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Sección Médica

Introducción

La malaria continúa siendo la enfermedad transmitida por 
insectos que causa los mayores índices de morbi-mortalidad 
en Colombia (Sivigila 2007). Para su control en el país se 
adoptaron las estrategias del programa “Hacer Retroceder la 
Malaria en el Mundo” propuesto por la Organización Mun-
dial de la Salud (OMS 1994). Los cuatro principios técnicos 
de la estrategia mundial son: el diagnóstico temprano y tra-
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tamiento inmediato de la enfermedad; la aplicación de medi-
das de protección y prevención; el desarrollo de la capacidad 
para predecir y contener epidemias, y el fortalecimiento de la 
capacidad local en investigación básica y aplicada para per-
mitir y promover la evaluación regular de la situación de la 
malaria (OMS 1994). La utilización de insecticidas, bien sea 
en rociamientos intradomiciliares o en toldillos, es la medida 
de control utilizada con mayor frecuencia para interrumpir la 
transmisión de la enfermedad durante brotes y epidemias y 
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como acción preventiva en las áreas de transmisión (Najera 
y Zaim 2002). La OMS informa que para la región de las 
Américas se utilizaron aproximadamente 230.000 kilos de 
ingrediente activo de insecticidas para el control de malaria 
entre los años 2000 y 2002, de los cuales el 57% correspon-
de a piretroides, el 41% a organofosforados y el restante 2% 
a carbamatos y organoclorados (Zaim y Jambulingam 2004). 
	 Esta utilización de insecticidas genera una presión de se-
lección en las poblaciones de mosquitos que podría causar 
resistencia a los ingredientes activos de uso en salud pública 
(WHO 1975). La situación se agrava en áreas endémicas para 
la enfermedad donde la agricultura presenta un desarrollo im-
portante, ya que los vectores que habitan estos ecosistemas 
tienen una presión de selección aún mayor por los insecti-
cidas utilizados para plagas en sistemas de cultivos (Guillet 
2006; Verschueren 2006).
	 De las 45 especies de anofelinos registradas para Co-
lombia, Anopheles albimanus Wiedemann, 1820, A. darlingi 
Root, 1926 y A. nuneztovari Gabaldon, 1940, son reconoci-
das como los principales vectores de malaria y principales 
objetivos de los programas de control vectorial. Estas espe-
cies se encuentran distribuidas así: A. albimanus sobre las 
Costas Pacífica y Atlántica, A. nuneztovari en el Oriente y 
Valles Interandinos y A. darlingi en los Llanos Orientales, 
Urabá y Valles Interandinos (Olano et al. 2001).
	 En Colombia, los insecticidas químicos se usan para el 
control de malaria desde 1959. El Servicio de Erradicación 
de la Malaria y la Dirección de Campañas Directas del Mi-
nisterio de Salud realizaron periódicamente la vigilancia de 
la resistencia al organoclorado DDT utilizando la metodo-
logía de la OMS. Esta vigilancia permitió encontrar pobla-
ciones naturales de A. darlingi de Quibdo, Chocó (Suárez et 
al. 1990) y de A. albimanus en los municipios de El Carmen 
(Bolívar), Codazzi, Robles y Valledupar (Cesar) (Quiñones 
et al. 1987) resistentes a DDT. A partir de 1992 y debido a 
la prohibición del uso de este organoclorado se han venido 
usando principalmente insecticidas piretroides y organofos-
forados en los programas de control de malaria, sin mantener 
vigilancia sobre su impacto en la generación de resistencia 
fisiológica en poblaciones de los vectores. Entre las razones 
para esto se puede mencionar la descentralización del progra-
ma, lo que trajo consigo dificultades administrativas y para la 
consecución de los materiales requeridos para la realización 
de los bioensayos de la OMS (tubos y papeles impregnados) 
(WHO 1981), los cuales deben ser importados. 
	 Con el propósito de reactivar la vigilancia de la resisten-
cia de los vectores de malaria en el país se desarrolló entre 
2005 y 2007 el proyecto: “Evaluación del estado actual de 
la resistencia a insecticidas en los principales vectores de 
malaria, dengue y fiebre amarilla urbana en Colombia e ini-
ciación de la Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia 
a Insecticidas en Colombia”. Para ello, se realizó una alian-
za interinstitucional entre el Programa de Estudio y Control 
de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Antioquia 
(PECET), el Centro de Entrenamiento e Investigaciones Mé-
dicas (CIDEIM), el Instituto Nacional de Salud (INS) y la 
Universidad Nacional de Colombia (UNAL), con el apoyo 
de las Secretarías de Salud Departamentales y la financiación 
de COLCIENCIAS. El proyecto incluyó la utilización de la 
metodología de la OMS y la metodología de las botellas de 
vidrio impregnadas propuesta por el Centro de Prevención 
y Control de Enfermedades de Estados Unidos (Centers for 
Disease Control and Prevention - CDC).

