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RESUMEN

Aedes aegypti es considerado vector primario de las enfermedades arbovirales dengue,
Chikungunya, Zika y fiebre amarilla. Tales enfermedades se han convertido en una
emergencia global y al no existir una vacuna o tratamiento especifico, las principales
estrategias para su control se centran en el manejo integrado del vector. Dentro de estas
estrategias, entre otras, se encuentran la remociéon mecdanica de criaderos potenciales para
los estadios inmaduros y el control quimico. El uso continuo de insecticidas a nivel mundial
ha conducido a una falla en el control, siendo uno de los factores mas importantes la
resistencia que los vectores exhiben a los mismos. En el presente estudio se realizaron
ensayos bioldgicos con el fin de establecer la frecuencia de la resistencia a los insecticidas
piretroides permetrina, bifentrina y d-(cis-trans)-fenotrina través del F-RDT (Resistance
Frequency Rapid Diagnostic Test), asi como la evaluacion de intensidad de la misma (I-
RDT) siguiendo los protocolos establecidos por el CDC de Atlanta, EUA, en poblaciones
Ae. aegypti de los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz y Yucatian, México. De
igual forma, se determinaron las frecuencias de mutaciones kdr (V10161 y F1534C) en las
poblaciones bajo estudio buscando relacionarlas con los resultados de los ensayos
bioldgicos.

De acuerdo con los resultados se encontré que las poblaciones de Ae. aegypti proveniente
del este de México son resistentes al exponerse a la DD de los 3 insecticidas piretroides
evaluados, lo anterior de acuerdo con el criterio propuesto por la Organizacion Mundial de
la Salud (mortalidad <98%). A través de los ensayos de intensidad de resistencia se
catalogd a las poblaciones bajo estudio con moderada intensidad de resistencia al exponerse
hasta 10X la DD de permetrina y bifentrina, mientras que con alta intensidad de resistencia
después de la exposicion a 10X la DD de d-(cis-trans)-fenotrina. Se encontré que todas las
poblaciones del este de México bajo estudio poseen las mutaciones kdr V10161 y F1534C a
frecuencias de 0.68 a 0.87 y 0.40 a 1 respectivamente, existiendo ademads la co-ocurrencia
de los genotipos homocigotos mutantes en las mismas. Tales frecuencias se relacionan con
la alta intensidad de resistencia encontrada a los insecticidas permetrina y d-(cis-trans)-
fenotrina confirmando la participacién que tienen las mutaciones kdr en la resistencia a

insecticidas piretroides.



ABSTRACT

Aedes aegypti is considered the main vector of the arboviruses dengue, Chikungunya, Zika
and yellow fever which have become a global emergency due to the absence of a specific
vaccine or treatment. The main strategies for these arboviral diseases control are focused on
the integrated vector management. Among these strategies, are the mechanical removal of
potential breeding sites for immature stages and chemical control. The continuous use of
insecticides worldwide has led to a failure in control, being one of the most important
factors the insecticide resistance. In the present study, biological tests were carried out to
establish resistance frequency to pyrethroid insecticides: permethrin, bifenthrin and d- (cis-
trans) -fenothrin through the F-RDT (Resistance Frequency Rapid Diagnostic Test).
Moreover, intensity of resistance (I-RDT) was evaluated following the protocols according
to CDC (Atlanta, USA) in populations Ae. aegypti from the states of Nuevo Leon,
Tamaulipas, Veracruz and Yucatan, Mexico. Similarly, frequencies of kdr mutations
(V10161 and F1534C) were determined in the populations under study, seeking to relate
them to biological assays results.

We found that Ae. aegypti populations from eastern Mexico are resistant to exposure to the
DD of the 3 pyrethroid insecticides evaluated, according to World Health Organization
criteria (mortality <98%). Resistance intensity tests were used to classify the populations
under study with moderate intensity resistance when exposing up to 10X the DD of
permethrin and bifenthrin, while with high intensity resistance after exposure to 10X the
DD of d- (cis-trans) -fenothrin. It was found that all the populations of eastern Mexico
under study possess the mutations kdr V1016l and F1534C at frequencies of 0.68 to 0.87
and 0.40 to 1 respectively, there is also the co-occurrence of homozygous mutant genotypes
in them. Such frequencies are related to the high intensity of resistance found to the
insecticides permethrin and d- (cis-trans) -fenothrin, confirming the participation of kdr

mutations in pyrethroid resistance.
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1. INTRODUCCION

Aedes aegypti L. se ha encontrado principalmente en zonas tropicales y subtropicales
comprendidas entre los 45° de latitud norte y 35° de latitud sur, sin embargo, actualmente
también en zonas isotermales intermedias a los 20°C (Gadelha, 1985). Se encuentra
cominmente en zonas mayores a 1,700m e incluso por encima de esta altitud hasta 2,130m
y se ha concluido que los pardmetros climdticos son factores mds determinantes para la
presencia del vector incluso por encima de los factores socioeconémicos (Lozano et
al.,2012).

Este mosquito es el vector principal de enfermedades arbovirales como dengue, fiebre
amarilla, Chikungunya y recientemente asociado a la transmision del virus Zika, por lo que
es considerado de gran importancia. Lo anterior se ve reflejado en el gran numero de casos
que se presentan a nivel mundial. En lo que respecta a las Américas, se reportaron
475,218 casos clinicos de dengue, esto para la semana epidemioldgica 40 siendo
confirmados 59,449. En el caso de Chikungunya, se han reportado 60,308 casos clinicos de
los cuales 122,951 fueron confirmados por laboratorio para la semana epidemioldgica 42.
Para Zika se reportan 581,557 clinicos de los cuales se confirmaron 221,874 por laboratorio
hasta la semana epidemioldgica 32 (OMS 2017). En México, se presentaron 9,241 casos de
dengue hasta la semana epidemioldgica 41, en el caso de Chikungunya son 29 casos para la
misma semana y 2,063 casos de Zika (SUIVE/DGE, 2017).

El gran nimero de casos de las enfermedades arbovirales transmitidas por este mosquito, ha
convertido el control del vector como la estrategia mds significativa para la prevencion de
dichas enfermedades; donde los insecticidas son los componentes mds importantes. En este
escenario destacan los piretroides, los cuales son extensamente usados por su eficacia
(Chang et al., 2009), ocasionando en el insecto un efecto “knock down™ o de derribo.

Un uso continuo de los insecticidas ha generado resistencia, permitiendo a los insectos
sobrevivir a dosis de insecticida que para otros de su misma especie seria letal. Lo anterior,
puede demostrarse mediante ensayos bioldgicos, los cuales son considerados como el
“estandar de oro” para cuantificar la resistencia de acuerdo con Flores (2014), y consisten
en someter a organismos a diferentes dosis de insecticida, a fin de detectar cambios en la

respuesta de una poblacién de vectores al insecticida. Uno de los métodos de bioensayo
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utilizados para tal fin son los ensayos de botella del CDC con la Dosis Diagndstico, la cual
consiste en la dosis de insecticida que mata el 100% de mosquitos considerados
susceptibles en un tiempo diagndstico, indicando resistencia si la poblacion sometida a
estas condiciones sobrevive a tal exposicion en el tiempo diagndstico, ademds de esto, se
implement6 el IRDT que es un adendum de la técnica original del CDC, consistiendo en
aumentar 5 y 10X la DD del insecticida al que son expuestos evaluando asi el porcentaje de

mortalidad de los individuos en un TD.

Como ya se menciond los piretroides son los insecticidas que se emplean con mayor
frecuencia para control a nivel mundial debido al efecto rdpido de derribo, el cual se debe a
una apertura prolongada del canal induciendo a nivel celular una perturbacién de la funcién
nerviosa, causando descargas repetitivas, despolarizacion de la membrana y alteracion
sindptica (Narahashi 1996, 2002; Soderlund 2012). Sin embargo, el uso intensivo de los
piretroides ha generado resistencia a los mismos por distintos mecanismos, uno de mayor
importancia en Ae. aegypti es conocido como resistencia knockdown (kdr), el cual consiste
en reducir la sensibilidad neuronal a estos insecticidas (Soderlund 2012) por medio de
mutaciones en el sitio blanco, disminuyendo asi la unién del piretroide al canal de sodio; asi
mismo, las mutaciones kdr se asocian con una gama de mutaciones no sinénimas dentro del

gen para, el cual codifica para los canales de sodio (Saavedra et al., 2007).

En el 2007 Saavedra et al. encontraron dos mutaciones las cuales consistian en una
transicion en la primera posicion del codén 1011 que codifica a un reemplazo de valina,
mientras que una transiciéon en la primera posiciéon del codén 1016 codifica para un
reemplazo de isoleucina confiriendo también, resistencia a piretroides. Yanola ez al. (2010)
reportaron una nueva mutacion en el codén 1534, que consistio en una unica sustitucion de
pares de bases que resulta en el cambio de fenilalanina por cisteina en el tercer dominio del
canal de sodio. Estas mutaciones han sido relacionadas con la resistencia a
permetrina/DDT, de la misma manera se han vinculado con resistencia a piretroides,
mutaciones super kdr como V1023G y D1794Y que se sugiere confieren altos niveles de
resistencia a poblaciones de Ae. aegypti a permetrina. Debido a lo mencionado

anteriormente, se determind sistematicamente la variabilidad de las frecuencias de las
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mutaciones V10161 y F1534C ademas del nivel de resistencia de las poblaciones expuestas
a DD e IRDT de tres insecticidas piretroides de segunda, tercera y cuarta generacion siendo
estos d-(cis-trans)-fenotrina, permetrina y bifentrina respectivamente, pudiendo
correlacionar los resultados tanto moleculares como de los ensayos bioldgicos para

determinar la relacion con el nivel de resistencia a estos xenobidticos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Bionomia de Ae. aegypti.

Ae. aegypti L. (Diptera: Culicidae) tiene su origen en el continente africano y es
considerado una especie de regiones tropicales y subtropicales, encontrdndose
generalmente por las latitudes 45°N y 35°S, sin embargo, se ha encontrado en sitios mds
frios y altos de los inicialmente reconocidos (Nelson, 1986). Por sus hédbitos adaptados se
considera doméstico, ya que se encuentra en una estrecha relacion con el humano,
encontrandose en 4reas urbanas y suburbanas. Los recipientes como cubetas, floreros,
neumadticos son los mds comunes para el desarrollo de los estadios acudticos en el &mbito

urbano (Thirién 2002).

2.1.1. Biologia y ciclo de vida de Ae. aegypti.
Este mosquito es holometdbolo, es decir posee una metamorfosis completa, constando de

huevo, larva (en cuatro estadios), pupa y adulto.

HUEVO

Los huevos del culicido miden menos de 1 mm de longitud y tienen forma ovoide,
inicialmente su coloracion es blanca, pero al paso de las horas su coloracion cambia a
negro, por el fendmeno de endurecimiento natural del corion (Nelson, 1986).

