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RESUMEN

La malaria es una enfermedad tropical ocasionada por pardsitos del género Plasmodium
spp. y es transmitida por mosquitos del género Anopheles spp, siendo un problema de
Salud Publica a nivel mundial (OMS, 2022). En Nicaragua, la mayoria de los casos se
presentan en la Costa Caribe y a pesar de los esfuerzos realizados por el Ministerio de
Salud, su frecuencia ha aumentado en los Ultimos afos. Esto, es debido a varios factores
entre lo que se destaca, la presencia de genes de resistencia a insecticidas en los mosquitos
transmisores asociado al uso histdrico de piretroides en las intervenciones de control.
Por tanto, el presente estudio, tuvo el propdsito de evaluar la resistencia a insecticidas
mediante desarrollo de ensayos moleculares en Anopheles albimanus del barrio Alemdn
del municipio de Puerto Cabezas, Regiéon Auténoma Costa Caribe Norte en el segundo
semestre del 2022. Es un estudio cuantitativo, analitico de corte transversal, la muestra
estuvo conformada por mosquitos hembra de Anopheles albimanus colectados en el barrio
Alemdn. Para determinar la susceptibilidad y mecanismos de resistencia a insecticidas se
utilizaron pruebas bioldgicas, pruebas de actividad enzimatica y pruebas moleculares. Se
reportd resistencia a etofenprox con un porcentaje de mortalidad de 53% y a deltametrina
conun 29% de mortalidad. Los Anopheles albimanus presentaron un mecanismo metabdlico
involucrado parcialmente para Etofenprox y totalmente involucrado para Deltametrina.
Se encontrd que el 79% posee la mutacién kdr la cual confiere resistencia a insecticidas
piretroides. En Nicaragua, se reporta resistencia a insecticidas asociadas a la mutacién kdr.
Es necesario continuar con la vigilancia y el seguimiento de la resistencia a insecticidas por
medio de la aplicacién sistemdtica de pruebas bioldgicas, moleculares y enzimaticas para
la creacién de un programa de rotacién de insecticidas.
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ABSTRACT

Malaria is a tropical disease caused by parasites of the genus Plasmodium spp. and is
transmitted by mosquitoes of the genus Anopheles spp. and is a worldwide public health
problem (WHOQO, 2022). In Nicaragua, most cases occur in the Caribbean Coast and despite
the efforts made by the Ministry of Health, its frequency has increased in recent years. This is
due to several factors, including the presence of insecticide resistance genes in mosquitoes
associated with the historical use of pyrethroids in control interventions. Therefore, the
present study had the purpose of evaluating insecticide resistance through the development
of molecular assays in Anopheles albimanus in the Alemdn neighborhood of the municipality
of Puerto Cabezas, Northern Caribbean Coast Autonomous Region in the second semester
of 2022. It is a quantitative, analytical, cross-sectional study, the sample consisted of
female Anopheles albimanus mosquitoes collected in the Alemdan neighborhood. Biological
tests, enzyme activity tests and molecular tests were used to determine susceptibility
and mechanisms of resistance to insecticides. Resistance to etofenprox was reported
with a 53% mortality rate and to deltamethrin with a 29% mortality rate. The Anopheles
albimanus presented a metabolic mechanism partially involved for Etofenprox and totally
involved for Deltamethrin. It was found that 79% possess the kdr mutation which confers
resistance to pyrethroid insecticides. In Nicaragua, resistance to insecticides associated
with the kdr mutation is reported. It is necessary to continue surveillance and monitoring
of insecticide resistance through the systematic application of biological, molecular and
enzymatic tests for the creation of an insecticide rotation program.
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INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad tropical ocasionada por pardsitos del género Plasmodium y
transmitida por mosquitos del género Anopheles, esta enfermedad afecta al ser humano
desde tiempos remotos y contintia siendo un grave problema de Salud Pdblica. En el
informe mundial sobre la malaria del ano 2022, se reportaron 247 millones de casos
de malaria en 84 paises donde la enfermedad es endémica, observandose un aumento
respecto a los 245 millones de casos registrados en el 2020 (OMS, 2022).

