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RESUMEN

Las estrategias actuales para suprimir los brotes de arbovirus incluyen la eliminacién de los
sitios de reproducciodn de larvas y tratamiento con insecticidas contra poblaciones de larvas y
mosquitos adultos. EI control de Ae. aegypti por medio de insecticidas es un desafio, debido a
un rdpido aumento en la resistencia knockdown (kdr) a los insecticidas piretroides. La
identificacion espacial de los focos de resistencia kdr proporcionan una alternativa altamente
factible para que el personal de vectores en las entidades federativas a través del programa
nacional de control de vectores, enfogquen las acciones de seleccion de insecticidas con base en
las &reas de alto riesgo de resistencia identificadas como sitios focales. En el presente estudio se
determind el patrén de distribucion espacial de la frecuencia de resistencia kdr a piretroides en
poblaciones de Ae. aegypti de la costa del pacifico y sureste de México. Se recolectaron
poblaciones del mosquito de la costa del pacifico y sureste del pais y se realizaron bioensayos
con dosis diagnostico (DD) de los insecticidas permetrina (piretroide tipo 1) y deltametrina
(piretroide tipo IlI) en cada poblacion, para determinar la frecuencia de resistencia.
Posteriormente, los resultados de los bioensayos se correlacionaron con las frecuencias de las
mutaciones V410L, V1016l y F1534C obtenidas por PCR cuantitativa. Todas las poblaciones
de Ae. aegypti resultaron con alta frecuencia de resistencia a la permetrina, con los mayores
focos de resistencia en las poblaciones de los estados de Veracruz, Tabasco, Guerrero y Sinaloa.
El 40% de las poblaciones resultaron con alta frecuencia de resistencia a deltametrina, el 28%
con moderada y el 32% resultaron susceptibles, con el mayor foco de resistencia en poblaciones
del estado de Tabasco. El genotipo mas frecuente fue el VL/VI/CC seguido por el triple
resistente LL/II/CC. Los focos de mayor resistencia a la permetrina se asociaron de manera
significativa con el genotipo triple resistente (LL/1I/CC), sin embargo, para deltametrina los
genotipos con mayor frecuencia fueron el triple resistente (LL/11/CC) y doble heterocigoto para
410y 1016 y resistente para 1534 (VL/VI/CC). Nuestros resultados evidencian la presencia de
focos de resistencia kdr asociados a la resistencia a piretroides tipo 1 y Il en el mosquito Ae.
aegypti en Mexico. En términos de contribucion con el sector publico, encargado de los
programas de control de vectores en México (CENAPRECE), nuestros resultados representan
una herramienta para el manejo de la resistencia a insecticidas de este vector de arbovirosis en

México.
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ABSTRACT

Current strategies to suppress arbovirus outbreaks include removal of larval breeding sites and
treatment with insecticides against populations of larvae and adult mosquitoes. Control of Ae.
aegypti by insecticides is challenging, due to a rapid increase in knockdown resistance (kdr) to
pyrethroid insecticides. The spatial identification of the kdr resistance hotspots offers a highly
feasible alternative for the vector personnel in the states through the national program of vector
control to focus the insecticide selection actions based on the areas of high risk of resistance
identified as focal sites. In the present study, the spatial distribution pattern of the frequency of
kdr resistance to pyrethroids in populations of Ae. aegypti from the Pacific coast and
southeastern Mexico was determined. Mosquito populations were collected from the Pacific
coast and southeast of the country and bioassays were carried out with diagnostic doses (DD)
of permethrin (pyrethroid type 1) and deltamethrin (pyrethroid type I1) insecticides in each
population, to determine the frequency of resistance. Subsequently, the results of the bioassays
were correlated with the frequencies of the V410L, V10161 and F1534C mutations obtained by
quantitative PCR. All populations of Ae. aegypti showed a high frequency of resistance to
permethrin, with resistance hotspots in the populations of the states of Veracruz, Tabasco,
Guerrero and Sinaloa. 40% of the populations were with a high frequency of resistance to
deltamethrin, 28% with moderate and 32% were susceptible, with resistance hotspots in
populations of the state of Tabasco. The most frequent genotype was VL/VI/CC followed by
triple resistant LL/II/CC. Resistance hotspots to permethrin were significantly associated with
the triple resistant genotype (LL/II/CC), however, for deltamethrin the genotypes with the
highest frequency were triple resistant (LL/1I/CC) and double heterozygous. for 410 and 1016
and resistant for 1534 (VL/VI/CC). Our results show the presence of kdr resistance hotspots
associated with resistance to type | and Il pyrethroids in the Ae. aegypti in Mexico. In terms of
contribution to the public sector, in charge of vector control programs in Mexico
(CENAPRECE), our results represent a tool for managing the insecticide resistance of this

arbovirus vector in Mexico.
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1. INTRODUCCION