La ovoposiciéon ocurre durante la tarde y los huevos en el caso de Ae. aegypti son
depositados individualmente en paredes de sustratos himedos, los cuales son sometidos a
inundacion, generalmente en criaderos artificiales con una baja concentracion de materia
orgénica y sales disueltas (Figura 1). En el periodo de la ovoposicion, el embrién inicia su
formacidn, por lo que para un desarrollo total necesita de 2-3 dias con gran cantidad de
humedad, una vez que el embrién madura dentro del huevo puede resistir sequias y bajas
temperaturas, permaneciendo viable hasta por un afio (Eldridge 2005). En el caso de que las
condiciones sean las adecuadas, se proporciona un estimulo al huevo ocasionando que se

rompa ocurriendo asi la eclosion emergiendo la larva.
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Figura 1. Huevos de Aedes aegypti. http://fmel.ifas.ufl.edu/kits/Mkit.shtml

LARVA

Su desarrollo es en ambientes acudticos, esta fase es critica para determinar el tamafio del
organismo, ya que se debe alimentar en grandes cantidades para asegurar supervivencia y
un tamafio adecuado en fase adulta, empleando sus sedas bucales en forma de abanico
(Nelson, 1986).

Las larvas estdn constituidas de espiculas tordcicas laterales quitinizadas, un sifén que
destaca por coloracién negra, cabeza, térax y abdomen (Figura 2).

La duracion de este estadio y de sus cuatro fases, se encuentra en funcion de temperatura,
disponibilidad de alimento y hacinamiento larval, sin embargo, los primeros tres ocurren
rdpidamente, mientras que el cuarto es mas lento debido a que el organismo se prepara para

transformarse en pupa.

g
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Figura 2. Larva de Ae. aegypti.


http://fmel.ifas.ufl.edu/kits/Mkit.shtml

PUPA

En esta fase el organismo no se alimenta, por lo que no puede ser controlado por métodos
quimicos hasta su fase adulta, su funcién principal es completar la metamorfosis a fase
adulta, en el estadio mencionado los organismos responden a estimulos externos como luz o
vibraciones, lo que da como respuesta un movimiento acelerado de la pupa como
mecanismo de supervivencia (Nelson, 1986); durante la emergencia del adulto el organismo
se mantiene en la superficie por flotabilidad (Figura 3), donde su cabeza y térax se abren

emergiendo el imago.

Figura 3. Pupa de Ae. aegypti. http://www.laindustrialsh.com.ar/informacion de utilidad

ADULTO

El adulto recién emergido posee una coloracion blanca que con el tiempo cambiard a negro
por melanizaciéon (Figura 4), posee un abdomen agudo, franjas blancas en la base de los
segmentos tarsales, clipeo con escamas color blanco y un disefio caracteristico en forma de
lira en el mesonoto formado por las escamas, los machos se distinguen principalmente de
las hembras por sus antenas plumosas ademds de la terminacién de su abdomen (Nelson,
1986).

Los machos se alimentan se sustancias azucaradas como néctar, obteniendo asi los
carbohidratos esenciales para sobrevivir y reproducirse, por otro lado, las hembras se
alimentan son hemat6fagas para poder desarrollar los huevos, sin embargo, también llegan
a alimentarse de carbohidratos durante sus primeros dias de vida, la alimentacién sanguinea
ocurre principalmente durante las primeras horas de la mafana y a media tarde o al

anochecer siendo antropofagicos.


http://www.laindustrialsh.com.ar/informacion_de_utilidad

Figura 4. Mosquito adulto Ae. aegypti tomado de: http://agenciabrasil.ebc.com.br/es/geral/noticia/2015-

12/brasil-volvio-asustarse-con-el-aedes-aegypti-en-2015

2.1.2. Ciclo de desarrollo.

El huevo es depositado para su eclosion en ambientes acudticos, al tener el contacto con el
agua y disminuir el suministro de oxigeno atmosférico, se activa y eclosiona, iniciando con
el primero de cuatro estadios larvales, seguidos de una fase de pupa y finalmente el adulto
(Figura 5). Los estadios larvales crecen de 1-7 mm después de 3 mudas, su cuerpo se
distingue en cabeza, térax y abdomen y se alimentan mayormente de materia orgdnica
resuspendida o adherida a las paredes del recipiente, ayudados de sus cerdas bucales en
forma de abanico, atrapando particulas y microorganismos que encuentran en el agua, por
lo que se les considera omnivoras (Colvard 1978). Las larvas se dirigen periddicamente a la
superficie del agua para respirar, aunque mientras estin sumergidas, el proceso continda
mediante el tegumento. El abdomen posee un par de espirdculos situados dorsalmente en el
octavo segmento o bien en el extremo del sifén dorsal; el estadio de pupa es considerado
como un periodo de transicion en el que ocurren profundas transformaciones que llevan a la
formacion del adulto y al cambio de habitat acudtico por terrestre, en este estadio el pre-
imago no se alimenta, por lo que la metamorfosis como insecto holometdbolo ocurre
gracias a su energia acumulada durante sus estadios larvales (Figura 6); una vez que llega al
estado adulto adopta un color negro, con un disefio caracteristico color blanco plateado en
forma de lira sobre el mesonoto y bandas blancas en las patas. El dimorfismo sexual se
lleva a cabo mediante el tamafio, ya que los machos tienden a ser mds pequefios y poseer

antenas plumosas.
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Figura 5. Ciclo de vida del mosquito Ae. aegypti. Figura 6. Estadios del ciclo de desarrollo de Ae. aegypti.

Tomado de: Hopp and Foley,2001 . TOmadO de http://hospitalcubara.gov.co/como-prevenir- y-controlar-el- dengue/

Los machos tienden a consumir sustancias azucaradas como néctar y exudados de frutos,
las hembras ingieren también sustancias azucaradas, aunque son consideradas mayormente
hematdfagas para poder desarrollar los huevos. La hembra hemat6faga posee héabitos de
alimentacion diurnos en cercanias de los domicilios humanos, comenzando la busqueda de
su alimento por medio de fuentes de atraccion como son los rastros de didxido de carbono y
acido lactico que serdn emanados del organismo del cual se alimentardn, sus horas mds
activas de alimentacién se encuentran entre 6:00-8:00 am y 4:00-7:00 pm (Fernandez-Salas,

1999).

La longevidad depende de las condiciones a las que se encuentre expuesto como
temperatura, humedad y disponibilidad de alimento, aunque la mayor proteccién para
asegurar un ciclo de vida largo suele ocurrir en las viviendas humanas, puesto que es ahi
donde los mosquitos pasan pricticamente inadvertidos de las inclemencias del tiempo, esto
ocurre debido a los habitos de descuido que el humano ha tenido durante afios, fomentando

la presencia del vector.

2.2 Ae. aegypti como vector de enfermedades arbovirales.

El dengue, una de las arbovirosis transmitidas por este vector, es de cardcter endémico-

epidémico (Guzmén et al., 2004; Kindhauser 2003) con diferente forma de expresion
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clinica, partiendo de fiebre indiferenciada con una duracién de 2-7 dias y fiebre con cefalea,
malestar general, dolores osteomioarticulares, leucopenia y sangrado, en sus formas
atipicas, resulta la afectacion intensa de un 6rgano o sistema: encefalopatia, miocardiopatia

o hepatopatia (Martinez 1995, 1997).

Las primeras epidemias de dengue se registraron de 1779-1780 en Asia, Africa y América
del Norte, indicando que el mosquito se encontraba ampliamente distribuido en dreas
tropicales durante mds de 200 afios. Posteriormente, en la segunda guerra mundial comenz6
una pandemia de dengue en el Sureste Asiatico que desde entonces se propagd por el
mundo, y para 1970, solo nueve paises habian sufrido epidemias, cifra que para 1995 se

habia cuadruplicado (OPS, 1995).

Actualmente, la enfermedad es considerada endémica en mas de 100 paises de Africa, las
Américas, Mediterraneo Oriental, Asia sudoriental y Pacifico occidental; a medida que el
dengue se propaga a nuevas zonas, no solo aumenta el nimero de casos si no que genera
brotes explosivos, calculdndose 500,000 casos de hospitalizaciones anuales, lo que
corresponde una gran porcion a nifios (Fajardo-Dolci et al., 2012). En las Américas, para el
afio 2017 se presentaron 59,449 casos confirmados por laboratorio (Pan American Health
Organization, 2017) y en la situacion actual de México a la semana epidemioldgica 41 del

presente afio se presentaron 9,241 casos confirmados (SUIVE/DGE, 2017).

El virus Chikungunya fue descrito por primera vez en 1952 al Sur de Tanzania (OMS,
2014) por lo que es considerada una enfermedad tropical; desde su aparicién en Africa se
han presentado casos en Asia, Europa, Oceania. En India en 1978 se present6 una epidemia
masiva (Padbidri er al,, 1978), en 1990 una reemergencia en Tailandia (Thaikruea et al.,
1997), y desde finales del 2013 se identificaron casos en las Américas, especificamente en
el Caribe (CDC, 2015).

Después de la picadura del mosquito (rango de 3-7 dias), el virus ocasiona una enfermedad
febril asociada con artralgia, dolor de espalda y cefalea. Se presenta también dolor de

articulaciones como en la rodilla, hombro y columna vertebral, ademds de artritis



migratoria con efusiones en cerca de 70% de los casos. En México para la semana

epidemioldgica 41 se han reportado 29 casos (SUIVE/DGE, 2017).

El virus Zika fue aislado en 1947 en los bosques de Zika (Uganda), de un mono Rhesus sp
durante un estudio sobre la transmision de la fiebre amarilla, aunque no fue hasta 1952 que
la infeccidon se demostré en seres humanos por medio de estudios seroldgicos. En el 2007
tuvo lugar el primer brote importante de infeccion por Zika en la Micronesia en el cual se
notificaron 185 casos sospechosos, de los cudles 49 se confirmaron y 59 se consideraron
probables (el brote se prolongd durante 13 semanas). La sintomatologia caracteristica por la
infeccion por Zika se caracteriza por fiebre igual o mayor a 38.5°C, artralgia y conjuntivitis
no purulenta, acompafiado de cefalea, mialgia, astenia, edema en miembros inferiores, y
dolor retro-orbitario (Sénchez-Gonzales et al., 2016), en algunos casos se desarrolla
microcefalia en nifios cuyas madres habian tenido infeccion por virus Zika durante el
embarazo(Schuler-Faccini, 2015), asi mismo se ha observado un aumento considerable en
casos de sindrome de Guillain Barré en zonas de transmision del virus, dicho hallazgo fue
reportado en la Polinesia Francesa (Oehler E er al., 2014) y se ha repetido en distintos

paises.