En Nicaragua, este incremento de casos se ha observado desde el afio 2015. A pesar de
los esfuerzos realizados por el Ministerio de Salud y de los organismos de cooperacidn
externa, el aumento de casos es significativo, reportdndose 2,307 en el 2015 y 25,530
caso en el afio 2020, predominando la infeccidn por P. vivax (53%) y P. falciparum (47 %).
En el afio 2021, la Regién Auténoma del Caribe Norte, reportd el mayor ndmero de casos
a nivel nacional con un 97%, presentdandose una mayor frecuencia en los municipios de
Puerto Cabezas (area urbana), Waspam y Prinzapolka. (MINSA, 2022).

Este incremento de casos a nivel nacional e internacional se ha asociado a diversos
factores, segun reportes de la Organizacién Mundial de la Salud (2018). Entre estos
factores destaca la interrupcién de los servicios durante la pandemia de COVID-19 y
el desarrollo de genes de resistencia a insecticidas en los mosquitos transmisores. Ello,
debido al uso histérico y continuo de DDT vy otros piretroides en el Rociado Residual
Intradomiciliar (RRI) que se implementa como parte de las estrategias de control vectorial,
ademds de la utilizaciéon de mosquiteros tratados con insecticidas de larga duracién como
la Deltametrina.

Es importante mencionar que, se conocen mas de 400 especies de anofelinos, de los
cuales 68 se asocian a casos de malaria o paludismo. El Anopheles albimanus es uno
de los principales vectores de malaria de América Latina y estd ampliamente distribuido
en la regidon (Kettle, 1995). En afos recientes, investigadores de la regién han revelado
la existencia de resistencia a insecticidas (RI) en Anopheles albimanus (Guerrero et al,,
2021).

La resistencia a los insecticidas se define como la capacidad que tienen los mosquitos de
sobrevivir a la exposicidn a una determinada dosis de insecticida, rasgo que puede ser de
origen fisioldgico o resultar de una conducta adaptativa (Panini et al., 2016).

Existen varios mecanismos que les permiten a los insectos resistir a la accién de los
insecticidas. Los 4 mecanismos mas reconocidos son: la reduccién de la penetracién del
insecticida, el comportamiento de evitacidn, la resistencia metabdlica y la resistencia en el
sitio blanco (Gonzélez, 2015). De estos, los dos principales son la resistencia generada por
incrementos en la tasa de degradaciéon metabdlica del insecticida y la resistencia generada
por modificaciones en el sitio blanco del insecticida, éste ocurre cuando el insecticida no
logra unirse de forma efectiva a su sitio de accién porque éste ha sido modificado debido a
la presencia de mutaciones puntuales no silenciosas en genes estructurales (Hemingway
y Ranson, 2000).

En AméricaLatina, se hareportado resistencia alas cuatro clases principales deinsecticidas,
se ha detectado que al menos una poblacidn de A. albimanus, An. aquasalis, An. benarrochi
s.l., An. darlingi, An. nuneztovari s.l. y An. pseudopunctipennis s.|. presentan resistencia,
siendo la especie mayormente reportada An. albimanus en Colombia, Guatemala, México,
Panamad y Perd (Gonzdlez, 2009) (Fonseca-Gonzaélez et al., 2009).
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En el ano 2021, mediante la metodologia de papeles impregnados se realizaron ensayos
en el municipio de Puerto Cabeza por el equipo de Entomologia médica del Centro
Nacional de Referencia (CNDR) del Ministerio de Salud. Dichos ensayos, evidenciaron
que las poblaciones de mosquitos toleraban las dosis diagndsticas de los insecticidas
evaluados, identificando por primeravez, la presencia de genes resistencia alosinsecticidas
Etofenprox y Deltametrina en poblaciones de mosquitos de Anopheles albimanus principal
vector de malaria en la Costa Caribe de Nicaragua (MINSA, 2022).

