mutacion F1534C asociada con resistencia cruzada al DDT y
los piretroides en mosquitos de la especie A. aegypti en Sincelejo, Colombia.

Materiales y métodos. El estudio se desarroll6 con nueve ejemplares de A. aegypti que mostraron
resistencia a lambdacialotrina en bioensayos desarrollados por la Secretaria de Salud de Sucre. Se
utilizé una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semianidada siguiendo la metodologia descrita
por Harris, et al., para amplificar el exon 31 del gen para del canal de sodio dependiente de voltaje de A.
aegypti. Los productos de la PCR se secuenciaron, editaron y analizaron con el programa MEGA 5.
Resultados. En todos los mosquitos evaluados se detecto la presencia del alelo silvestre y mutante
del exén 31. En la secuencia de nucle6tidos del alelo mutante, se observo la sustitucion de timina por
guanina, la cual produce el cambio del codon UUC por UGC y conlleva el reemplazo del aminoacido
fenilalanina por cisteina en el residuo 1534 de la proteina.

Conclusion. Los nueve mosquitos analizados presentaron un genotipo heterocigoto para la mutacion
F1534C, cuyo efecto fenotipico es la resistencia al “derribo” (knock-down resistance, kdr) con DDT
y piretroides.
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First report of the F1534C mutation associated with cross-resistance to DDT and pyrethroids in
Aedes aegypti from Colombia

Introduction: The main strategy for the control of Aedes aegypti, vector of dengue, chikungunya and
Zika viruses, is based on the use of insecticides to reduce its populations. However, their use has led to
insect resistance to these chemicals.

Objective: To determine the presence of the F1534C mutation associated with cross-resistance to DDT
and pyrethroids in A. aegypti in Sincelejo, Colombia.

Materials and methods: We studied nine specimens of A. aegypti that showed resistance to
lambdacyhalothrin in bioassays developed by the Secretaria de Salud de Sucre. We used a semi-
nested PCR as previously described by Harris, et al., to amplify exon 31 of the para gene of the voltage-
dependent sodium channel of A. aegypti. We sequenced, edited, and analyzed PCR products with the
MEGA 5 software.

Results: We detected the wild and mutant alleles of exon 31 in all of the nine mosquitoes tested,
and observed the substitution of thymine for guanine in the nucleotide sequence of the mutant allele,
producing a change to UGC in the UUC codon, which led to the replacement of phenylalanine by
cysteine in residue 1534 of the protein.

Conclusion: The nine mosquitoes analyzed presented a heterozygote genotype for the F1534C
mutation, whose phenotypic effect is knockdown resistance (kdr) to DDT and pyrethroids.
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El mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae) es el principal vector de las
arbovirosis de mayor importancia en salud publica,
como la fiebre amarilla urbana, el dengue (1), el
chikungunya (2) y el zika. ElI 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 poblacién
mundial se encuentra en riesgo de transmision en
128 paises donde habitan 824 millones de personas
(3). Desde finales de los ochenta, el dengue es
considerado endémico en Colombia debido a los
altos indices de infestacion con A. aegypti y a su
distribucion en el 90 % del territorio nacional (4).
La estrategia para prevenir o reducir la transmision
de dengue en el mundo se fundamenta, principal-
mente, en el control del vector A. aegypti mediante
el uso de insecticidas para disminuir y erradicar
las poblaciones del mosquito (5) e interrumpir el
contacto entre el humano y el vector (6). Ademas,
se estan empleando nuevas estrategias orientadas
a la modificacion del insecto mediante técnicas de
ingenieria genética y biotecnologia para reducir su
poblacion (7).