En febrero del 2014, las autoridades de Chile confirmaron un caso de transmision autoctona
en la Isla de Pascua coincidiendo también con un brote en Nueva Caledonia e Islas Cook
(Lormeau et al., 2014), para inicios del 2015, las autoridades brasilefias investigaron un
brote de erupciones en la piel que afectaba a seis estados en la region noreste del pais, lo
que despert6 la alerta de la presencia del virus, presente ahora en toda América. Para
diciembre de ese mismo afio se estimé que habian ocurrido mas de 440,000 casos de Zika
en Brasil y para marzo del 2016 casos de transmision en la zona habian sido reportados a la
OPS en Puerto Rico y otros 30 paises pertenecientes a las Américas. Para el caso de

Meéxico se reportaron 2,063 casos para la semana epidemioldgica 41 (SUIVE/DGE, 2017).
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2.3 Control de Ae. aegypti.

El control del vector se ha considerado un problema a nivel mundial, esto debido a que en
muchos paises los programas de control se han desmantelado y carecen de objetivos claros,
presupuestos adecuados o personal calificado en entomologia y control de vectores; sin
embargo, en aquellos existentes, el concepto de manejo integrado de vectores (MIV) es
considerada la estrategia mds importante que se debe de tener a la hora de decidir o ejecutar
las acciones de control vectorial, donde los principales métodos de control son: el
saneamiento ambiental, destruccién de depodsitos artificiales pudiendo eliminar o
transformar fisicamente los criaderos y erradicacién de huevos.

El control por saneamiento del ambiente intra y peri domiciliar, evita tener depdsitos de
agua en cualquier lugar del domicilio siendo de gran ayuda para evitar la proliferacion del
vector; estos métodos tienen la ventaja de hacer un aporte de bienestar social y evitar los
efectos del control quimico, sin embargo, este ultimo ha sido ampliamente empleado
debido al efecto casi inmediato que se tiene en los organismos a controlar.

En México la aplicacion de insecticidas como adulticidas, particularmente piretroides se
han establecido en la NOM-032-SSA?2-2014 aplicando insecticidas no residuales a volumen
ultra bajo o ultra reducido, con gotas de entre 1-50 micras (Reiter y Nathan, 2001), por
medio de mdquina pesada montada en vehiculo, de esta manera se busca prevenir y

controlar la transmision de distintas enfermedades arbovirales.

2.4 Piretroides dentro de los programas de control.

Los piretroides son un grupo de insecticidas sintetizados a partir de las piretrinas naturales,
con las que comparten caracteristicas toxicoldgicas. Este grupo se derivo del piretro, el cual
es un insecticida de contacto obtenido de las flores de Chrysantemum cinerariaefolium.
Remontdndose su uso como insecticida al afio 400 A.C. Su alta efectividad radica en la
inmediata accion de derribo sobre insectos voladores (solo unos segundos), ademds de

poseer poca residualidad.
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Debido a la inestabilidad en el ambiente, en la década de los afios 40 se releg6 el estudio de
las piretrinas, sin embargo, en 1945 se sintetizé la retrolona a partir de la piretrina I al
eliminar la doble ligadura de la parte alcohol, siendo el primer piretroide sintético, pero sin
la suficiente estabilidad para fines agricolas. Posteriormente y tratando de dar mayor
estabilidad a la parte alcohol de la molécula, se sintetizo6 la fenotrina, que es considerado un
piretroide tipo I de segunda generacién, con un alcohol 3-fenoxibencil. Sin embargo, la
parte dcida de la fenotrina puede ser afectada por oxidaciones, por lo que no es lo
suficientemente estable y para evitar dicha oxidacién los grupos metil fueron reemplazados
por cloro, dando origen asi a la permetrina, que sigue siendo un piretroide tipo I, pero de
tercera generacion. En 1984 se otorg6 el primer registro de la bifentrina, caracterizado por
tener afinidad lipofilica y baja toxicidad en humanos, ademéds de pertenecer al mismo tipo,

pero en la cuarta generacion.

Debido a sus caracteristicas de baja toxicidad en mamiferos, rdpida accién, alta actividad
insecticida y nula acumulacién en el ambiente se ha recibido mucha atencién hacia los
piretroides para el control del mosquito Ae. aegypti, por lo que son utilizados ampliamente
a nivel mundial, no solo para el control del mosquito sino también para el control de otros

artrépodos.

Para los piretroides su blanco principal es el canal de sodio dependiente de voltaje
(Narahashi 2002; Soderlund 2012), dicho canal forma un poro en la membrana que es
altamente selectiva a los iones sodio, abriendo y cerrando el canal que es regulado por dos
procesos, activacién e inactivacion. Cuando la membrana de una neurona estd
despolarizada, los canales de sodio se encuentran activados o abiertos, pero en cuestion de

milisegundos después de que el canal de sodio se abre se inactiva rdpidamente.

Afectan tanto el sistema nervioso central como el periférico, interrumpiendo la funcién
nerviosa, causando repetidas descargas de impulsos nervioso, es decir, cuando
normalmente se envia un solo impulso el piretroide manda descargas continuas de impulsos
bloqueando asi el movimiento de iones sodio dentro de la célula (Zerva 1988), esto

conlleva a una paralizaciéon del cuerpo y en aplicacion de concentraciones mayores da
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como resultado un bloqueo total de la transmisién asi como despolarizacién de membrana

(Narahashi 1996, 2000; Soderlund 2012).

Los piretroides tipo I, que son carentes del grupo alfa-ciano-3-fenoxibencilo, causan lo que
se denomina sindrome T y actdan sobre los canales de sodio, prolongando la conductividad
del sodio y reduciendo como consecuencia asi la del potasio, lo cual resulta en descargas
repetitivas de los nervios del organismo afectado durante 10 o 100, lo que resulta en mala
coordinacién e hiperactividad, seguido de prostracién y pardlisis, ademds de ser buenos
agentes knock down (Davies et al.,2007); los piretroides tipo II si poseen el grupo alfa-
ciano-3-fenoxibencilo y aunque actian de igual manera sobre los canales de sodio solo que
duran 1-2 segundos, estos despolarizan la membrana de las neuronas y el efecto es

irreversible, por lo que se le considera un mejor agente letal (Bloomquist, 1996)

En México el control del vector se basé en el uso de malation a volumen ultra bajo en areas
amplias (NOM-032-SSA) durante los anos de 1981-1989, pero la Secretaria de Salud
cambio a piretroides después de 1989 para el control de adultos (Flores et al., 2006), donde
debido al uso de dichos insecticidas en lo que respecta a salud publica hasta la fecha ha

propiciado el desarrollo de resistencia.

2.5 Resistencia a insecticidas.

2.5.1. Definicion.

La resistencia se define como “la habilidad adquirida de ciertos individuos de tolerar dosis
de un toxico el cual podria ser letal para la mayoria de los individuos de una poblacién
normal del mismo organismo” (WHO, 1957). Actualmente, tal condicidn, es un problema
que se presenta en todos los grupos de insectos, incluyendo a aquellos considerados
vectores de enfermedades (Hemingway y Ranson, 2000), esto es debido al uso continuo de
los insecticidas ademds de la incorrecta aplicacion de los mismos debido a una mala
capacitacion del uso de estos y no seguir las recomendaciones de los proveedores,

afectando asi la efectividad de los programas de control de vectores, por lo que la seleccion
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de un insecticida es muy importante tomando en cuenta el tipo de resistencia que posee el

organismos a controlar, ademds de los mecanismos implicados en esta.

2.5.2. Tipos de resistencia.

Existen distintos tipos de resistencia segin lo marcan diferentes autores, sin embargo,
Miller (1988) los clasific6 principalmente en cuatro categorias:

1.- Resistencia por comportamiento: el insecto no entra en contacto con la superficie con
insecticida

2.- Resistencia por penetracion reducida: la composicién del exoesqueleto llega a ser
modificada inhibiendo la penetracién del insecticida

3.- Metabdlica: la via metabdlica del insecto llega a ser modificada detoxificandose el
insecticida o negando el metabolismo del compuesto aplicado en su forma toxica.

4.- Insensibilidad al sitio de accién: el sitio quimico de accién para el insecticida se

modifica, reduciendo la sensibilidad a la forma activa del xenobidtico.

Partiendo de estos tipos de resistencia se encuentran ademds subtipos, que se caracterizan
en general por el comportamiento de los insectos a los insecticidas dividiéndose en dos
categorias que son: irritabilidad y repelencia (Davidson 1953; Lockwood et al. 1984;

Roberts and Andre 1994; Chareonviriyaphap et al. 1997, 2001; Rutledge et al.1999).

La irritabilidad se define como la accién de un insecto de alejarse de una superficie tratada
con insecticida, posterior a un contacto fisico con el quimico residual; mientras que la
repelencia es una funcidn estricta de un insecticida que actia a distancia e incluso diversos
insectos se apartan de la superficie tratada aun sin tener un contacto fisico con el quimico

(Roberts et al. 1997)

Ademads de los tipos de resistencia mencionados se despliega la resistencia al derribo
conocida por sus siglas en inglés como kdr (knock-down resistance), la cual consiste en una
mutacion puntual que genera un cambio en la activacion del canal de sodio causando baja

sensibilidad del insecticida (Vais et al., 1997).
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2.5.3 Resistencia al derribo, mutaciones kdr.

El término conocido como resistencia knock-down se emplea para describir casos de
resistencia a DDT e insecticidas piretroides tanto en insectos, como otros artropodos y es
considerado un término genérico que se utiliza para designar a uno de los dos tipos de
resistencia mayormente expresados en lo que respecta a resistencia a piretroides (Soderlund
y Bloomquist 1990; Soderlund y Knipple, 1999), la primera mutacion kdr fue caracterizada
originalmente en Drosophila melanogaster (Loughney et al., 1989) y dicha resistencia es
causada por la reduccion de sensibilidad del canal de sodio, el cual es el encargado de la
fase de despolarizacion del potencial de accidon en las membranas de las neuronas y la

mayoria de las células excitables eléctricamente (Catterall, 2000).

El canal de sodio es considerado como una puerta dentro de la membrana que separa las
neuronas del flujo extracelular y cuando la membrana celular es despolarizada el canal de
sodio se abre y cierra en cuestion de milisegundos, la entrada de iones sodio a través del
canal despolariza la membrana iniciando asi la fase ascendente del potencial de accion, la
cual se inactiva completamente en milisegundos, causando una répida despolarizacion de
los potenciales de acciéon (Liu et al., 2004). Kdr usualmente limita en diversos grados la
efectividad de los piretroides, dependiendo de que el insecticida contenga piretroides de
tipo I o tipo II, esto se dedujo de los estudios previos realizados en Drosophila
melanogaster, utilizando los productos del gen para, pudiendo de esta manera disefiar
sondas moleculares para aislar los segmentos de los genes del canal de sodio de otras
especies de artrépodos (Loughney et al., 1989), ademds de esto, kdr no es afectado por
sinergistas que inhiben esterasas y monooxigenasas, en vez de eso kdr se da por mutaciones
no sindénima en el gen para del canal de sodio dependiente de voltaje, reduciendo de esta

manera su unién con los piretroides.