Aedes aegypti es una especie que coexiste con los humanos en las zonas urbanas y rurales,
debido a los criaderos artificiales que estos ecosistemas generan, permitiendo que el ciclo de
vida de los mosquitos ocurra, sin embargo, la presencia de Ae. aegypti aumenta el indice de las
enfermedades causadas por los virus del dengue, chikungunya, Zika y fiebre amarilla, siendo el
mosquito un vector para la diseminacion de estas enfermedades (Imam et al. 2014). Las
densidades de los mosquitos en las zonas de distribucion se disminuyen con el uso de diferentes
tipos de insecticidas quimicos; lamentablemente el uso de estos compuestos ha causado que se
seleccionen caracteristicas genéticas que les permite a los mosquitos sobrevivir a las nuevas
condiciones presentes en su habitat. Hasta hoy se conocen cuatro tipos de resistencia:
metabdlica, morfoldgica, resistencia en el sitio blanco y resistencia del comportamiento (Corbel
y N’Guessan 2013).

En la actualidad, la mayoria de las poblaciones de este vector en el mundo, presentan
resistencia a los piretroides lo que trae como consecuencia un aumento en la poblacion de
mosquitos, los cuales, como vectores de diferentes virus mencionados anteriormente, aumentan
la trasmision de las enfermedades causadas por éstos (Brito et al. 2013). Debido a que los
métodos de control del mosquito establecidos inicialmente cada vez son mas ineficaces, se
requiere implementar diferentes métodos de control, sin embargo, para que esto suceda primero
hay que conocer como ocurre la resistencia a los insecticidas, de alli la importancia en los
estudios sobre la resistencia en el sitio blanco que han surgido en poblaciones de Ae. aegypti
(Corbel y N’Guessan 2013).

Hasta ahora se han encontrado trece mutaciones kdr en poblaciones de Ae. aegypti, en
todo el mundo, Se identificaron por primera vez las mutaciones G923V, L928W, 11,011M y
V1,016G (Brengues et al. 2003), 11,011V y V1,0161 (Saavedra-Rodriguez et al. 2007), D1,763Y
(Chang et al. 2009.), S989P y F1,534C (Srisawat et al. 2010; Yanola et al. 2011), T1520I
(Kuswah et al. 2015), V410L (Haddi et al. 2017), V419L (Granada et al. 2018), y F1534L
(Kushwah et al. 2019). Por lo general, las mutaciones kdr estan localizadas en areas geograficas
especificas y comunmente la presencia de ciertas mutaciones al mismo tiempo es asociada con
altos niveles de resistencia (Du et al. 2013); por ejemplo, la mutacion V1016G ha sido descrita

en el Sureste asiatico, pero no en el continente americano (Fernando et al. 2018).
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Hasta hoy sabemos que las mutaciones V410L, V1016l y F1534C se encuentran
ampliamente distribuidas en poblaciones de Ae. aegypti de México (Aponte et al. 2013; Vera-
Maloof et al. 2015; Lépez-Monroy et al. 2018; Saavedra-Rodriguez et al. 2018; Villanueva-
Segura et al. 2020), las cuales ha evolucionado concomitantemente debido a la presion de
seleccion con insecticidas piretroides por mas de 20 afios (Chang et al. 2012; Brito et al. 2013,
Grossman et al. 2018; Vera-Maloof et al. 2019).