Por otra parte, la resistencia cruzada es el mecanismo por el cual un gen simple confiere
resistencia a un nimero de quimicos del mismo grupo, tal es el caso de las fosfotriesterasas
que brindan resistencia a varios organofosforados, o a diferentes grupos, como el gen kdr
que confiere resistencia al DDT vy a los piretroides (WHO, 1957).

Las mutaciones del gen VGSC, producen cambios en la secuencia de aminodcidos del
segmento seis del dominio dos de la proteina y en el lazo intracitoplasmatico de unién
de los dominios tres y cuatro de la proteina. Son también conocidas como mutaciones
KDR o resistencia KDR (Knoc-down), por la capacidad que tienen los insectos con estas
mutaciones para soportar la exposicién prolongada a los insecticidas sin ser “derribados”
(Orjuela, 2019).

En el mundo, se han descrito nueve mutaciones no silenciosas en el gen VGSC (L1014F,
L1014S, L1014C, L1014W, N1013S, N1575Y, V1010L, 11048N y S1156G), en 14
especies de vectores de malaria (Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, Anopheles
sinensis, Anopheles stephensi, Anopheles subpictus, Anopheles sacharovi, Anopheles
culicifacies, Anopheles sundaicus, Anopheles aconitus, Anopheles vagus, Anopheles
paraliae, Anopheles peditaeniatus, An. coluzzi y Anopheles albimanus). En las Américas,
estas mutaciones sdlo han sido investigadas en la especie Anopheles albimanus, en la cual
se identificaron dos (L1014C y L1014F) en muestras provenientes de México, Nicaragua
y Costa Rica (Orjuela, 2019).

Para conocer el perfil de susceptibilidad a los insecticidas en las poblaciones de Anopheles
albimanus se recomienda el uso de pruebas bioldgicas en las cuales los vectores son
expuestos a concentraciones del insecticida por un tiempo fijo y se registran los
porcentajes de mortalidad. En el bioensayo recomendado por la OMS, se utilizan cuatro
tubos con papeles impregnados con insecticidas, en el que se deben colocar de 20 a 25
hembras adultas de mosquitos en cada tubo; mientras que 20 a 25 mosquitos se colocan
en un tubo con papel impregnado en aceite de silicona constituyendo el grupo “control”.
Luego, se debe registrar la mortalidad en cada grupo: expuestos y no expuesto. Esta
prueba resulta Util para una répida identificacidn de resistencia a insecticidas, sobre todo
en paises en vias de desarrollo como Nicaragua (OMS, 2017).

En los Ultimos afios, ha surgido un interés cientifico sobre esta tematica; principalmente
porque la vigilancia de la resistencia a los insecticidas forma parte de las actividades de
control de la enfermedad y permite la realizacién de ajustes en las estrategias previamente
disenadas por las autoridades sanitarias.

La realizacion de estudios cientificos entorno a esta situacidon es clave para proporcionar
informacidn objetiva y confiable al Componente Nacional de la Malaria, el cual puede
utilizar esta informacidn para efectuar la planificacidén operativa y mantener el control del
vector de la malaria a través del uso insecticidas eficaces.
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La deteccidn de resistencia a insecticidas de forma rutinaria permite tomar decisiones
basadas en evidencia cientifica en donde se valore la incorporaciéon de mejoras en las
intervenciones implementadas por el Ministerio de Salud para el control de la enfermedad,
facilitando de esta manera, la seleccidn de insecticidas que resulten eficaces para la
eliminacién del mosquito vector que predomina en las zonas con mayor prevalencia.