La resistencia a piretroides en mosquitos Ae. aegypti se ha presentado en distintas
poblaciones a nivel mundial como lo describe Brengues et al. (2003), el cual encontrd
resistencia a DDT y piretroides en 13 localidades en cepas de Ae. aegypti de Semarang en

Java Central, Belem en Brasil y Long Hoa en Vietnam de las cuales se obtuvieron las
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secuencias de la regién del gen que codifica para el segmento hidrofébico 6 del segundo
dominio del canal de sodio dependiente de voltaje, donde se analizaron los exones 19-21
que codifican para el residuo de aminodcidos 908-1036. El exén 19 contiene los
aminodcidos asociados con la resistencia stper-kdr que incluye a metionina en la posicién
918, leucina en la posicién 925, treonina en 929 y leucina 932 (Soderlund y Knipple 2003).
Por otro lado, Saavedra et al. (2007) descubrieron mutaciones en los codones 1011 y 1016,
donde una transicion A/G en la primera posiciéon 1011 codifica para un reemplazo
(Vall011) y una transiciéon A/G en la primera posicion de 1016 codifica a un reemplazo de
isoleucina (Ile1016). En el mismo estudio se mostré un rdpido incremento en la frecuencia
del alelo Ile1016, aunque decrecié la frecuencia alélica de Metl011 y VallOll. En
Latinoamérica para Ae. aegypti se presentan distintas mutaciones como V10161 en el
segmento 6 del segundo dominio también reportada por Saavedra et al. (2007)
especificamente en México, en el 2009 una segunda mutacion, F1534C en el sexto
segmento del tercer dominio también se asocia con la resistencia a piretroides (Yanola et
al., 2010). Ademads de las mutaciones mencionadas se registran otras, denominadas siper-
kdr que en combinacion con kdr coexisten, confiriendo una elevada resistencia a piretroides
en Ae. aegypti, como es el caso particular de las mutaciones V1016G + D1763Y Chang et
al., (2009) en el segundo y tercer dominio mostrando que la alta frecuencia y coexistencia
de las dos mutaciones sugieren un efecto sinergista el cual provee resistencia knockdown a
permetrina y V1016G + S989P (Srisawat et al., 2010) en el segmento seis del tercer
dominio que se identificaron como resistentes a deltametrina en poblaciones de Khu Bua,
Tailandia, de Ae. aegypti debido a que se encuentran dentro del giro IIS5-S6 y cerca del
sitio de unién. En el 2015, Kushwah y colaboradores encontraron resistencia a DDT,
deltametrina y permetrina en dos mutaciones, F1534C Yanola et al., (2010) y una nueva
T15201 (Kushwah et al., 2015) las cuales fueron identificadas en poblaciones de Delhi y
representan el primer reporte de mutaciones kdr presentes en India, denotando que la
mutacién T15201 se encontrd en individuos que poseen el alelo 1534C, pero nunca con el

tipo silvestre F1534, por lo que se infirié que 15201 estaba relacionada a 1534C.
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2.5.4 Monitoreo de resistencia.

Se han estandarizado distintos métodos para el monitoreo de resistencia, como los
bioensayos, que permiten la deteccidn y caracterizacion de la resistencia a insecticidas en

las poblaciones de vectores.

De los ensayos mads utilizados se encuentran las pruebas de susceptibilidad de la OMS
(2016) que consisten en papeletas impregnadas con insecticida de la Universidad de

Malasia.

De forma complementaria se utilizan los ensayos de botella, método CDC. En contraste con
el bioensayo de la OMS que mide la tasa de mortalidad en los mosquitos expuestos a una
alta concentracion de insecticida por un periodo fijo de tiempo, el ensayo de botella del
CDC (2010) toma como medida el tiempo que se necesita para matar a una muestra de
mosquitos adultos expuestos a una concentracion conocida de insecticida. Al igual que el
bioensayo de la OMS, la prueba puede ser estandarizada para la determinacion de las dosis
diagndstico (DD) y tiempos de exposicion para insecticidas individuales y cada especie de

vector usando cepa o poblacién susceptible.

La DD es la dosis de insecticida que mata el 100% de mosquitos susceptibles en un tiempo
dado. El tiempo esperado para que el insecticida cumpla este objetivo (100% de
mortalidad) es llamado tiempo diagndstico TD. Estos pardmetros se usan como puntos de
referencia. Se asume que existe resistencia en una poblacién si una proporcién significativa

de esta sobrevive a la dosis diagnoéstica en el tiempo diagnéstico.

La DD y TD deben ser definidos para cada insecticida, cada regién geografica a estudiar y
cada especie de vector que se va a evaluar. Ambos pardmetros deben ser validados usando
una poblacion susceptible. Una vez que se han determinado la dosis diagnostico y el tiempo
diagndstico para una especie, estos pardmetros serdn utilizados para realizar pruebas con la
poblacién de vectores de una region en particular; sin embargo puede partirse de dosis

diagnéstico y tiempo diagndstico reportados por el CDC para Aedes spp.
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Aunado a lo anterior el CDC ha realizado una adicion al bioensayo en botella denominada
prueba de diagndstico rdpido de intensidad de resistencia (I-RDT); que consiste en exponer
las poblaciones de vectores a 1x, 2x, 5x y 10x DD para un DT previamente establecido.
Este protocolo estd disefiado para permitir el monitoreo de la resistencia en un nimero
maximo de sitios al menor costo, de modo que las decisiones se basen en un conocimiento
mds completo de la importancia de la resistencia a diferentes frecuencias e intensidades,

expresando indirectamente los mecanismos de resistencia involucrados.
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3. JUSTIFICACION

Dengue, Chikungunya y Zika representan actualmente las enfermedades arbovirales
mds relevantes en México y Latinoamérica y aunque existe vacuna para el dengue de
reciente aprobacién en nuestro Pais, aun no existe informacién documentada acerca de su
efectividad. Por tal razén, las medidas de prevencion y control del vector siguen siendo
punto focal en el control de las tres enfermedades. Este se basa principalmente en el uso de
insecticidas de diferentes grupos toxicoldgicos, y aunque el uso de piretroides en
aplicaciones espaciales ha disminuido en nuestro Pais, algunos de ellos permanecen en la
lista de insecticidas aprobados por el CENAPRECE para el control de vectores. No
solamente para aplicaciones espaciales, sino ademds para uso residual dentro de las
viviendas y en materiales impregnados como los pabellones o cortinas impregnadas.
Debido al uso extendido de los piretroides en México a partir de 1989, siendo la permetrina
usada por mds de 10 afios, ademds de otros piretroides, las poblaciones del mosquito Ae.
aegypti han exhibido resistencia que ha sido ampliamente documentada. Uno de los
mecanismos principales es la insensibilidad en el sitio activo de piretroides, mutaciones
puntuales en el canal de sodio de los insectos resistentes que evitan el efecto de derribo que
este grupo toxicoldgico cauda a los mismos. En México existe evidencia documentada
sobre la co-ocurrencia de dos mutaciones en las poblaciones del vector, V10161 y F1534C.
Es por ello que la importancia de este estudio radic6 en el monitoreo de resistencia e
intensidad de la misma por medio de los ensayos bioldgicos en botellas del CDC, ademds
de la versién modificada de los mismos (IRDT), correlacionando estos resultados con las
mutaciones kdr reportadas en México obtenidas de las poblaciones de estudio, evaluando
asi el nivel de resistencia de las poblaciones. La informacién resultante puede ser utilizada
en la toma de decisiones operacionales en lo que respecta a la seleccion de los insecticidas
que podran considerarse en los programas de control del vector, tomando en cuenta que no

exhiba resistencia documentada a los mismos.
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4. HIPOTESIS

La alta intensidad de resistencia a piretroides en las poblaciones de Ae. aegypti del

Este de México se debe a la alta frecuencia de las mutaciones kdr V10161 y F1534C.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.

Determinar la frecuencia e intensidad de resistencia a insecticidas piretroides en
poblaciones de Ae. aegypti de México y establecer su relacién con la frecuencia de las

mutaciones kdr (V1016I, F1534C) en el gen para del canal de sodio.

5.2 Objetivos Particulares.

1. Determinar la frecuencia de resistencia a insecticidas piretroides (d-(cis-trans)-
fenotrina, permetrina, bifentrina) en poblaciones de Ae. aegypti provenientes del Este
de México.

2. Determinar la intensidad de resistencia a insecticidas piretroides (d-(cis-trans)-
fenotrina, permetrina, bifentrina) en poblaciones de Ae. aegypti provenientes del Este
de México.

3. Estimar la frecuencia de V10161l y F1534C en poblaciones de Ae. aegypti del Este de
México.

4. Analizar la relacion entre la frecuencia de las mutaciones kdr y la intensidad de

resistencia en poblaciones de Ae. aegypti del Este de México.
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6. MATERIAL Y METODO
6.1 Area de estudio.

El area de estudio comprendi6 localidades de 4 estados de México, siendo estos Nuevo
Leoén con las localidades de San Nicolds de Los Garza (latitud 25°44'16.02"N, longitud
100°19'7.70"0) y Apodaca (latitud 25°48'50.74"N, longitud 100°1426.81"0O) , Tamaulipas
con la localidad de Ciudad Madero (latitud 22°16'32.30"N, longitud 97°50'15.63"0),
Veracruz con Minatitldn (latitud 17°59'32.16"N, longitud 94°33'33.25"0), Poza Rica
(latitud 20°31'48.79"N, longitud 97°27'11.10"0O) y Coatzacoalcos (latitud 18°8'20.03"N,
longitud 94°25'30.99"0), y Yucatdn con Itzincab (latitud 20°54'47"N  longitud
89°41'30"0) (Figura 7).
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Figura 7. Estados donde se realiz6 la recoleccion de huevos de Ae. aegypti.
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6.2 Material biolégico.

Las poblaciones de Ae. aegypti se obtuvieron de los estados mencionados mediante
ovitrampas, las cuales se colocaron en las distintas localidades de estudio donde las
hembras una vez grdvidas realizaron la oviposicién en papeletas que contenian estos
recipientes.

Posteriormente las papeletas con huevos se transportaron al laboratorio de Entomologia
Meédica en el drea de Fisiologia y Toxicologia de insectos en la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén, San Nicolds de los Garza, N.L., donde se colocaron en charolas con agua
declorada y bajo condiciones controladas de temperatura y humedad (25+2°C, 70% HR y
12:12 fotoperiodo) para su eclosion. Las larvas se alimentaron con proteina de higado. Las
pupas se trasladaron a cdmaras de emergencia (Figura 8) y posterior a la salida el imago
dichos organismos se traspasaron a jaulas (Figura 9) y alimentaron con una fuente

azucarada al 10% tanto hembras como machos.