Dicho esto, aunado a las graves repercusiones que conllevan las epidemias de las
enfermedades causadas por este vector, hacen necesario el desarrollo y la elaboracion de
estrategias de control pues la implementacion oportuna del manejo de la resistencia a los
insecticidas (MRI) es crucial para preservar la efectividad de los insecticidas utilizados por el
area de salud publica y mantener el control de los vectores de arbovirus. La deteccion de la
resistencia a insecticidas antes de que tengan un impacto operacional, permite aplicar diversas
estrategias de MRI con base en la especie blanco, tipo de mecanismo de resistencia, el grado de
resistencia que presente la poblacion y la presion de seleccion existente en el lugar. En este
estudio nos enfocamos en la resistencia kdr por V410L, V10161 y F1534C en poblaciones de
Ae. aegypti distribuidas en el territorio mexicano y localizaremos los puntos focales de
resistencia, y con base en bioensayos dosis diagndstico (DD) con dos insecticidas piretroides,
de las mismas poblaciones se generd una extrapolacion geografica confiable sobre la

distribucion de resistencia a los insecticidas piretroides.
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2. ANTECEDENTES
2.1 El vector Aedes aegypti L.

La especie de Ae. aegypti proviene del continente africano en el cual existen tres variantes de
mosquitos, Ae. aegypti aegypti (forma tipica), Ae aegypti queenlandensis y Ae. aegypti
formosus. De las cuales solo las primeras dos se encuentran el América, siendo la primera
variante la mas habitual en México (Nelson 1986; Icaza 2003). Ae. aegypti se distribuye
permanentemente entre los 35° de latitud norte y 35° de latitud sur, pero puede extenderse hasta
los 45° norte y hasta los 40° sur, Se han encontrado una densidad moderada de mosquitos a los
1,700 m, y en menor proporcién en rangos de 1,700 a 2,130 m sobre el nivel del mar (Lozano-
Fuentes et al. 2012). Las regiones donde se encuentra son: Africa, Suramérica, Centroamérica,
en el sur de Norteamérica, Medio Oriente, Sureste de Asia, Islas del Pacifico y de la India, Norte
de Australia y en Europa esporadicamente (Smith y Scott 2016; Gil et al. 2010).

Actualmente Ae. aegypti se considera el principal vector de enfermedades como dengue,
chikungunya, Zika, fiebre Amarilla y Mayaro en América, por lo que es importante el control
de su presencia en las zonas urbanas y disminuir el riesgo de contagio de las personas, ya que
cada vez aumenta la incidencia de personas contagiadas por alguna enfermedad trasmitida por
mosquito, de igual forma se expansion geografia ha ido en aumento. Es por ello la importancia
de reducir la densidad de poblacion de Ae. aegypti a como sea posible, se han realizado estudios
enfocados a conocer la distribucion espaciotemporal del mosquito y su relacion con los factores
del clima, como base para medir el riesgo de dispersion de la enfermedad (Garcia et al. 2011).

2.2 Resistencia a insecticidas piretroides en Ae. aegypti

El uso constante e indiscriminado de insecticidas trae, entre otras consecuencias, el
aumento en la resistencia a estos en las poblaciones tratadas, incluso sin haber sido expuestas a
algunos de insecticidas. Esta resistencia puede ser definida como la habilidad complementaria
y hereditaria propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiologica y
etoldgicamente, para bloquear la accidn tdxica de un insecticida y, en consecuencia, sobrevivir

a la exposicion de dosis que para otros seria letal (Che-Mendoza et al. 2015).
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El desarrollo de tal resistencia es un proceso complejo y dinamico dependiente de
multiples factores (Nauen, 2007). Por lo que el manejo de esta requiere dos tipos de informacion:
buen conocimiento de los mecanismos de resistencia y un programa de monitoreo de la misma.
La caracterizacion de los mecanismos de resistencia involucrados nos permite apreciar y
predecir su impacto en las estrategias de control de vectores. Mientras que el tener un monitoreo
rutinario de la resistencia a insecticidas en las poblaciones de vectores naturales nos ayuda a
detectar la resistencia temprana y mejorar la eficacia de las estrategias de control operacional
(Che-Mendoza et al. 2015).

De entre los métodos utilizados en el monitoreo de la resistencia se encuentran los
ensayos bioldgicos (métodos OMS y CDC), ensayos con sinergistas, pruebas bioquimicas y
moleculares, las cuales en conjunto permiten determinar cual insecticida se deberia usar para

controlar la poblacién de un vector en caso de detectar resistencia (Brogdon y Chan 2010).