Las principales clases de insecticidas utilizados
actualmente para el control vectorial son los organo-
fosforados, los carbamatos y los piretroides (8). El
uso intensivo y extensivo de estos agentes quimicos
indujo la aparicion de resistencia a los insecticidas
en insectos de importancia médica (9). Aedes
aegypti ha desarrollado resistencia a una amplia
variedad de insecticidas (9), lo que constituye uno
de los principales obstaculos para su control. El
mosquito ha adquirido resistencia especialmente
a insecticidas del tipo de los piretroides, uno de
los grupos quimicos mas utilizados desde los
afios noventa para el control vectorial (10). Esta
resistencia puede estar asociada con mecanismos
metabdlicos, como las enzimas de desintoxicacion,
0 con mutaciones no sinénimas en el gen para, el
cual codifica para el canal de sodio dependiente
del voltaje de las neuronas de los mosquitos. Se
han reportado varias mutaciones en este canal,
pero solamente unas cuantas se han asociado
claramente con la resistencia a los insecticidas,
al comprobar que producen insensibilidad en el
sitio de anclaje del insecticida al canal: V1016l,
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asociada con la resistencia a piretroides de los
tipos | y Il, asi como al DDT; V1016G, asociada
con la resistencia a la deltametrina, la permetrina y
al DDT, y la F1534C, asociada con la resistencia a
la permetrina y el DDT (11,12). El efecto fenotipico
de estas mutaciones es la resistencia al “derribo”
o kdr (knock-down resistance), mecanismo que
confiere resistencia cruzada entre los insecticidas
piretroides y el DDT (12).

En Colombia, las poblaciones de A. aegypti han sido
muy presionadas por el uso de distintos tipos de
insecticidas (13) (Salazar M, Carvajal A, Cuéllar M,
OlayaA, Quifiones J, Velasquez O, et al. Resistencia
a insecticidas en poblaciones de Aedes aegypti
y Anopheles spp. en los departamentos de Huila,
Valle, Cauca y Narifio. Memorias, XllI Congreso
Colombiano de Parasitologia y Medicina Tropical.
Biomédica. 2007;27(Supl.2):177). Estudios sobre el
estado actual de la resistencia en las poblaciones
del mosquito en el pais indican que existe resis-
tencia al DDT y disminucién de la sensibilidad al
larvicida temefés, al malation y a la lambdacialotrina
(Santacoloma L, Brochero HL, Chavez B. Estado
de la susceptibilidad (sic) a insecticidas en Aedes
aegypti (Linnaus 1762) (Diptera: Culicidae) en
cinco departamentos de Colombia. Memorias, XIlI
Congreso Colombiano de Parasitologia y Medicina
Tropical. Biomédica. 2007;27(Supl.2):175). En el
2008 se detectd en Sincelejo, Sucre, un alto nivel
de resistencia al larvicida temefés y al DDT, se
confirmo la sensibilidad al malation y el fenitrotién,
y se encontré una disminucion de la sensibilidad
a piretroides en poblaciones del mosquito A.
aegypti de las localidades de El Cortijo y Botero
(14). En el 2014, Maestre, et al. (15), reportaron
en la poblacién de A. aegypti de Sincelejo poca
resistencia a la permetrina y el ciflutrin, resistencia
moderada a la deltametrina y el metil-pirimifés y
alta resistencia a la lambdacialotrina y el DDT. En
este estudio también se confirmd la sensibilidad al
malation y el fenitrotién.

Actualmente, el malation es el insecticida utilizado
para el control de A. aegypti en el municipio de
Sincelejo, ya que hay pocos reportes de resistencia
del mosquito a este agente quimico en el pais. Solo
en el departamento de Antioquia se ha informado
sobre la resistencia local a dicho insecticida (16),
pero no en otras partes del pais, aunque en un
estudio reciente se observd una disminucion en
la sensibilidad al malatién en las localidades de
Campoalegre (Huila) y Palmira (Valle del Cauca)
(17). Los piretroides, como la lambdacialotrina y la
deltametrina, se dejaron de utilizar para el control

433



Atencia MC, Pérez M de J, Jaramillo MC, et al.

vectorial en Sucre, porque se encontré poca sen-
sibilidad a ellos (Secretaria de Salud de Sucre,
datos sin publicar).