Tomando en cuenta lo anterior, el presente estudio tuvo el objetivo de evaluar la resistencia
a insecticidas mediante desarrollo de ensayos moleculares en Anopheles albimanus del
barrio Aleméan del municipio de Puerto Cabezas, Regiéon Auténoma Costa Caribe Norte,
en el segundo semestre del 2022.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio cuantitativo, analitico de corte transversal, utilizando pruebas
bioldgicas, pruebas de actividad enzimatica y pruebas moleculares para determinar la
susceptibilidad y mecanismos de resistencia a insecticidas de los mosquitos. El drea de
estudio fue el barrio Aleman, municipio de Puerto Cabezas, Region Auténoma Costa
Caribe Norte (RACCN).

La muestra estuvo constituida por 225 mosquitos Anopheles albimanus colectados
en un corral bovino del barrio Aleman durante cuatro horas (17:30 y 20:30 horas)
correspondiente a las “horas pico” de actividad del mosquito. La identificacion taxondmica
de los mosquitos colectados se realizd en el laboratorio de entomologia médica del SILAIS
Bilwi.

La fuente de informacidn fue primaria, se utilizaron datos registrados por el programa de
control vectorial del municipio de Puerto Cabezas, RACCN.

Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Como instrumento de recoleccion de datos se utilizé el formato de la OMS para prueba
de susceptibilidad por papeles impregnados. El instrumento de recoleccion, estuvo
conformado por los formularios establecidos por OMS para el registro de las observaciones
del bioensayo y el formato de registro para pruebas moleculares.

Etapas de investigacion
Etapa 1. Evaluacién de la susceptibilidad de los mosquitos a insecticidas

Para evaluar susceptibilidad a insecticidas se realizé la metodologia de bioensayo de la
OMS (papelesimpregnados), la cual consiste en utilizar 5 tubos de exposicién de los cuales
un tubo se utiliza para control y esta recubierto con papel impregnado en aceite de silicona
y cuatro tubos con papeles impregnados con insecticidas a una dosis diagndstica que en
poblaciones susceptible provocarfa el 100 de mortalidad de los mosquitos expuestos.

Los bioensayos se realizaron al dia siguiente de la colecta de mosquitos, para descartar
cualquier hembra que no tenga buena condicidn fisioldgica. Fueron expuestos en total
225 mosquitos de los cuales: 25 fueron colocados en el tubo control para descartar
mortalidad por manipulacién y generar sesgos durante las lecturas. En los tubos con
papeles de insecticidas se colocaron 25 mosquitos por cada uno para un total de 200
mosquitos expuestos a insecticidas (100 a etofenprox y 100 a deltametrina).
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Las poblaciones de mosquitos fueron expuestas por 60 minutos a insecticidas, realizando
la primera lectura (mosquitos caidos), una vez concluido este periodo. Luego se realizd
otra lectura a las 24 horas (tiempo diagndstico) (mosquitos muertos).

Los individuos que resultaron resistentes a la dosis diagndstica 1X de los insecticidas
evaluados (etofenprox 0.5% vy deltametrina 0.05%.) fueron inmovilizados y se aplicé
etanol absoluto. Posteriormente se pasaron por papel absorbente para eliminar excesos
del etanol y se introdujeron de forma individual en tubos eppendorf de 0.2 mL con 280
uL de RNA later.

Para determinar la actividad enzimatica se utilizé la misma metodologia de la prueba
de bioensayo de la OMS, con la diferencia de que durante este bioensayo se utilizé un
tubo con papel impregnado con sinergista PBO (butoxido de piperonilo). Esto, con el
fin de evaluar resistencia metabdlica en las poblaciones de mosquitos; si bien el PBO
(butoxido de piperonilo) no tiene propiedades plaguicidas por si mismo, cuando se ahade
a compuestos plaguicidas, como los insecticidas piretroides, aumenta considerablemente
la potencia de estos quimicos.

En las pruebas moleculares para la determinacién de mutaciones, el laboratorio de biologia
molecular de la Unidad de Entomologia Médica de Malaria, aplicd el procedimiento
operativo estdndar para la extraccion del ADN gendmico de mosquitos adultos con
DNAZzol se separaron las patas para la extraccién del ADN y del abdomen se extrajo ARN.
Una vez realizada la extraccion del ADN de cada mosquito, se procedid a la amplificacion
del gen kdr (knockdown resistance) mediante la realizacién de PCR en 34 muestras.