	 El propósito de este estudio fue determinar las dosis diag-
nósticas para los diferentes grupos de insecticidas en pobla-
ciones colombianas de las especies de Anopheles adultos, ba-
sados en la correlación tiempo vs. mortalidad propuesto por 
el CDC (Brogdon y McAllister 1998). El establecimiento de 
las línea base con poblaciones susceptibles permitirá detec-
tar los niveles de resistencia en poblaciones de regiones con 
transmisión y por tanto sometidas a presión con insecticidas. 
Esto busca generar herramientas que permitan el uso racional 
de los insecticidas y toma de decisiones basadas en informa-
ción local sobre el estado de susceptibilidad o resistencia de 
los vectores a determinados insecticidas. Se presentan en este 
estudio las dosis diagnósticas por el método de la botella del 
CDC, a varios insecticidas, para los tres vectores primarios 
de malaria en Colombia; lo anterior permitirá disponer de una 
metodología alternativa para vigilar la resistencia a insectici-
das en los diferentes departamentos del país. 

Materiales y Métodos

Áreas de estudio y poblaciones de mosquitos evaluadas. 
Las líneas base de susceptibilidad para los bioensayos con 
botellas en las especies de Anopheles se determinaron utili-
zando poblaciones silvestres con historia de poca aplicación 
de insecticidas. Los bioensayos se realizaron directamente en 
campo con especímenes recolectados con atrayente humano 
o en abrigos animales (Service 1976), en las siguientes regio-
nes del país: 
	 A. albimanus fue recolectado en zona ganadera del área 
rural del municipio de Santa Rosa de Lima (Bolívar), ubicado 
en la Costa Norte Colombiana (10°20’24”N, 75°24’38.91”W) 
con altitud de 52 msnm. Esta zona registra altas densidades 
de A. albimanus pero una baja incidencia de malaria por lo 
cual no se usan insecticidas.
	 A. darlingi recolectado en la localidad Malanoche, 
municipio de Nechí, región del bajo Cauca de Antioquia 
(8°05’47”N, 74°46’33”W) con altitud de 31 msnm. En esta 
región no se realizan fumigaciones ni ningún tipo de control 
químico desde hace más de 12 años. 
	 A. nuneztovari Gabaldón, 1940 fue recolectado en la lo-
calidad de Caño Victoria, municipio de Tibú, Norte de San-
tander (8°34’52.02”N, 72°40’42”W) con altitud de 56 msnm. 
Esta localidad presenta la mayor densidad de la especie vec-
tor y los niveles más bajos de intervención química con in-
secticidas 

Insecticidas evaluados. Se utilizaron soluciones de insecti-
cidas grado estándar diluidos en etanol absoluto grado reac-
tivo. Los principios activos evaluados fueron: piretroides 
(lambdacialotrina, deltametrina, permetrina, ciflutrina), orga-
nofosforados (malatión, fenitrotión, temefos, pirimifos me-
til), carbamatos (propoxur, bendiocarb), organoclorado DDT 
y el seudopiretroide etofenprox. Todos los insecticidas grado 
técnico fueron obtenidos de Chem Service ® (West Chester, 
PA).