Figura 8. Cdmara de emergencia.

23



Figura 9. Jaulas para adultos que se expondran a los bioensayos.

Para lograr la ovipostura de la hembra se les proporcioné sangre introduciendo un ejemplar
de Rattus norvegicus en cada jaula. Se proveyeron superficies de ovoposicién y una vez
recuperados los huevos, los cudles corresponde a la Fi se almacenaron para su uso

posterior en bioensayos y las pruebas moleculares.

6.3 Bioensayos en botella por el método CDC (2010)

6.3.1 Insecticidas.
Se utilizaron los ingredientes activos de los insecticidas, bifentrina (99%), d-(cis-trans)-

fenotrina y permetrina (99.5%) (ChemService, West Chester) (Figura 10).

Figura 10. Insecticidas empleados para los ensayos biolégicos dosis diagndstico (Bifentrina, permetrina y d-

(cis-trans)-fenotrina.
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6.3.2 Preparacion de las botellas.

Se emplearon botellas Wheaton de 250 ml (Figura 11), las cuales se rotularon
correctamente dependiendo de la dosis a utilizar, en el caso de permetrina se utiliz6 la DD
de 15ug/ml segiin lo establecido por el CDC (Brogdon, 2010). Para la dosis y tiempo
diagnodstico de bifentrina y fenotrina se emplearon los valores de DD 1 y 3 pg/ml
respectivamente. Dichas dosis fueron determinadas en laboratorio utilizando como cepa de

referencia a la New Orleans (Lopez et al. 2018).

Figura 11. Botellas Wheaton rotuladas e impregnadas.

Se realizaron los ensayos bioldgicos agregando el volumen establecido de la solucion del
insecticida, considerando la DD a cada botella, junto con 1 ml de acetona como acarreador.
Las botellas se taparon inmediatamente y se colocaron en un rotador de botellas (Wheaton
Bench Top Roller), hasta que se cubri6 el interior de la botella uniformemente. Las botellas
se guardaron en un lugar oscuro, destapadas, para favorecer la evaporacion de la acetona y
evitar la humedad durante 24 hrs. De igual forma, se impregnaron botellas control s6lo con

1 ml de acetona sin insecticida.

6.3.3 Manipulacion de mosquitos.

Se emple6 un aspirador con el cual se introdujeron un total de 25 mosquitos hembra en
cada botella impregnada con la DD de cada piretroide y de igual manera en el control

(Figura 12). Se utilizaron 4 botellas por insecticida y 1 control para completar un total de
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125 mosquitos por insecticida/control. Se examinaron las botellas en tiempo 0 y se registrd
la cantidad de mosquitos caidos después de 30 minutos, se empleé como criterio de

mortalidad aquellos individuos patas arriba, sin capacidad de incorporarse o vuelo errético.

Figura 12. Seleccion de 25 mosquitos hembra de la misma cohorte para exponer a botellas impregnadas con

insecticida.

6.3.4 Interpretacion de resultados.

Se calcul6 el porcentaje de mortalidad y se utiliz6 el criterio propuesto por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS, 2016) para determinar el grado de resistencia, el cual establece
que una mortalidad del 98%-100% en los mosquitos expuestos a la DD en el TD la
poblacion se considera susceptible. Si la mortalidad es entre 90%-97% se sugiere la
posibilidad de resistencia que debe ser confirmada. La confirmacién de resistencia se
obtiene mediante una repeticion adicional de los bioensayos con el mismo insecticida al
que se expuso en la misma poblacioén o en la progenie de algin mosquito sobreviviente y
por medio de pruebas moleculares para conocer los mecanismos de resistencia. Si las
pruebas adicionales muestran una mortalidad menor a 98%, la resistencia es confirmada. Si
la mortalidad es menor de 90%, la poblacion se considera resistente y esto confirma la

existencia de genes que confieren resistencia en las poblaciones sometidas a bioensayos.
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Para los ensayos bioldgicos de intensidad de resistencia se tomdé como criterio el
establecido por la OMS (2016), que establece a intensidad de 5x la Dosis Diagndstico si
existe una mortalidad de entre 98-100% se considerard que la poblaciéon de mosquitos
posee una baja intensidad de resistencia, si es <98% como moderada-alta intensidad de
resistencia, para evaluar 10x la Dosis Diagnéstico del insecticida empleado, mortalidades
mayores a 98% se consideran como de intensidad de resistencia moderada y aquellas

menores a 98% como de intensidad de resistencia alta (Figura 13).

Interpretacién de resultados de pruebas en botella Dosis
Diagndstico (OMS, 2016)

<90% de mortalidad
Resistencia
confirmada

298% de mortalidad 90-97% de mortalidad
susceptible Posible resistencia

Interpretacion de resultados
de intensidad de resistencia

e

<98% de mortalidad
Alta Intensidad de
resistencia

298% de mortalidad
Moderada

<98% de mortalidad
Moderada
Intensidad de
resistencia

298% de mortalidad
Intensidad de
resistencia baja

Intensidad de
resistencia

Figura 13. Interpretacion de resultados de pruebas de resistencia e intensidad de resistencia.

Elaboracién propia basada en OMS (2016).

6.4 Genotipificacion de mutaciones kdr en las poblaciones de Ae. aegypti

6.4.1 Extraccion de ADN.

El ADN se extrajo de 30 mosquitos Ae. aegypti hembra de cada poblacién bajo estudio,
mediante la técnica modificada de extraccion de sales (Coen et al., 1982). Se colocaron los

mosquitos individualmente en tubos de 1.5ml, se agregaron 50ul de buffer de extraccion, se
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maceraron con un pistilo estéril (1 pistilo por tubo), posteriormente, se le adiciond otros
50ul de buffer al tubo limpiando el pistilo, los tubos se pasaron por vortex y se
centrifugaron mediante 1 minuto a 13.000 rpm, habiendo realizado estos pasos, los tubos se
incubaron a 65°C durante 30 minutos, se centrifugaron durante 1 minuto a 13,000 rpm y se
agregaron 15 pl de acetato de potasio y posteriormente incubar a una temperatura de -20°C
durante 40 minutos. Concluido el tiempo de incubacién, las muestras se centrifugaron a
maxima velocidad durante 15 minutos, y se transfirieron 80ul del sobrenadante de cada
tubo a tubos nuevos correctamente rotulados; se adicionaron a los 80 ul, 200 ul por tubo, de
etanol al 100% pasando por un periodo de incubacion de 10 minutos a una temperatura de
-20°C, posteriormente se removid el alcohol y realizaron los lavados de las muestras con
etanol al 70%. Realizados los lavados, se decant6 el sobrenadante y el pellet, el cual una
vez seco se resuspendié en 30 ul de H2O grado molecular, se cuantifico la concentracion

del ADN en un equipo NanoDrop y se almacen6 a -20°C para su posterior analisis.

6.4.2 Amplificacion de las mutaciones kdr por PCR.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para las dos mutaciones ya establecidas se
realizé en un termociclador BioRad T100. Los oligonucleétidos que se emplearon para
estas reacciones fueron sintetizados de acuerdo con Saavedra et al., (2007) y Yanola et al.,

(2010) para V10161 y F1534C respectivamente (Tabla 1).

Para la mutacién V1016l se llevaron a cabo reacciones de 15ul donde se les agregd por
reaccion 2.14ul de dH>O, 10ul de GoTag® Colorless Master Mix (Promega), 20uM de
cada uno de los oligonucle6tidos y 100 ng de ADN del mosquito (Tabla 1). Las reacciones
de PCR se sometieron a las siguientes condiciones en el termociclador: temperatura inicial
de 95°C por 5 minutos para la separacion inicial, seguida de 39 ciclos de 1 minutos a 95°C,

60°C durante 1 minuto y una extension final de 72°C durante 10 minutos.
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Para la amplificacién de F1534C (Yanola et al., 2010) se llevaron a cabo reacciones de
15ul a las cuales se les agregd 3.775ul de dH>0, 10ul de GoTaq® Colorless Master Mix
(Promega), 2.5uM de cada uno de los oligonucleétidos y 100ng de ADN del mosquito
(Tabla 1). Las reacciones se sometieron a las siguientes condiciones en termociclador:
temperatura inicial de 95°C durante 4 minutos para una separacion inicial, 35 ciclos de

95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto y una extension final de 72°C durante 4 minutos.

Tabla 1. Secuencia de primers para las mutaciones V10161 y F1534C.

Mutacion Nombre Secuencia (5’- 3°)
del primer

valloleg | GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGT
V10161 TTCCCACCCGCACCGG

llel016F | GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA
llel016R | TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

C1534F GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGT
GTTCTTCATCATGTG

F1534F GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT

F1534R TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT

F1534C

Ademais de lo ya mencionado, se incluyeron controles negativos, los cuales contenian todos
los elementos de la reaccion con excepcion de ADN. De igual forma, se utilizaron controles
positivos para cada una de las mutaciones analizadas, los cuales consistieron en muestras de
la cepa New Orleans como homocigotos susceptibles (V1016/V1016 y F1534/F1534),
muestras de una cepa resistente de Isla Mujeres como homocigoto resistente para la
mutacion 11016 (I1016/11016) y una muestra de Ae. aegypti homocigoto resistente para
C1534 donada por Saavedra-Rodriguez (C1534/C1534).

Los productos de PCR para las mutaciones V10161 y F1534C se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 3% y 4% respectivamente, empleando un marcador de peso molecular
de 25pb, posteriormente se corrio la electroforesis a 100V durante 1 hora empleando Buffer
SB 1X y como agente intercalante gel red. Como ultimo paso, el gel se observd bajo luz
UV en un fotodocumentador UVTec Cambridge y fotografiado para la posterior

genotipificacion.

29



6.4.3 Analisis de genotipificacion, mutaciones kdr y su correlaciéon con resultados de

ensayos en botella.

Las frecuencias genotipicas de las mutaciones V1016l y F1534C se calcularon dividiendo
el nimero de mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados,
ademds de esto, las frecuencias alélicas para ambas mutaciones (V10161 y F1534C) se
calcularon a partir de la suma de dos veces el nimero de homocigotos y el nimero de

heterocigotos, dividido entre 2n, donde “n” corresponde al tamafio de muestra.

Se calcul6 el coeficiente de correlacién de Pearson (P<0.05) entre las frecuencias de las
mutaciones y los resultados de los ensayos bioldgicos realizados con piretroides para poder
medir el grado de relacion entre ambas variables, para obtener estos valores se utiliz6 la

hoja de calculo Microsoft Excel y el programa estadistico GraphPad Prism 7.
Ademas de esto se analiz6 la co-ocurrencia genotipica de ambas mutaciones para detectar

la presencia de los homocigotos silvestres y mutantes; para este fin se empled Microsoft

Excel.
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7. RESULTADOS

7.1. Frecuencia de resistencia a permetrina en las poblaciones de Ae. aegypti de las

localidades de estudio.