La resistencia puede deberse a dos mecanismos principales: la sobreexpresion de
enzimas degradativas y/o la insensibilidad en el sitio de accion (Figura 1), de acuerdo con
Alvarez et al. (2015). Siendo el mecanismo asociado a enzimas de desintoxicacion identificado
ampliamente en poblaciones de Ae. aegypti de distintas regiones de México (Flores et al. 2005,
2009, 2013). Destacandose los mecanismos asociados a esterasas, glutation S-transferasas y
oxidasas de funcién multiple. Por otro lado, mutaciones asociadas a la insensibilidad del sitio
blanco de los insecticidas como resultado de la modificacion estructural o mutacion (mutacion
puntual) de genes que codifican proteinas diana que interactGan con insecticidas, ha ido
evolucionando a durante los ultimos afios, especificamente las mutaciones V410L, V1016 y
F1534C (Lopez-Monroy et al. 2018; Saavedra-Rodriguez et al. 2018; Villanueva-Segura et al.
2020).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia asociados a piretroides. La molécula representada es
la deltametrina (modificado de Nkya et al. 2013).

Recientemente Saavedra-Rodriguez et al. (2021) identificaron polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNP) asociados con cada fenotipo e identificaron genes que probablemente estén
asociados con los mecanismos de resistencia a los piretroides en una colonia de Ae. aegypti de
Tapachula, México, incluida la desintoxicacién, la cuticula y los sitios blanco del insecticida.
Ellos identificaron 192 SNP significativos en 23 genes asociados a kdr que codifican para sitios
blanco de insecticidas; Se encontraron 70 SNP solo en vgsc. Con los mayores valores de
asociacion genética (LOD) en S679T y V410L en el vgsc (LOD = 13.7 y 12.25).

Los cambios en las proteinas de la cuticula pueden reducir la penetracién de los
insecticidas. Aproximadamente 88 SNP han sido identificados en esta categoria por Saavedra-
Rodriguez et al. (2021). Los mayores LOD en la proteina de cuticula CP14.6 (LOC5577605,
LOD = 6,46), en una proteina de cuticula no caracterizada (LOC5572415, LOD =6,02) y en la
proteina de cuticula 8 (LOC5565392, LOD = 5,89).

Saavedra-Rodriguez et al. (2021) reportaron que 295 SNP ubicados en 91 genes
asociados a la desintoxicacion difirieron significativamente en la comparacion de mosquitos kdr
vs recuperados. Un total de 280 SNP categorizados en 103 genes asociados a la desintoxicacion
se asociaron con la recuperacion. 36 SNP no sinénimos se localizaron en 22 genes, con LOD

que oscilaban entre 3.3y 6.6.
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2.3 Canal de sodio dependiente de voltaje

El sitio de accidn de los piretroides, el canal de sodio dependiente de voltaje (Figura 2)
se compone de 4 dominios (I, I, I y IV) y cada dominio consiste en seis hélices
transmembranales (S1, S2, S3, S4, S5y S6). Para conducir el estimulo eléctrico a lo largo del
sistema nervioso, deben generarse potenciales de accidn a través de la membrana. Los canales
de sodio pasan por 3 fases o estados: cerrado, abierto e inactivado. El estado inactivo se da
cuando la membrana se encuentra en potencial de reposo y el canal de sodio se encuentra
cerrado. Durante la activacién del canal la membrana se despolariza, causando la apertura del
canal de sodio y la generacion de un flujo de iones de sodio encontrados en el citoplasma.
Después de un milisegundo, ocurre la inactivacion debido al cambio conformacional del canal
de sodio, bloqueando el paso de iones a través de la membrana. Cuando el potencial de
membrana regresa al estado de reposo, el canal cierra nuevamente (Dong et al. 2014). A nivel
celular, los piretroides interrumpen la funcién neuronal, causando descargas repetitivas,

despolarizacion de la membrana, y disturbios sinapticos.
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Figura 2. Canal de Sodio (modificado de Du et al. 2016).