Bioensayos. Antes de evaluar las líneas base de susceptibili-
dad para Anopheles spp. con las poblaciones naturales selec-
cionadas, se determinó el estado de susceptibilidad de estas 
poblaciones utilizando la metodología estandarizada de la 
OMS con papeles impregnados (WHO 1981). Las dosis diag-
nósticas utilizadas en los bioensayos de papeles impregna-
dos con insecticidas fueron las provistas por la OMS (OMS, 
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Penang, Malaysia): DDT (4%), malatión (5,0%), fenitrotión 
(1%), propoxur (0,1%), bendiocarb (1%), lambdacialotrina 
(0,05%), deltametrina (0,05%), permetrina (0,75%), ciflu-
trina (0,15%) y etofenprox (0,5%). Según los criterios de la 
OMS, una población se considera susceptible cuando se ob-
tienen porcentajes de mortalidad superiores al 98%.Una vez 
se confirmó la susceptibilidad de cada población mediante 
bioensayos OMS, se utilizaron mosquitos de la misma pobla-
ción para definir las dosis diagnósticas utilizando la metodo-
logía de botellas impregnadas propuesta por el CDC. 
	 Los bioensayos CDC fueron realizados en botellas de vi-
drio transparentes, autoclavables de 250 ml, previamente la-
vadas y esterilizadas. Cada botella fue impregnada colocando 
un ml de la solución de la dosis del insecticida y exponiendo 
la totalidad de la superficie interna de la botella a la solución, 
incluyendo el interior de la tapa. Esto se logró realizando mo-
vimientos de rotación hasta cerciorarse que el producto se 
hubiera distribuido uniformemente dentro de la botella. Las 
botellas se dejaron secar durante tres horas antes de iniciar las 
pruebas, teniendo la precaución de cubrirlas con papel oscuro 
para proteger el insecticida de la degradación por efecto de la 
luz (Brogdon y McAllister 1998). 
	 Cada población se evaluó con al menos tres dosis de cada 
insecticida, las cuales se prepararon en µg de ingrediente ac-
tivo. Las soluciones de insecticidas con cada dosis a evaluar 
se prepararon a partir de las soluciones stock dentro de las 
24 horas previas a la realización de la prueba. Las soluciones 
stock permanecieron protegidas de la luz, refrigeradas a 4°C 
y se manipularon por un único operario. Cada prueba consis-
tió en la exposición de 15 a 20 hembras adultas en cada bote-
lla, para un total de cuatro botellas impregnadas y una botella 
control, la cual solo se impregnó con etanol absoluto. Cada 
15 min. se registró el número de mosquitos vivos y muertos 
en la botella. Este proceso se realizó durante 1,5 – 2 horas o 
hasta que todos los mosquitos estuvieron muertos. El criterio 
de mortalidad se definió como los mosquitos con dificultades 
para volar, incapaces de mantenerse parados sobre la superfi-
cie de la botella o que estuviesen caídos en ésta, es decir que 
demostraran síntomas de intoxicación. 

Determinación taxonómica de especies. Debido a que en 
una misma localidad habitan en forma simpátrica diferentes 
especies de Anopheles, fue necesario determinar taxonómica-

mente los ejemplares utilizados en las pruebas. Una vez con-
cluido cada bioensayo, los mosquitos se individualizaron en 
viales de 1,5 ml, debidamente rotulados con la información 
correspondiente al sitio, insecticida, réplica y fecha. La de-
terminación taxonómica se realizó mediante la comparación 
morfológica de caracteres usando las claves disponibles (Fa-
ran y Linthicum 1981; Linthicum 1988). La determinación 
taxonómica de A. nuneztovari se confirmó mediante técnicas 
de biología molecular PCR-RFLP (Ruiz et al. 2005).

Análisis de resultados. Se usó la fórmula modificada de Ab-
bott para corregir la mortalidad observada de las pruebas de 
bioensayos cuando las mortalidades en el control se encontra-
ban entre 5-20%. Los porcentajes de mortalidad en relación 
con el tiempo se graficaron para cada concentración, clase de 
insecticida y especie. La línea de saturación o dosis diagnós-
tica se definió como la menor concentración de insecticida 
que causó el 100% de mortalidad en el menor tiempo para 
cada insecticida. La dosis diagnóstica (DD) para cada insec-
ticida correspondió a la menor dosis con la cual se obtuvo 
el 100% de mortalidad de la cepa de referencia en el menor 
tiempo (Brogdon y McAllister 1998). 