Para cada uno de los insecticidas empleados en este trabajo se utilizaron las dosis
diagndstico correspondientes para Ae. aegypti. Para el insecticida permetrina (Tabla 2) se
emplearon 15ug por botella, de acuerdo a lo establecido por el CDC para el género Aedes
(CDC, 2010), obteniendo de entre 0-51% de mortalidad en las poblaciones estudiadas. Las
poblaciones con los menores porcentajes de mortalidad fueron Madero, Tamaulipas,
seguida de San Nicolds, Nuevo Leén, Coatzacoalcos y Poza Rica, Veracruz e Itzincab,
Yucatdn con 0, 1.96, 2, 3.8 y 9% respectivamente. La poblacion con el porcentaje de
mortalidad mayor fue Minatitldn, Veracruz con 51%, aunque de acuerdo al criterio
utilizado (OMS, 2016), todas las poblaciones son resistentes (Porcentaje de mortalidad

<90%).

Tabla 2. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestos a DD de permetrina en un TD de 30 min.

| Poblaciones | DD(5pg/ml) | Estado |

Apodaca, NL 19% R

San Nicolas de Los Garza, NL 1.96 % R
Madero, Tamps 0% R

Poza Rica, Ver 3.8% R
Coatzacoalcos, Ver 2% R
Minatitlan, Ver 51% R
Itzincab, Yuc 9% R

R: resistente
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7.1.1 Intensidad de resistencia a permetrina en las poblaciones de Ae. aegypti de las

localidades de estudio.

Las poblaciones en estudio fueron sometidas a 2, 5 y 10x la dosis diagndstico en un Tiempo
Diagnéstico de 30 minutos (Tabla 3), donde los valores para todas las poblaciones fueron
menores a 93% de mortalidad en 5x la DD mostrando 40, 53 y 67% como las menores para
las poblaciones de Poza Rica, Veracruz; Madero, Tamaulipas; y Apodaca, Nuevo Le6n
respectivamente, y mayores para Coatzacoalcos, Veracruz e Itzincab, Yucatdn ambas con
89% de mortalidad; Minatitldn, Veracruz con 86% y San Nicolds, Nuevo Leén con 92%,
considerdndose asi estas poblaciones como de moderada intensidad de resistencia al
insecticida en cuestion . Para 10x la DD, la mayoria de las poblaciones resultaron con
100% de mortalidad, a diferencia de San Nicolds, Nuevo Ledén que presentd un 99%
entrando aun asi en la clasificacién nuevamente de intensidad de resistencia moderada
(MIR) segtn lo establece el manual para procedimientos de prueba para la vigilancia de la

resistencia a insecticidas en los mosquitos vectores de malaria (OMS, 2016).

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestos a 1, 2, 5y 10 veces la Dosis Diagndstico de

permetrina.

Poblaciones 1xDD | Estado | 2XDD Estado 5XDD Estado 10XDD Estado

Apodaca, NL  19% R 68 % R 92 % MIR 100 % MIR
San Nicolas
de Los 1.96 % R 84 % R 92 % MIR 99% MIR
Garza, NL
Madero, 0% R 6% R 53% MIR 100 % MIR
Tamps
Poza Rica, 3.8% R 13% R 40 % MIR 100 % MIR
Ver
Coatzacoalco 2% R 5% R 89 % MIR 100 % MIR
s, Ver
Minatitlan, 51% R 55% R 86 % MIR 100 % MIR
Ver
Itzincab, Yuc 9% R 73.5% R 89 % MIR 100 % MIR

R: resistente
MIR: Intensidad de Resistencia Moderada
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7.2. Frecuencia de resistencia a bifentrina en las poblaciones de Ae. aegypti de las
localidades de estudio.

Para bifentrina, la dosis diagnéstico correspondiente para Ae. aegypti fue de 1 pg por
botella, los resultados de los ensayos fluctuaron de 6% a 49% (Tabla 4). La poblacién que
mostré un menor porcentaje de mortalidad fue Poza Rica, Veracruz con un 6%, seguida de
Apodaca, Nuevo Ledn; Itzincab, Yucatdn; Madero, Tamaulipas; Coatzacoalcos, Veracruz y
Minatitlan, Veracruz con 23, 25, 37, 38 y 47% respectivamente, mientras que aquella que
presenté una mortalidad mayor fue San Nicolds, Nuevo Ledn con 49%. Sin embargo, y
como ocurrié con permetrina, todas las poblaciones bajo estudio son resistentes a bifentrina

(Porcentaje de mortalidad <90%).

Tabla 4. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestas a DD de bifentrina en un TD de 30 min.

Poblaciones DD (1ug/ml)  Estado ‘
Apodaca, NL 23% R
San Nicolas de Los Garza, NL 499, R
Madero, Tamps 37 % R
Poza Rica, Ver 6% R
Coatzacoalcos, Ver 38 % R
Minatitlan, Ver 47 % R
Itzincab, Yuc 25% R

R: resistente

7.2.1 Intensidad de resistencia a bifentrina en las poblaciones de Ae. aegypti de las

localidades de estudio.

Al haber sido sometidas las poblaciones bajo estudio a 1, 2, 5 y 10x la dosis diagndstico en
un tiempo diagnodstico de 30 minutos (tabla 5) , los resultados establecieron el estatus de las
poblaciones con base en lo reportado por la OMS; donde las poblaciones expuestas a
5XDD se clasificaron con MIR, ya que los valores se encuentran por debajo del 98% de
mortalidad, mostrando mortalidad minima en la poblacion de Apodaca, Nuevo Ledn con
68% y Poza Rica, Veracruz con 79%; mientras que las poblaciones que mostraron una
mayor mortalidad para esta intensidad correspondié a Coatzacoalcos, Veracruz y San

33



Nicolds, Nuevo Ledén con 90 y 92% de mortalidad respectivamente, sin embargo, aun asf,
se consideraron como estatus de MIR, por udltimo, en 10XDD en su mayoria las
poblaciones presentaron 100% de mortalidad y aun cuando la poblaciéon de San Nicolds,
Nuevo Leén mostré 99%, se clasific6 como estatus de MIR de acuerdo al manual para
procedimientos de prueba para la vigilancia de la resistencia a insecticidas en los mosquitos

vectores de malaria (2016).

Tabla 5. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestas a 1, 2, 5y 10 veces la Dosis Diagndstico de

bifentrina.

Estado 10xDD  Estado

| Apodaca, NL | 23% 27 % R 68% MIR 99% MIR
San Nicolas de
Los Garza, NL 49% R 64% R 92% MIR 100% MIR
Madero, 37% R 549% R 89% MIR 100% MIR
Tamps
Poza Rica, Ver | 6% R 34% R 79% MIR 100% MIR
C"atzi‘fe‘;alcos’ 38% | R | 50% | R 9% | MIR | 100% | MR
Mm{“,zfan’ 47% R 60% R 88% MIR | 100% | MIR
Itzincab, Yuc | 25% R 31% R 80% MIR 100% MIR

R: resistente
MIR: Intensidad de Resistencia Moderada

7.3 Frecuencia de resistencia de d-(cis-trans)-fenotrina en las poblaciones de Ae.

aegypti de las localidades de estudio.

Para el insecticida d-(cis-trans)-fenotrina, la dosis diagndstico correspondiente para la
especie Ae. aegypti es de 3 ug por botella, donde los valores de mortalidad para este
insecticida fluctuaron entre 0% y 19% (Tabla 6), lo que en comparacién con los
insecticidas piretroides anteriores es aun menor. Las poblaciones presentaron un porcentaje
nulo de mortalidad corresponden a San Nicolas de los Garza, NL y Madero, Tamps. ambas
con 0%, lo que en comparaciéon con permetrina presenta un diferencia de 1.96%, sin
embargo con respecto a bifentrina se mostré casi un 50% de diferencia en la mortalidad; las

poblaciones con mayor mortalidad fueron Apodaca con 19% e Itzincab con 8%, lo que
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nuevamente al compararse con las poblaciones expuestas a otros insecticidas los resultados
de mortalidad son menores, ademds ser consideradas como poblaciones de estatus
resistente, de acuerdo con los establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

para evaluar el significado de los valores de resistencia detectado.

Tabla 6. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestas a la DD de d-(cis-trans)-fenotrina en un TD de 30

min.
Poblaciones DD (1ug/ml)  Estado
Apodaca, NL 19 % R
San Nicolas de Los Garza, NL 0% R
Madero, Tamps 0% R
Poza Rica, Ver 4% R
Coatzacoalcos, Ver 1% R
Minatitlan, Ver 5% R
Itzincab, Yuc 8% R

R: resistente

7.3.1 Intensidad de resistencia de d-(cis-trans)-fenotrina en las poblaciones de Ae.

aegypti de las localidades de estudio.

Posterior a la exposicion de las poblaciones de Ae. aegypti al insecticida 1, 2, 5y 10x la
dosis diagndstico en el tiempo diagnostico de 30 minutos (Tabla 7), los resultados de las
distintas exposiciones denotaron que las poblaciones en su totalidad eran consideradas
como de moderada intensidad de resistencia a 5x la dosis diagndstico; con valores que
fluctuaron de 37% a 51%, mientras que para 10x dicha dosis se mostré una mortalidad de
entre 54% a 68% valores muy por debajo de los que se obtuvieron en los ensayos con los
otros dos insecticidas trabajados, por lo que la poblacién se clasific6 como de alta
intensidad de resistencia, lo que indica con base en el manual para procedimientos de
prueba para la vigilancia de la resistencia a insecticidas en mosquitos vectores de malaria
de la OMS que debido a los niveles de resistencia que se presentan en las poblaciones
existe una falla operacional en el control del organismo y se requiere urgentemente

desarrollar una estrategia apropiada para el manejo de resistencia, no solo para este
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insecticida, sino, también para los anteriores, puesto que los valores obtenidos y evaluados

con base en el manual de la OMS indican una intensidad de resistencia moderada.

Tabla 7. Porcentajes de mortalidad de Ae. aegypti expuestas a 1, 2, 5y 10 veces la Dosis Diagndstico de d-

(cis-trans)-fenotrina.

Poblaciones 1xDD ‘ Estado ‘ 2xDD | Estado | 5xDD ‘ Estado 10xDD Estado

Apodaca, NL | 19% R 39% R 43% | MIR | 57% AIR
San Nicolas de
Los Garza. NL | 0% R 28% R 2% | MIR | 63% AIR
Madero, 0% R 299, R 44 % MIR 55% AIR
Tamps
Poza Rica, Ver | 4¢, R 10% R 37% MIR 58% AIR
Coatzi‘fe‘;alcos’ 1% | R | 3% R | 49% | MIR | 68% | AR
Minatdn, | 'sq, | R | 38% | R |51% | MIR | 57% | AR
Itzincab, Yuc | g, R 19% R 47% | MIR 54% AIR

R: resistente
MRI: Intensidad de Resistencia Moderada
AIR: Alta Intensidad de Resistencia

7.4 Distribucion geografica de las mutaciones kdr en poblaciones de Ae. aegypti en el

este de México.