En este contexto, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar la presencia de la mutacién F1534C
asociada con resistencia cruzada a DDT y pire-
troides en mosquitos de la especie A. aegypti en
Sincelejo, Colombia.

Materiales y métodos

El estudio se hizo con nueve mosquitos de A. aegypti
suministrados por la Secretaria de Salud de Sucre,
pertenecientes a la generaciéon F2 de individuos
capturados en estado larvario en las localidades
de Puerta Roja y Las Delicias, area urbana de
Sincelejo, capital del departamento de Sucre. En
estos mosquitos se habia observado resistencia a
la lambdacialotrina en bioensayos de sensibilidad,
con porcentajes de mortalidad que alcanzaron el
77,02 % en la localidad de Puerta Rojay el 32,63 %
en Las Delicias. Los bioensayos se desarrollaron
segun la metodologia de la Organizacion Mundial
de la Salud (18) como parte de las actividades
rutinarias de vigilancia de vectores de la Secretaria
de Salud de Sucre. Se hicieron tres réplicas con 20
individuos para la exposicion al insecticida; cada
repeticion incluyd cuatro tratamientos y un control.
Con base en la evidencia bioquimica de resistencia
de estos mosquitos al insecticida lambdacialo-
trina (Secretaria de Salud de Sucre, datos sin
publicar), se evalué molecularmente la presencia de
una de las mutaciones kdr que confiere resistencia
a insecticidas.

Para el estudio molecular, se extrajo el ADN total de
cada uno de los nueve mosquitos segun el protocolo
descrito por Caldera, et al. (19), pero modificando
el tiempo de incubacién con proteinasa K, el cual
se ajustd a cinco horas, a una temperatura de
65 °C. La amplificacién del exé6n 31 del gen para,
que codifica para el segmento transmembrana 6
del dominio Il (dominio IlIS6) del canal de sodio
dependiente de voltaje en A. aegypti, se hizo
mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) semianidada, utilizando la tétrada de ceba-
dores descrita por Harris, et al. (20): AaEx31P
(5-TCGCGGGAGGTAAGTTATTG-3’), AaEx31Q
(5-GTTGATGTGCGATGGAAATG-3’), AaEx31wt
(5-CCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATCTT-3") vy
AaEx31mut (5-GCGTGAAGAACGACCCGC-3)).

La primera fase consistié en la amplificacion de una
banda de 350 pb, que incluyé todo el exén 31, con
los cebadores AaEx31P y AaEx31Q en un volumen
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final de 25 ul que contenian 2,5 mM de MgCL,, 0,3
mM de dNTP, 0,5 uM de solucién tampén de PCR
1X, 2,5 unidades de Taq polimerasa y 0,5 pl de
la solucion con el ADN, y se completé con agua
ultrapura estéril. En la segunda fase se usaron los
cebadores AaEx31wt y AaEx31Q para amplificar
una banda de 231 pb, la cual correspondia al alelo
silvestre que codifica para fenilalanina en el residuo
1534 de la proteina, y los cebadores AaEx31P y
AaEx31mut para la amplificacion de una banda
de 163 pb, la cual caracteriza al alelo mutante que
codifica para cisteina en el mismo residuo. Cada
reaccion se hizo por separado bajo las condiciones
de amplificacién descritas. En cada serie de PCR
se incluy6 un control negativo constituido por agua
estéril en lugar de ADN, con el fin de establecer
si existia contaminacion. El perfil térmico consistié
en una etapa inicial de desnaturalizaciéon a 95 °C
durante cinco minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
alineamiento a 63 °C durante 30 segundos, exten-
sion a 72 °C durante 30 segundos, y una etapa
final de extension a 72 °C durante 10 minutos.