Resultados

Los bioensayos de la OMS permitieron confirmar la suscep-
tibilidad de las poblaciones naturales evaluadas, las cuales 
mostraron mortalidades superiores al 98% (Tabla 1). Aunque 
inicialmente se había propuesto la evaluación de 11 insectici-
das en cada especie, esto no fue posible debido a las dificul-
tades de recolectar el número de ejemplares necesario para 
la estandarización. Las recolecciones estuvieron afectadas 
por las altas precipitaciones y la variación en las densida-
des de las especies. Por lo anterior fue necesario priorizar 
los insecticidas a evaluar, particularmente con la especie A. 
nuneztovari. Las líneas base de susceptibilidad y las dosis 
diagnósticas (concentración y tiempo) para cada insecticida 
en cada una de las especies usando los bioensayos con bote-
llas se muestran en las figuras 1 a 3. 

Línea-base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para 
A. albimanus. En A. albimanus fue posible determinar las 
DD para ocho insecticidas: cuatro piretroides, dos organo-

Insecticida* \ Especie A. albimanus A. darlingi A. nuneztovari
Lambdacialotrina (0,05%) 100 100 99
Deltametrina (0,05%) 99 100 100
Ciflutrina (0,15%) 98 100 N.D**
Permetrina (0,75%) 100 100 N.D**
Etofenprox (0,5%) 98 N.D** N.D**
DDT (4%) 98 100 99
Malation (5%) 100 100 100
Fenitrotion (1%) 100 100 100
Propoxur (0,1%) 100 100 N.D**
Bendiocarb (0,1%) N.D** 100 N.D**

Tabla 1. Porcentajes promedio de mortalidad de poblaciones colombianas de A. albimanus, A. darlingi y A. nuneztovari usando la metodología de 
la OMS.

* Ingrediente activo y dosis estándar impregnada en los papeles de la OMS, **N.D: No determinado.
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fosforados, un carbamato y DDT (Fig. 1). En relación con 
los piretroides, la menor dosis fue determinada para perme-
trina mientras lambdacialotrina y deltametrina tuvieron dosis 
semejantes pero con diferencias en los tiempos de exposi-
ción. Lo anterior se observó también en los organofosforados 
malatión y fenitrotion para los cuales se determinó una DD 
de 50 μg pero el tiempo de exposición fue 15 min. mayor para 
fenitrotion. Para DDT se evaluaron cuatro concentraciones 
iniciando con 200 μg hasta determinar la concentración de 
50 μg en 30 min. como la DD. En el caso del carbamato pro-
poxur fue necesario evaluar ocho concentraciones iniciando 
en 30 μg hasta 1 μg; esta última concentración fue determina-
da como la DD en 15 min. de exposición. 

Línea-base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para 
A. darlingi. En esta especie fue posible determinar las DD 
para diez insecticidas, cinco piretroides, dos organofosfora-
dos, dos carbamatos y DDT (Fig. 2). Las DD y tiempos de 
exposición determinados para los piretroides lambdacialo-
trina y deltametrina fueron 12,5 μg en 30 min.; ciflutrina y 
etofenprox presentaron DD y tiempos semejantes correspon-
dientes a 6,25 μg en 30 min; permetrina presentó la mayor 
DD de todos los piretroides (21,5 μg), en contraste con la 
evaluación en A. albimanus donde la DD fue de 1 μg. Mala-
tión y fenitrotion presentaron dosis y tiempos diagnósticos 
semejantes. Propoxur y bendiocarb presentan tiempos de ex-
posición semejantes pero la DD para propoxur fue el doble 