Se emplearon 30 ejemplares de cada una de las poblaciones de estudio, pudiendo detectar
las mutaciones V1016l y F1534C (Tabla 6 y 7), asi como sus frecuencias. Los genotipos
resultantes fueron: homocigoto mutante 11016/I11016 (fragmento en el gel de agarosa 68pb),
homocigotos silvestres V1016/V1016 (fragmento en gel de agarosa 85pb) y heterocigotos
con la presencia de ambos alelos, ademds de esto se muestra el marcador molecular con un

peso de 25pb (Figura 14).
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Marcador Bioline
Hyperlader 25pb

Silvestre
85pb

Homocigoto
resistente

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 3% de los productos de PCR de la mutacién V10161 (Marcador
HyperLadder Bioline 25pb carril 1, homocigoto silvestre carril 2, heterocigotos carril 3 y 4, homocigoto

resistente carril 5).

Para la mutacion F1534C, los genotipos resultantes fueron: homocigoto mutante
C1534/C1534 (fragmento en gel de agarosa con 113pb), homocigotos silvestres
F1534/F1534 (fragmento en gel de agarosa de 93pb), y heterocigoto con la presencia de

ambas bandas, ademds del marcador molecular de 25 pb (Figura 15).

Marcador Bioline

Hyperlader 25pb

Heterocigoto

Homocigoto
resistente
113 pb

Silvestre
93 pb

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 4% de los productos de PCR de la mutacién F1534C (Marcador
HyperLadder Bioline 25pb carrill, homocigoto silvestre carril 2, homocigoto resistente carril 3, heterocigoto

carril 4).
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De acuerdo con los resultados obtenidos, en todas las poblaciones de estudio se encontraron
presentes ambas mutaciones, con valores fluctuantes de 0.68-0.87 para la mutacién V10161
que al compararse con la mutaciéon F1534C fueron menores ya que se presentaron valores
de 0.92-1.00, con la tunica diferencia de la poblaciéon de Madero la cual se mostré con
mayor frecuencia en 11016 con un valor de 0.72 al compararlo con C1534 que obtuvo 0.48,
a pesar de esto, se demuestra que la mutacién F1534C es la dominante debido a su alta

frecuencia en comparacién con V10161

Tabla 8. Frecuencia alélica de V1016l en poblaciones de Ae. aegypti.

Frecuencia del

Poblaciones n AA AG GG 95% CI
alelo mutado

Apodaca, NL 30 14 13 3 0.68 0.50-0.82
San Nicolas de 30 17 10 3 0.73 0.55-0.86
Los Garza, NL
Madero, Tamps 30 15 13 2 0.72 0.54-0.85
Poza Rica, Ver 30 16 11 3 0.72 0.54-0.85
Coatzacoalcos, 30 22 8 0 0.87 0.70-0.95
Ver
Minatitlan, Ver 30 18 12 0 0.80 0.62-0.91
Itzincab, Yuc 30 15 12 3 0.70 0.52-0.83

AA: homocigoto mutante AG: heterocigoto GG: wild type

Tabla 9. Frecuencia alélica de F1534C en poblaciones de Ae. aegypti.

D 0,

Apodaca, NL 30 30 0 0 1.00 0.86-1.02
San Nicolds de

Py 30 30 0 0 1.00 0.86-1.02
Madero, Tamps 29 5 18 6 0.48 0.31-0.66
Poza Rica, Ver 30 25 5 0 0.92 0.75-0.98
Coatzacoalcos, 29 29 0 0 1.00 0.86-1.02
Ver

Minatitlan, Ver 30 30 0 0 1.00 0.86-1.02
Ttzincab, Yuc 27 23 4 0 0.93 0.75-0.99

GG: homocitgoto mutante GT: heterocigoto TT: wild type
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Al realizar el andlisis de las co-ocurrencia de ambas mutaciones se detecté que la poblacién

de Madero, Tamaulipas fue la tnica que mostré individuos homocigotos silvestres, ya que

el resto de las poblaciones analizadas mostraron individuos mutados para V1016 y C1534,

con el mayor porcentaje la poblacién de Coatzacoalcos con 21% seguido por las

poblaciones de San Nicolds de los Garza y Apodaca, Nuevo Leén ambas con 18%.

Tabla 10. Co-ocurrencia de las mutaciones V10161 y F1534C en poblaciones de Ae. aegypti.

Poblaciones ‘ GG/TT ‘ GG/TG ‘ GG/GG  GA/TT GA/TG GA/GG
Apodaca, 0 0 0 0 0 12(40%)
NL
San Nicolds, 0 0 3(10%) 0 0 9(30%)
NL
Madero, 1(3.44%) | 1(3.44%) 0 2(6.89%) | 8(27.5%) | 2(6.89%)
Tam
Poza Rica, 0 0 3(10%) 0 0 11(37%)
Ver
Coatzacoalcos, 0 0 0 0 0 8(28%)
Ver
Minatitldn, 0 0 0 0 0 12(40%)
Ver
Itzincab, 0 0 2(7%) 0 4(14.81%) @ 7(26%)
Yuc

GG/TT= homocigoto V1016 (wild type)/homocigoto F1534 (wild type)
GG/TG= homocigoto V1016 (wild type)/heterocigoto F1534-C1534
GG/GG= homocigoto V1016 (wild type)/homocigoto C1534 (mutante)
GA/TT= heterocigoto V1016-11016/ homocigoto F1534 (wild type)
GA/TG= heterocigoto V1016-11016/heterocigoto F1534-C1534
GA/GG= heterocigoto V1016-11016/homocigoto C1534 (mutante)
AA/GG= homocigoto 11016 (mutante)/homocigoto C1534 (mutante)
AA/GT= homocigoto 11016 (mutante)/heterocigoto F1534-C1534
AA/TT=homocigoto 11016 (mutante)/ homocigoto F1534 (wild type)

AA/TT

0

0
3(10%)

0

0

0

AA/TG
0

0
9(31.034%)
5(16.6%)
0
0

0

AA/GG |
18(60%)

18(60%)
3(10%)
11(36.6%)
21(72.4%)
18(60%)

14(51.85%)
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Las frecuencias obtenidas de la mutacién V10161 (Figura 16) y F1534C (Figura 17) se

presentan a continuacién, asi mismo, la poblacién que presentd la frecuencia més alta para

ambas mutaciones correspondi6 a Coatzacoalcos con 0.87 para [1016 y 1.00 para C1534.
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Figura 16. Mapa con distribucion geografica de la mutacion V1016l en poblaciones de Ae. aegypti del Este de

México.
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Figura 17. Mapa con distribucién geografica de la mutacion F1534C en poblaciones de Ae. aegypti del Este

de México.
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7.5. Relacion entre frecuencia de las mutaciones kdr y nivel de resistencia en

poblaciones de Ae. aegypti de México.

De acuerdo con los andlisis de correlacion realizados entre las frecuencias de los genotipos
homocigotos resistentes para cada una de las mutaciones y los resultados de intensidad de
resistencia (Tablas 11 y 12) se encontr6 que existe una relacién entre el genotipo
homocigoto para 11016 y la intensidad de resistencia que presentaron las poblaciones al ser
expuestas 10X la DD de d-(cis-trans)-fenotrina (R?*= 0.69, p<0.05). Por otro lado, y al
analizar la co-ocurrencia de homocigotos recesivos (fenotipo resistente) para ambas
mutaciones kdr se encontré que existe una relacion estadisticamente significativa entre la
presencia de tales homocigotos y la intensidad de resistencia encontrada al exponer las
poblaciones a 5X la DD de permetrina (R*= 0.61, p<0.05). Las figuras 17, 18 y 19 muestran
los porcentajes de mortalidad obtenidos en los ensayos de intensidad de resistencia a
permetrina, bifentrina d (cis-trans)-fenotrina y la frecuencia de los alelos mutados 11016 y

C1534 en las poblaciones de Ae. aegypti del este de México.
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Figura 18. Relacién de porcentaje de mortalidad ante frecuencia de mutaciones kdr en Ae. aegypti del Este de

Meéxico para permetrina.
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Figura 19. Relacion de porcentaje de mortalidad ante frecuencia de mutaciones kdr en Ae. aegypti del Este de

Meéxico para bifentrina.
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Figura 20. Relacion de porcentaje de mortalidad ante frecuencia de mutaciones kdr en Ae. aegypti del Este de

Meéxico para d-(cis-trans)-fenotrina.
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Tabla 11. Coeficientes de determinacién (R?) obtenidos a partir del analisis de correlacién entre la frecuencia
de 11016 y la intensidad de resistencia en Ae. aegypti del Este de México.

11016

Insecticida 1XDD 2XDD 5XDD 10XDD

permetrina 0.001 0.1499 0.0562 (p=0.6087) 0.0007
(p=0.9444) (p=0.3909) (p=0.9524)

bifentrina 0.1757 0.2376 0.3862 (p=0.1363) 0.2144
(p=0.3492) (p=0.2672) (p=0.2954)

d-(cis-trans)- 0.2804 0.3096 0.2573 (p=0.2453) 0.6902
fenotrina (p=0.2216) (p=0.1946) (p=0.0206)

Correlacion estadisticamente significativa se muestra en gris p<0.05

Tabla 12. Coeficientes de determinacién (R?) obtenidos a partir del andlisis de correlacién entre la frecuencia
de C1534 y la intensidad de resistencia en Ae. aegypti del Este de México.

Insecticida 1XDD 2XDD 5XDD 10XDD
permetrina 0.1488 0.2901 0.3933 (p=0.1317) 0.0620
(p=0.3927) | (p=0.2123) (p=0.5902)
bifentrina 0.0019 0.0117 0.0459 (p=0.6445) 0.0620
(p=0.9263) | (p=0.8174) (p=0.5902)
d-(cis-trans)- 0.1304 0.0005 0.0264 0.1731
fenotrina (p=0.4262) | (p=0.9610) (p=0.7275) (p=0.3533)

Tabla 13. Coeficientes de determinacién (R?) obtenidos a partir del andlisis de correlacién entre la co-
ocurrencia de las mutaciones V10161 y F1534C (genotipos resistentes) y la intensidad de resistencia en Ae.
aegypti del Este de México.