Los expertos en entomologia fueron los encargados de realizar las pruebas de
susceptibilidad para la deteccién de mecanismos de resistencia. La informacidn fue
revisada por el investigador principal del estudio con asesoria de expertos en entomologia.

Es importante sefalar que en el proceso de la realizacién de la prueba de susceptibilidad
con papeles impregnados se considerd la probabilidad de observar mortalidad en el
grupo control (5-20%), cuando esto acontecid se corrigié la mortalidad media mediante
la Férmula de Abbot:

Etapa 2. Procesamiento de la informacidn

Para el procesamiento de la informacidn, se utilizé el programa Microsoft Excel. Los datos
se representaron en tablas y graficos donde se observaba el porcentaje de susceptibilidad
y de mortalidad a las 24 horas de exposicidn a los plaguicidas.

Los resultados de los bioensayos de OMS fueron expresados en porcentajes y se hizo
la correccion de Abbott cuando el porcentaje de incapacitacion fue del 5 al 20% en las
botellas control.
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Etapa 3. Elaboracidon de informe final

En esta etapa se realizd la redaccidn del informe final. Es importante mencionar que, en
el estudio se respetaron los principios bioéticos, se solicité autorizacidon a los duenos de
los corrales para la colecta de los mosquitos y se garantizd la proteccion necesaria del
personal que participd en la colecta de los vectores. Por ser un estudio de interés en Salud
Publica, se solicitd autorizacion a la Direccion General de Vigilancia de la Salud Publica
mediante carta formal, el estudio fue aprobado y se autorizé el apoyo de técnicos de
entomologia del Ministerio de Salud.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron los procedimientos establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud
para la deteccidn de resistencia a insecticidas piretroides por medio de bioensayo,
encontrandose resistencia a etofenprox con un porcentaje de mortalidad de 53% vy a
deltametrina con un porcentaje de mortalidad de 29% (figura 1).

Figura 1. Monitoreo de la resistencia a los insecticidas Piretroides utilizados para control
de Anopheles albimanus, Puerto Cabeza — RACCN Barrio Alemdn - septiembre 2022.
Fuente: Resultados de bioensayo

De acuerdo con las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud (2019), se reconoce
la presencia de resistencia a insecticidas cuando los porcentajes de mortalidad son <
90%, mientras que cuando los valores se encuentran en el rango de 98-90 se sospecha
resistencia, por lo que se requiere vigilancia y solo cuando el porcentaje de mortalidad
es mayor a 98% se considera al mosquito susceptible a los insecticidas. Al respecto es
importante destacar que en este estudio se observd resistencia tanto a etofenprox como
a deltametrina.

Cabe senalar que, este grupo de insecticidas tiene caracteristicas en comun con el DDT,
entre los que destacan el coeficiente negativo de temperatura, el knockdown y actividad
killing, que tienen su foco de accién en los canales de sodio del sistema nervioso.
Esto explica los efectos neurotéxicos producidos en los insectos; estos elementos que
comparten los piretroides con el DDT, han aumentado el riesgo de que los mosquitos
desarrollen resistencia a estas sustancias, disminuyendo con esto la eficacia de las
intervenciones implementadas por el equipo de control de malaria.
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Tabla 1: Criterios de mortalidad para determinacidn de la resistencia de acuerdo a valores
establecidos por la OMS

98- 100 Susceptible
98- 90 Sospecha de resistencia (Vigilancia)
<90 Resistente

Fuente: (OMS, 2019)

Al respecto Guerrero et al. (2021) reporté que el 66.6% de sus poblaciones de vectores
tenfan resistencia a piretroides. Mientras que Castafieda y Bolafios (2022) menciona que
el Anopheles albimanus es el principal vector identificado en los paises de Latinoamérica,
encontrando resistencia a piretroides para lambda-cihalotrina y DDT. Por otra parte, Solis
et al. (2013) identificd resistencia a deltametrina con un porcentaje < 80%.