Figura 1. Línea base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para A. albimanus obtenidas con la población de Santa Rosa de Lima, Bolívar. Curvas 
obtenidas con las dosis evaluadas y dosis (concentración y tiempo) escogidas para la evaluación en campo. A-D. Piretroides. E. Organoclorado. F-G. 
Organofosforados. H. Carbamato.
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Figura 2. Líneas base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para A. darlingi obtenidas con la población de Nechí, Antioquia. Curvas obtenidas con 
las dosis evaluadas y dosis (concentración y tiempo) escogidas para la evaluación en campo. A- D. Piretroides. E. Seudopiretroide. F. Organoclora-
do. G-H. Organofosforados. I-J. Carbamatos.

de la determinada para bendiocarb. La DD para DDT en A. 
darlingi correspondió al doble de la DD encontrada para A. 
albimanus con un tiempo diagnóstico también mayor para A. 
darlingi. 

Línea-base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para A. 
nuneztovari. La determinación de las DD en A. nuneztovari 
solo fue posible para cinco insecticidas. Si bien Caño Vic-
toria fue la población natural con menor registro de uso de 
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Figura 3. Líneas base de susceptibilidad y dosis diagnósticas para A. nuneztovari obtenidas con la población de Caño Victoria, municipio de Tibú, 
Norte de Santander. Curvas obtenidas con las dosis evaluadas y dosis (concentración y tiempo) escogidas para la evaluación en campo. A-B. Pire-
troides. C-D. Organoclorados. D-E. Organofosforado.

insecticidas y a su vez donde se encontró la más alta densidad 
de esta especie, el número de mosquitos recolectados solo 
fue suficiente para construir la línea-base de susceptibilidad a 
lambdacialotrina, deltametrina, fenitrotion, malatión y DDT. 
Estas restricciones fueron ocasionadas principalmente por la 
alta diversidad de especies anofelinas encontradas en la zona 
de estudio. Con excepción de la DD encontrada para DDT, la 
cual fue semejante a la determinada en A. albimanus, esta es-
pecie presentó las menores DD de los tres vectores de malaria 
evaluados (Fig. 3).