11016/C1534 |

Insecticida 1XDD 2XDD 5XDD 10XDD

permetrina 0.1166 0.1851 0.6070 (p=0.0389) 0.0556
(p=0.4534) (p=0.3353) (p=0.6107)

bifentrina 0.0761 0.0024 0.0018 (p=0.9271) 0.0556
(p=0.5492) (p=0.9165) (p=0.6107)

d-(cis-trans)- 0.0687 0.0028 0.1571 0.3736
fenotrina (p=0.5700) (p=0.9101) (p=0.3788) (p=0.1448)

Correlacion estadisticamente significativa se muestra en gris p<0.05
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8. DISCUSIONES

La unién de los piretroides al canal de sodio dependiente de voltaje en los insectos,
interrumpen el potencial de accién en el axén, dando como resultado descargas repetitivas
que pueden, dependiendo del tipo de piretroide, paralizar o derribar al insecto (Ponce-
Garcia, 2016), por lo que el organismo ha desarrollado distintas maneras de evitar ser
afectado por estos insecticidas, modificando asi, la estructura donde dichos xenobi6ticos se
unen dando como resultado una reduccién o nula unién del piretroide al canal de sodio
(Narahashi 1988, 2000). A partir de que en el 2006 1la mutacion V10161 en el S6 dominio II
(Saavedra et al. 2007) se descubrid y asocid con resistencia a piretroides en poblaciones de
Ae. aegypti de México. Ademds, se ha reportado que la frecuencia de dicha mutacién al
igual que F1534C, descubierta en el 2010, igualmente en el S6, pero del dominio III (Vera-
Maloof et al. 2015) han mostrado aumento de su frecuencia alélica por el paso de los afios.
En este trabajo las poblaciones de estudio fueron expuestas a dosis diagndstico de tres
piretroides Tipo I de distintas generaciones en un tiempo diagndstico (30 min),
clasificandose, con base en lo reportado por la OMS, como poblaciones resistentes para los
tres piretroides fenotrina, permetrina y bifentrina. Los porcentajes de mortalidad resultantes
fluctuaron en 0-51% para permetrina, 6-49% para bifentrina y 0-19% para fenotrina, siendo
este el insecticida que presentd menores valores de mortalidad en todas las poblaciones,
principalmente las de San Nicolds de los Garza, Nuevo Le6n y Madero, Tamaulipas con
valores de 0%.

Con respecto a la intensidad de resistencia en las poblaciones de Ae. aegypti, para
permetrina los valores de mortalidad a 5x la dosis diagndstico se mostraron entre 40-92%,
para bifentrina entre 68-92% y fenotrina entre 37-51% , por lo que las poblaciones
expuestas se clasifican con moderada intensidad de resistencia (MIR); destacando la
poblacién de Poza Rica, Veracruz con los valores mds bajos de mortalidad arrojando 40% y
37% para permetrina y fenotrina respectivamente, mientras que para bifentrina, la

poblacion de Apodaca, Nuevo Ledn obtuvo el menor porcentaje de mortalidad con 68%.
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En cuanto a 10x la dosis diagndstico de permetrina, todas las poblaciones se categorizaron
como MIR, ya que en su mayoria presentaron ~100% de mortalidad. Para bifentrina, la
poblacién de Apodaca fue la tnica que presenté el valor de mortalidad de 99%, por otro
lado, para fenotrina los valores se encontraron muy por debajo de lo observado en los
xenobidticos anteriores, ya que se mostraron en un rango de 54%-68% de mortalidad, lo
que coloca a este insecticida como la ltima opcidn para el control del vector.

De acuerdo con lo estipulado por CENAPRECE en su lista de productos recomendados
para el combate de insectos vectores de enfermedades del 2018, tres de los insecticidas que
se encuentran aprobados, se evaluaron en este estudio, sin embargo, de acuerdo con nuestro
resultado tales insecticidas no se consideran aptos para utilizarse en los programas de
control del vector en los sitios de estudio. Particularmente, fenotrina fue el xenobidtico ante
el cual se presentaron los menores porcentajes de mortalidad, por lo que, se debe considerar
que este grupo quimico sea restringido en algunas areas del pais o se siga permitiendo su
uso controlado.

Los resultados de las pruebas realizadas denotan la diferencia entre cada generacion de
insecticidas donde independientemente de que no posean el grupo ciano, la estabilidad de
ambos insecticidas es crucial para alcanzar el objetivo de controlar al vector, sugiriendo asi
que bifentrina es un mejor insecticida para el control del mismo en las localidades donde
fueron colectados los organismos de estudio, por otro lado, para el insecticida fenotrina que
actualmente se estd empleando, los resultados de mortalidad son minimos en comparacion
con los demads insecticidas, ademas de lo anterior, de acuerdo con la OMS (2016) en su
manual de procedimientos para el monitoreo de resistencia a insecticidas en vectores de
malaria se menciona que dichos vectores han aumentado la resistencia a insecticidas, sobre
todo los piretroides, por lo que se debe implementar un monitoreo intensivo de resistencia a
insecticidas, especialmente en lo que respecta a la parte operativa e importancia
epidemioldgica de la resistencia donde se llegue a presentar.

Todas las poblaciones bajo estudio mostraron la presencia de las mutaciones V1016l y
F1534C; las frecuencias de los alelos mutantes fluctuaron entre 0.68-0.87 y 0.40-1
respectivamente, nuestros resultados son coincidentes con lo que otros autores han
publicado al mencionar que ambas mutaciones se encuentran en México y en frecuencias

altas (Ponce et al., 2009; Siller et al., 2011; Aponte et al., 2013; Vera et al., 2015).
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Particularmente Vera y colaboradores (2015) reportan que las poblaciones de Ae. aegypti
de Poza Rica, Veracruz no mostraba la presencia de ambas mutaciones en el 2002, y no fue
sino hasta el 2003 que exhibieron valores de 0.030 y 0.190 para V1016l y F1534C
respectivamente, incrementdndose a 0.670 y 0.760 en el 2008, en el 2012 de 0.800 y 0.960.
Nuestro estudio muestra que para el afio 2016 la frecuencia de ambas mutaciones bajé a
0.72 y 0.92 respectivamente, mostrando que en una diferencia de 4 afios la frecuencia del
alelo mutado descendié en 0.08 para Ile1016 y 0.04 para C1534. Para la poblacién de
Minatitlan, Veracruz Vera-Maloof et al (2015) reporta que en el 2002 las poblaciones
mostraron frecuencia de 0.040 y 0.060 disminuyendo a 0.00 y 0.020 para el afio siguiente;
en nuestro trabajo, para el 2016 las frecuencias fluctuaron de 0.80 y 1.00 lo que indica un
claro aumento en las frecuencias alélicas de las mutaciones, posiblemente por el uso
continuo de insecticidas para contencién de brotes o flujo genético por individuos
resistentes. En el afio 2002 y de acuerdo con datos publicados por Vera-Maloof y
colaboradores (2015), las mutaciones V10161 y F1534C en Coatzacoalcos, Veracruz se
encontraban presentes, sin embargo, la frecuencia del alelo mutado era de 0.02. Tales
frecuencias se incrementaron para el 2012, habiéndose reportado 0.57 para el alelo mutado
11016 y 0.97 para el alelo C1534. En nuestro estudio se observa un incremento en las
frecuencias de V10161 y F1534C con frecuencias del alelo mutado de 0.87 y 1
respectivamente. En Tamaulipas se mostré un valor de 0.72 para 1le1016 y 0.48 para
Cys1534, lo que es considerado como un primer reporte de dichas mutaciones en esa
localidad en particular, ademds de considerar los ya mencionados resultados como
frecuencias altas.

Estas mutaciones no solo se han reportado para América Latina, si no, también en el
Sureste de Asia donde la coexistencia de ambas mutaciones confiere resistencia a
piretroides (Brengues et al, 2003; Yanola et al, 2010; Martins et al, 2009; Lima et al.,
2011), sin embargo, en un estudio realizado por Kushwah (2015), se hace mencién que
F1534C provee proteccion hacia el insecticida de tipo 2 deltametrina pero no asi, al tipo |
permetrina, a diferencia de lo que se reporta por Harris (2010), que dice esta mutacion si es
de importancia en la resistencia a permetrina.

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los andlisis de correlacién entre las

frecuencias de las mutaciones kdr (V10161 y F1534C) y los resultados de intensidad de
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resistencia, se demostrd la relacién que existe entre la presencia de los homocigotos para
[1016 y la alta intensidad de resistencia encontrada después de la exposiciéon de las
poblaciones bajo estudio a 10X la DD de d(cis-trans)-fenotrina (R?>= 0.69, p<0.05). Asi
mismo, y al analizar la co-ocurrencia de los homocigotos para ambos alelos mutados (11016
y C1534) se encontré que existe una relacién estadisticamente significativa entre la
presencia de tales homocigotos y la moderada intensidad de resistencia encontrada al
exponer las poblaciones bajo estudio a 5X la DD de permetrina (R?= 0.61, p<0.05). Lo
anterior, confirma lo reportado por Vera-Maloof y colaboradores (2015) quienes a partir de
su estudio sobre los alelos 11016 y C1534 en colectas de Ae. aegypti de México de los afios
2000 a 2012 encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre las mutaciones
V10161 and F1534C en poblaciones naturales. En dicho estudio se establece que la
resistencia a piretroides en el gen para del canal de sodio dependiente de voltaje requiere
de la evolucion secuencial de las mutaciones ya mencionadas. Sus resultados indican que
los haplotipos 11016/C1534 tienen una baja adecuacién bioldgica incluso cuando los
piretroides han sido aplicados, lo que hace poco probable que la mutacién V10161 haya
evolucionado independientemente, a diferencia de la mutaciéon F1534C, que evolucionaria

primero, aunque confiriendo un bajo nivel de resistencia.
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9. CONCLUSIONES

Se determind la frecuencia de resistencia a los piretroides d-(cis-trans)-fenotrina,
permetrina y bifentrina en Ae. aegypti del Este de México encontrandose a las poblaciones
bajo estudio como resistentes al exponerse a la DD de los insecticidas ya mencionados, lo
anterior de acuerdo con el criterio propuesto por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(mortalidad <98%).

En los ensayos de intensidad de resistencia se catalogé a las poblaciones bajo estudio con
moderada intensidad de resistencia al exponerse hasta 10X la DD de permetrina y
bifentrina, mientras que con alta intensidad de resistencia después de la exposicion a 10X la
DD de d-(cis-trans)-fenotrina.

Se encontr6 que todas las poblaciones del este de México bajo estudio poseen las
mutaciones kdr V10161 y F1534C en altas frecuencias (0.68-0.87 y 0.40-1
respectivamente), existiendo ademds la co-ocurrencia de los genotipos homocigotos
mutantes en las mismas. Tales frecuencias se relacionan con la alta intensidad de resistencia
encontrada a los insecticidas permetrina y d-(cis-trans)-fenotrina confirmando la

participacion que tienen las mutaciones kdr en la resistencia a insecticidas piretroides.
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