No obstante, los resultados de este estudio difieren de lo encontrado por Muirillo et al.
(2018) quienes mostraron susceptibilidad a deltametrina y resistencia a Alfacipermetrina.

La OMS (2019), citado por MINSA (2023), recomienda las rotaciones o rociado en mosaico
con formulaciones de insecticidas que tienen un modo de accién diferente en las zonas
donde se ha detectado resistencia. Por tanto, resulta necesario ajustar las intervenciones
de control vectorial en el territorio en estudio para garantizar que las acciones emprendidas
sean efectivas y contribuyan a la reducir la incidencia de casos de malaria. Cabe sefalar
que, desde el 2022 se aplica Rociado residual con el nuevo insumo Fluodora, el cual se
utilizé solamente en casco urbano de Puerto Cabezas, se ha registraron un total de 17,461
casas con cumplimiento de cobertura de 94.2 %, protegiendo a 77,267 habitantes.

Ante la presencia comprobada de resistencia a insecticidas piretroides la Organizacion
Mundial de la Salud, en las Directrices para el control de vectores del paludismo
recomiendan el uso de mosquiteros con piretroide mds producto sinérgico (BOP). Esta
sustancia actda inhibiendo ciertas enzimas metabdlicas del mosquito que detoxifican o
secuestran los insecticidas antes de que ejerzan su efecto téxico en el insecto, es asi como,
un mosquitero con piretroide y BOP, comparado con otro que solo contiene piretroide,
ejerce un efecto mas letal contra los vectores del paludismo (OMS, 2019).

Al respecto se han entregado en el municipio de Puerto Cabezas 24,703 MTILD en
56 comunidades protegiendo a un total de 9,310 familias y a 585 embarazadas con
cumplimiento de cobertura de 94 % de acuerdo con la Estrategia Nacional para la
eliminacion de la malaria (MINSA, 2023).

Para establecer la presencia de actividad enzimatica asociada a resistencia de etofenprox
y deltametrina se realizd la prueba de bioensayo con el sinergista POB (butdxido
de piperonilo) y se encontré que los mosquitos Anopheles albimanus presentan un
mecanismo de resistencia metabdlico involucrado parcialmente para Etofenprox debido
a que se observd un aumento en el porcentaje de mortalidad, cambiando de 53% con la
dosis diagndstica a 96% después de la exposicidn al sinergista (Figura 2).
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Figura 2. Monitoreo de la resistencia con sinergista e insecticida (Etofenprox) ante
Anopheles albimanus mediante prueba de OMS, Puerto Cabezas, segundo semestre
2022. Fuente: Resultados de bioensayo

En el caso de la Deltametrina se identific6 un mecanismo metabdlico totalmente
involucrado debido a que la mortalidad aumenté de 29% con dosis diagndstica a 100%
después de la exposicidn al sinergista (Figura 3).

Figura 3. Monitoreo de la resistencia con sinergista e insecticida (Deltametrina) ante
Anopheles albimanus, mediante prueba de OMS,Puerto Cabezas, semestre 2022. Fuente:
Resultados de bioensayo

Esta prueba evidencia la importancia de incluir un sinergista en los mosquiteros que
se brindan a la poblacidn ya que aumenta significativamente el efecto del insecticida
otorgando mayor seguridad y eficacia.

En este sentido, es importante senalar que los mecanismos de resistencia a insecticidas
tienen una base bioquimica y que las dos formas mayormente reportadas son la resistencia
en el sitio blanco, que se presenta cuando el insecticida no se enlaza al sitio de accién,
es importante sefalar que la resistencia asociada a las enzimas detoxificativas, debido a
niveles elevados o a la modificacion de las esterasas, oxidasas o glutation-transferasas
(GST) evitan que el insecticida alcance su sitio de accién (Flores et al., 2001).
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Al respecto, Castafieda y Bolanos (2022) en su revisidn, encontré un predominio de
resistencia a insecticidas del tipo metabdlico, asociado principalmente al aumento de
esterasas, glutatidn-transferasa y oxidasas de funcion multiple o monooxigenasas
dependientes de citocromo P-450. Cuando se presentan estos tipos de resistencia la
recomendaciéon que emiten las autoridades sanitarias es la rotacién de insecticida para
garantizar un adecuado control vectorial.