Los productos de PCR se separaron por electro-
foresis en gel de agarosa al 2 % (peso/volumen),
desarrollada en solucién tampon TBE 0,5X a 100
V durante 40 minutos. EI ADN se tifié con GelStar
y se visualizd con luz ultravioleta. Para establecer
el tamafio de las bandas, se incluyé un marcador
de peso molecular de 100 pb HyperLadder V. Los
productos amplificados se secuenciaron mediante
electroforesis capilar en un secuenciador automa-
tico, usando los mismos cebadores empleados para
la PCR. Las secuencias obtenidas a partir de los
electroforegramas resultantes de la secuenciacion
se editaron y alinearon con el programa MEGA,
versién 5.0 (21). Con cada secuencia consenso
obtenida se hizo unablsqueda en BLASTN (22) para
establecer con cuales de las secuencias disponibles
en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
presentaban la mayor similitud. Las secuencias
de nucledtidos se tradujeron a aminoacidos con
base en el cédigo genético estandar. Todas las
secuencias obtenidas durante esta investigacion
se depositaron en GenBank, con los niumeros de
acceso KP861896, KP861897 y KP861898.

Resultados

En la primera fase de la PCR anidada en los
nueve especimenes de A. aegypti de Sincelejo
se amplificd una banda de 350 pb del exén 31 del
gen para, el cual codifica para el dominio 111S6 del
canal de sodio dependiente de voltaje (figura 1A).
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Ademas, durante la segunda fase de amplificacion
en cada uno de los mosquitos se obtuvo una banda
de 231 pb del alelo silvestre y una de 163 pb del
alelo mutante (figura 1B). La secuenciacion de los
27 amplicones totales generd nueve secuencias
de nucledtidos consenso de 325 bases (niumero de
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los
productos de la PCR del exén 31 del gen para, el cual codifica
para el dominio I11S6 del canal de sodio dependiente de voltaje.
MPM: marcador de peso molecular de 100 pb HyperLadder
V; carriles PR1 a DE5: productos amplificados en nueve
individuos de Aedes aegypti de las localidades de Puerta
Roja (PR) y Las Delicias (DE), Sincelejo, Colombia; carril C-:
control negativo. A. Banda de 350 pb correspondiente al exén
31 completo. B. Banda de 231 pb del alelo silvestre y de 163
pb del alelo mutante
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acceso: KP861896) correspondientes al exén 31
completo del gen para, nueve secuencias de 152
nucledtidos del alelo mutante (nUmero de acceso:
KP861897) y nueve secuencias de 216 nucledtidos
del alelo silvestre (nimero de acceso: KP861898).

El alineamiento de las tres secuencias (exon
completo, alelo mutante y alelo silvestre) de cada
individuo permitio identificar una regién de 31
nucleétidos, la cual fue comin a todas las secuen-
cias e iba desde la posicion 42 hasta la 72 (figura
2). En la posicion 55 del alineamiento se evidencié
un cambio de timina (T) a guanina (G) en los nueve
individuos analizados, de tal manera que, mientras
en la secuencia del alelo silvestre se observé una
T, en la secuencia del exdn 31 completo y del
alelo mutante se present6 una G.

La comparacion de las secuencias de los nueve
mosquitos de Sincelejo, con una secuencia homo-
logade A. aegyptisensible ainsecticidas (aislamiento
1534Phe, niumero de acceso KF527415.1) y una
resistente a permetrina (aislamiento 1534Cys,
numero de acceso KF527414.1), puso en evidencia
gue el cambio de T por G (figura 2) afectaba
especificamente el codon UUC, el cual cambi6 a
UGC vy codifico para el residuo 1534 del dominio
[11S6 del canal de sodio dependiente de voltaje, al
igual que en la secuencia homdloga de referencia
del también diptero Musca domestica (nUmero de
acceso: NM_001286885) (23). Esta sustitucion
no sinénima condujo al cambio de fenilalanina por
cisteina en la proteina.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias de nucle6tidos del exén 31 del gen para, el cual codifica para el dominio I11IS6 del canal de
sodio dependiente de voltaje de Aedes aegypti. Los nimeros de acceso corresponden a las secuencias del alelo silvestre (nimero
de acceso: KP861898.1), las secuencias del alelo mutante (niUmero de acceso: KP861897.1), las secuencias derivadas de la
banda de control (nimero de acceso: KP861896.1), la secuencia de un alelo silvestre de Ae. aegypti tomada de GenBank (nimero
de acceso: KF527415.1) y la secuencia de un alelo mutante del mosquito también tomada de GenBank (nimero de acceso:
KF527414.1). Los puntos denotan homologia y, los guiones, ausencia de informacion.
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Discusion