Discusión

En este trabajo se definieron las dosis diagnósticas para rea-
lizar la vigilancia de la susceptibilidad de las especies A. al-
bimanus, A. darlingi y A. nuneztovari, principales vectores 
de malaria en Colombia, utilizando el método de botellas 
impregnadas. Esta metodología surge como una opción alter-
nativa a la metodología de papeles impregnados de la OMS, 
la cual requiere la importación de los implementos necesa-
rios, con dificultades para su compra, además de la rápida 
expiración de los papeles. Esto ha dificultado el uso de esta 
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metodología para el mantenimiento de la vigilancia de la re-
sistencia de los vectores de malaria en el país. Algunas de 
las principales ventajas del uso de las botellas impregnadas 
son su sencilla preparación en el laboratorio, la evaluación 
simultánea de varias dosis e insecticidas, la obtención de re-
sultados en un tiempo no mayor a las 3 horas y la utilización 
de botellas de vidrio de fácil adquisición a nivel local. La me-
todología está diseñada para incorporar sinergistas los cuales 
orientan sobre el posible mecanismo de resistencia presente 
(Brogdon y McAllister 1998). A su vez, es poco probable ob-
tener falsos resultados de resistencia pues todo el interior de 
la botella, incluyendo la tapa, se encuentra impregnado con 
el insecticida. Todas estas características reducen los costos 
de los bioensayos, facilitando su implementación en progra-
mas de vigilancia rutinaria de la resistencia. No obstante, es 
obligatorio almacenar, transportar y rotular correctamente las 
soluciones de trabajo, hacer un lavado estricto de las botellas 
para permitir múltiples usos y es fundamental entrenarse en 
la interpretación de los resultados, especialmente en los cri-
terios de mortalidad.
	 Se registran hasta la fecha dosis diagnósticas para A. albi-
manus de Guatemala, usando bioensayos CDC para evaluar 
la susceptibilidad a permetrina (43 µg/botella), malatión (100 
µg/botella) y DDT (50 µg/botella) (Brogdon et al. 1999). La 
evaluación de poblaciones de A. albimanus de Guatemala 
procedentes de sitios de muestreo aislados pocos km, de-
mostró variaciones en la presencia de resistencia, el nivel de 
resistencia y mecanismo responsable de la misma (Brogdon 
et al. 1999). Las dosis obtenidas en este trabajo evaluando 
permetrina y malatión en A. albimanus de Colombia fueron 
43 y dos veces menores que las dosis usadas en la población 
de Guatemala para estos mismos insecticidas respectivamen-
te. Estos datos confirman la necesidad de establecer las do-
sis diagnósticas en poblaciones de vectores locales, debido a 
que representan diferencias en la selección por la aplicación 
histórica de los insecticidas en cada sitio, junto con las varia-
ciones genéticas propias de cada especie. Actualmente no hay 
dosis diagnósticas reportadas para los otros insecticidas eva-
luados ni para A. darlingi o A. nuneztovari, siendo nuestros 
resultados los primeros en determinarlas.
	 La utilidad de estas dosis diagnósticas en la determina-
ción de los niveles de resistencia a insecticidas fue evaluada 
recientemente con poblaciones naturales de A. darlingi de los 
departamentos de Antioquia, Chocó y Putumayo. Este estu-
dio demostró concordancia entre las metodologías de la OMS 
y del CDC, las cuales detectaron resistencia a DDT y lamb-
dacialotrina en la población recolectada en la localidad de 
Amé-Beté (Chocó); estos resultados son una alerta temprana 
para las autoridades de salud dado el amplio uso que tienen 
actualmente los piretroides para el control de malaria en este 
departamento (Fonseca-González et al. 2009).
	 Las dosis diagnósticas del presente estudio demuestran 
que cada principio activo actúa de manera particular en cada 
una de las especies de anofelinos y evidencian que la resis-
tencia fisiológica a los insecticidas constituye un fenómeno 
definido espacio-temporalmente que depende directamente 
de la presión por una clase específica de insecticida, del tipo 
de intervención, la bionomía del vector, la dinámica de la po-
blación y el estadío de vida blanco del control (Guillet 2006). 
Además, Colombia registra varias especies vectores auxilia-
res de malaria como A. rangeli Galbadon, Cova-García & 
Lopez, 1940 y A. oswaldoi (Peryassú, 1922) en Putumayo 
(Quiñones et al. 2006), A. punctimacula Dyar & Knab, 1906 

y A. pseudopunctipennis Theobald, 1901 (Olano et al. 2001), 
los cuales contribuyen a mantener las endemias de la enfer-
medad y en algunos casos, pueden actuar como vectores pri-
marios dependiendo de la estacionalidad de las poblaciones. 
Es necesario definir las dosis diagnósticas o las líneas base de 
susceptibilidad para cada especie y cada insecticida, partien-
do de la cuidadosa selección de poblaciones con baja presión 
de selección, tanto de insecticidas de uso en salud pública 
como de insecticidas de uso agrícola.
	 La detección temprana de poblaciones resistentes y la vi-
gilancia permanente de los niveles de resistencia usando las 
dosis diagnósticas determinadas en este estudio permitirá la 
selección correcta de los insecticidas a utilizar en las diferen-
tes regiones, contribuyendo al establecimiento de programas 
sostenibles de prevención y control de malaria con impacto 
a nivel epidemiológico visible a través de la disminución de 
casos.
	 Este trabajo fue parte de un esfuerzo conjunto entre las 
autoridades locales y nacionales de salud y grupos de inves-
tigación para promover la vigilancia de la resistencia a insec-
ticidas de los vectores primarios de malaria en Colombia. A 
partir de la transferencia de tecnología basada en la capacita-
ción a personal encargado de los programas de enfermedades 
transmitidas por vectores, la definición de protocolos estan-
darizados, dotación de materiales y reactivos, y la definición 
de las líneas base de susceptibilidad para diferentes clases de 
insecticidas usados para el control de malaria, este estudio 
permitió la creación de la red nacional de vigilancia de la 
resistencia a insecticidas para los vectores de malaria, que 
actualmente lidera el Instituto Nacional de Salud a través de 
la Red de Entomología. 
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