Para caracterizar con mayor precision los mecanismos de resistencia a insecticidas se
utilizaron pruebas moleculares con 34 muestras de Anopheles albimanus, por medio de
la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) y la amplificacién del ADN se encontré que
el 79% de las muestras analizadas mostraron la mutacidn kdr la cual confiere resistencia
a insecticidas piretroides en el principal vector de malaria en Nicaragua.

En el estudio de genotipificacidn de la mutacion kdr se registré que el 79.4% (27)
correspondia a homocigoto resistente TTC (F), el 14.7% (5) registré TTS (F/L) y un 2.9%
(1) reporté Heterocigoto TTS (F/L) respectivamente, por tanto, se identificé resistencia
a piretriodes asociadas a las mutaciones kdr en el codén 1014 del canal de sodio, al
respecto, se conoce que un cambio en la leucina a fenilalanina, cisteina o serina produce
precisamente la resistencia a este tipo de insecticidas. En anofelinos, la leucina del codon
1014 puede ser codificada por los nucledtidos TTG o TTA, mientras que la fenilalanina por
TTC o TTT, cisteina por TGT, o serina TCA.

Por tanto, queda en evidencia, que la resistencia al insecticida Deltametrina en
poblaciones de Anopheles albimanus en Puerto Cabezas; estd asociada a mutaciones
kdr, encontréandose un cambio de leucina a fenilalanina; lo que confiere resistencia a
piretroides; se debe recordar que segin Shono (1985) la presencia del gen kdr provoca
una baja sensibilidad hacia el DDT vy piretroides, lo que se traduce a una resistencia a
estos tipos de insecticidas, ademds que puede proveer una alta resistencia cuando el alelo
super-kdr se manifiesta en la especie del mosquito estudiado.

Este hallazgo es sumamente relevante debido a que es la primera vez en Nicaragua
que se detecta este tipo de mutacidn, lo cual es resultado de los avances cientificos vy
tecnoldgicos que ha fortalecido en Ministerio de Salud.

Los resultados de esta investigacidon se relacionan con el estudio de Ldépez (2016)
realizado en Venezuela donde identificd mutaciones puntuales en el gen que codifica
para el canal de sodio dependiente de voltaje relacionadas con resistencia a piretroides
en Anopheles Sp. circundantes en Venezuela. La identificacion de mutaciones puntuales
en la posicidon 1014, relacionadas con la resistencia knockdown a piretroides/DDT, fue
posible mediante el alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de los productos
de PCR, encontrandose las sustituciones L1014F y L1014C, previamente descritas por
inducir resistencia knockdown en Anopheles albimanus de Latinoamérica y Anopheles
sinensis de China.

Cabe senalar que, los hallazgos de este estudio son similares a los reportados por Orjuela
(2019), quien también observd una elevada frecuencia de mutaciones en el gen kdr
(knockdown resistance) en poblaciones de Anopheles albimanus en dreas endémicas de
Colombia. Ambos estudios sugieren que la presidn selectiva ejercida por el uso continuo
de insecticidas ha llevado a la seleccidon de estas mutaciones. Sin embargo, mientras
Orjuela (2019) se centrd en areas urbanas y rurales de Colombia, este estudio se focalizd
en una regidn especifica de Nicaragua, lo que permite evaluar las diferencias geograficas
en la evolucién de la resistencia.
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Adicionalmente, en 10 muestras se identificé que una mutacién en el codén 1575 del
canal sodio que produce un cambio de asparagina a tirosina incrementa la resistencia
causada por mutaciones kdr. En anofelinos, la asparagina del codén 1575 puede ser
codificada por los nucledtidos AAC, mientras que la tirosina por TAC (Tabla 2).