La presencia de los alelos silvestre y mutante en
los nueve individuos de A. aegypti de las locali-
dades de Las Delicias y Puerta Roja (Sincelejo)
indica que estos mosquitos son heterocigotos
para la mutacién F1534C, la cual consiste en el
cambio de fenilalanina por cisteina en la proteina
y confiere resistencia cruzada a los piretroides, el
DDT y sus analogos (12). Este hallazgo constituye

el primer reporte de la mutacion F1534C en A.
aegypti de Colombia.

En estudios previos del vector en Gran Caiman
(20), México (24), Brasil (25), India (26) y
Venezuela (27), la mutacion F1534C se encontré
asociada con resistencia al piretroide permetrina
y al organoclorado DDT. Asimismo, en una inves-
tigacion desarrollada en poblaciones de A. aegypti
de Tailandia (28), se hall6 una mutacién que
afectaba el residuo 1552 del dominio 111IS6 del
canal de sodio dependiente de voltaje, consistente
en el cambio de T por G en la segunda posicién del
codon, el cual produce la sustitucién de fenilalanina
por cisteina en la proteina y confiere resistencia a
piretroides de tipo Il

En lo que respecta a Colombia, en poblaciones de
A. aegypti de los municipios de Puerto Colombia,
Soledad, Valledupar, San Juan del Cesar, Sincelejo,
Monteria y Ciénaga, y los distritos de Barranquilla
y Cartagena en la region Caribe, se encontro la
mutacién kdr Val1016lle, la cual se ha relacionado
con resistencia a los piretroides deltametrina,
ciflutrin y permetrina, pero no a lambdacialotrina
(15), en mosquitos que portaban la mutacion en
condicién homocigota.

A pesar del limitado numero de ejemplares pro-
cesados y de la evaluacion de una sola mutacion, lo
cual obedecié al caracter exploratorio del presente
estudio, los resultados de esta investigacion
podrian explicar la resistencia a la lambdacialotrina
observada en los bioensayos con mosquitos de
las localidades de Puerta Roja y Las Delicias
de Sincelejo, sometidas a control quimico con
lambdacialotrina y deltametrina, lo cual se suma a
reportes previos de resistencia a piretroides en el
2012 (4) y el 2013 (Secretaria de Salud de Sucre,
datos sin publicar). Mas aun, estos resultados
coinciden con los estudios de Anaya (14), quien
encontré un alto nivel de resistencia a DDT en
mosquitos de las localidades de El Cortijo y Botero
en la misma ciudad, asi como una disminucion
de la sensibilidad a los piretroides lambdacialotrina
y deltametrina.
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Teniendo en cuenta que la mutacién F1534C
confiere resistencia cruzada a piretroides y DDT,
es de esperar que los mosquitos de Las Delicias
y Puerta Roja también presenten resistencia al
DDT. De alli la importancia de que las entidades
de salud estatales, con el apoyo de los centros de
investigacion, ejerzan una vigilancia continua de
la sensibilidad de las poblaciones de A. aegypti a
los insecticidas en esta ciudad, y que se tengan
en cuenta los resultados del presente estudio a la
hora de tomar decisiones concernientes al control
quimico del vector.
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