Por tanto, el efecto de resistencia a insecticidas piretroides se encuentra potenciado
debido a estas mutaciones genéticas en el coddn 1575; esto evidencia la importancia
de caracterizar genotipicamente a los especimenes en estudio ya que permiten conocer
de manera detallada aquellos aspectos genéticos que influyen en la proliferacién vy
supervivencia del vector en el territorio, pese a las estrategias implementadas por
el Componente Nacional de Malaria; el uso sistematico de estas pruebas moleculares
permite incrementar el conocimiento cientifico sobre la biologfa y comportamiento de
estos vectores, asimismo, se logra una mayor comprension de todos los determinantes de
la salud que se asocian al desarrollo de la malaria tomando en cuenta las caracteristicas
del vector, el ambiente, el huésped y el agente.

CONCLUSIONES

La poblacion de mosquitos expuesta a dosis diagndstica 1 X de Deltametrina (0.05%) y
Etofenprox 0.5% en el bioensayo OMS resultaron resistentes a los insecticidas. La cepa
en estudio presentd inhibicién de los mecanismos de desintoxicacidn parcialmente para
Etofenprox y totalmente para Deltametrina. En el 79 % de las muestras evaluadas de
Anopheles albimanus, se encontrd resistencia a piretroides, asociada a mutacién kdr.

Tomando en cuenta los resultados de la investigacidn resulta necesario continuar con
la vigilancia y el seguimiento de la resistencia a insecticidas por medio de la aplicacién
sistemdtica de pruebas bioldgicas y moleculares. De igual manera, el desarrollo de
ensayos con sinergista para determinar otros mecanismos enzimaticos involucrados en
la resistencia a insecticida en poblaciones de mosquitos de campo que estén sometidas
a presion selectiva de insecticida usados en salud publica. Esto contribuird a la creacién
de un programa de rotacién de insecticidas para preservar la susceptibilidad a estos
compuestos quimicos, lo cual permitird un mejor control vectorial.
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ANEXOS

Tabla 1.
Genotipificacion de la mutacién kdr en muestras de Anopheles albimanus de Nicaragua

Muestra Coddn 1014 Resultado

Genotipo Genotipo

Forward Reverse
PCR1 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR2 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR3 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR4 TTS TTS Heterocigoto: TTS (F/L)
PCR5 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR6 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR7 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) 7))
PCR8 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) %
PCR9 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) 'E'
PCR10 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) _Q
PCR11 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) 'g
PCR12 TTS TTS TTS (F/L) <
PCR13 TTS TTS TTS (F/L) 7))
PCR15 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) '8
PCR16 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) c
PCR17 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F) ’8
PCR18 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR19 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR20 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR21 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR23 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR24 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR25 TTG TTG TTG (L)
PCR26 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR27 TTS TTS TTS (F/L)
PCR28 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR29 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR31 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
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PCR33 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR35 TTS TTS TTS (F/L)
PCR37 TTS TTS TTS (F/L)
PCR38 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR40 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)
PCR41 TTC TTC Homocigoto resistente: TTC (F)

Fuente: Laboratorio de biologia molecular-Unidad de Entomologia Médica de Malaria

Tabla 2.
Genotipificacion de la mutacién N1575Y del canal de sodio en muestras de Anopheles
albimanus de Nicaragua

Muestra Genotipo Resultado
Reverse

PCR1 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) %
PCR5 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) Q
PCR6 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) 4“3
PCR9 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) _g
PCR10 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) 'g
PCR12 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) <
PCR15 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) 8
PCR16 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) 'O
PCR17 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) S
PCR19 AAC Homocigoto susceptible: AAC (N) .L-)

*N: Asparagina; Y: Tirosina
Fuente: Laboratorio de biologia molecular-Unidad de Entomologia Médica de Malaria
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