2.4 Resistencia al derribo: mutaciones kdr

La resistencia al derribo (knock down resistance o kdr), se refiere al mecanismo de
resistencia a piretroides y DDT, en el que los insectos no pierden inmediatamente coordinacion
debido a la reduccién de la sensibilidad en el sistema nervioso de insecto después de la
exposicion al insecticida. Tipicamente kdr no es afectado por sinergistas que inhiben esterasas
y monooxigenasas, Sin0 que surge a través de mutaciones no sinonimas en el gen

transmembranal del canal de sodio dependiente de voltaje que reduce la union del piretroide al
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canal de sodio que pasa a través de la membrana de la célula nerviosa. Kdr normalmente limita
la accion de los piretroides en diversos grados dependiendo de si el insecticida contiene un
alcohol desciano-3-fenoxibenzilo (piretroide tipo 1) o un alcohol a-ciano-3-fenozibencilo
(piretroide tipo 2). Por lo tanto, la deteccion de kdr en el campo tiene graves consecuencias para
el uso sostenido de piretroides en el control del mosquito. La deteccion temprana y la
caracterizacion de kdr es fundamental para el desarrollo de estrategias para el manejo de la

resistencia (Saavedra-Rodriguez et al. 2007).

El primer gen del canal de sodio de insectos (gen para, después nombrado como
DmNaV) fue clonado de Drosophila melanogaster basados en mutaciones (Loughney et al.
1989). La estructura general y la secuencia del aminoacido de la proteina del gen DmNav tienen

una alta similitud con las subunidades-a de los canales de sodio de los mamiferos.

En los afios 90°s la resistencia a los piretroides fue genéticamente ligada a las secuencias
del gen DmNav-para en moscas y cucarachas (Soderlund 2005). Estos descubrimientos
desencadenaron una serie de estudios que resultaron en el aislamiento parcial o total de CADN
de DmNav de muchas plagas y vectores de enfermedades humanas. Recientemente, la
secuenciacion genética proporciona secuencias de genes de la familia DmNav de los canales de

sodio de distintas especies de insectos.

La asociacion entre kdr y modificaciones en el sitio de accion fueron confirmados por
estudios con neurotoxinas y mapeo genético por primera vez en Musca domestica L (Bloomquist
y Miller 1986). Donde una sola mutacién en el segmento transmembrana 6 de dominio 1l
(DI1S6), localizado en el cromosoma 3, causaba sensibilidad reducida a insecticidas piretroides
(Williamson et al. 1996).

Rinkevich et al. (2013) publico una revision sobre la diversidad y convergencia de
mutaciones kdr involucradas en la resistencia a piretroides en artropodos. En dicho analisis
reportan 30 mutaciones 0 combinaciones de mutaciones asociadas a resistencia y detectadas en
mas de una especie, asi como, mutaciones que solo se han identificado en una sola especie.
También mencionan que la mayoria de estas mutaciones reduce la sensibilidad a piretroides a

los canales de sodio de mosca doméstica, cucaracha y Drosophila.
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Dong et al. (2014) menciona que mas de 50 mutaciones en el canal de sodio han sido
identificadas como responsables o asociadas con la resistencia al derribo (kdr) causado por
piretroides en varias especies de artropodos plaga y vectores de enfermedades. De las cuales, 7
han sido descritas como mutaciones kdr en el gen para del canal de sodio en Ae. aegypti
(v1016l, F1534C, 11011M, 11011V, V1016G, super kdr V1016G + S989P, y V1016G +
D1763Y).

Recientemente Saavedra-Rodriguez et al. (2021) identificaron 88 SNP en 22 genes
asociados a mosquitos Ae. aegypti recuperados después de 4h a ensayos de botella de 15ug/1h
con permetrina. Se encontraron seis SNP no sinénimos en cuatro genes, incluida la subunidad
alfa del receptor de acetilcolina (LOC5575838, LOD =6,7), GPRGBB3 (LOD=7,6y 7,1) y la
subunidad alfa-1 del canal de calcio dependiente del voltaje tipo A (VGCC, LOC5564339) con
un LOD de 10,9. Asi también las mutaciones S679T y V410L en vgsc con un LOD de 3.8 y 4.6,

respectivamente.
2.5 Evolucién de la resistencia kdr en México

En el afio 2007 se reporto la primera mutacion kdr, V10161 en Ae. aegypti (Saavedra-
Rodriguez et al. 2007). Se demostr6 que esta mutacion no estaba presente en los 1990°s, basado
en datos preliminares del analisis de ADN preservado de Ae. aegypti (Ponce-Garcia et al., 2009),
por lo que no representan un estudio sistematico de la evolucion kdr en el espacio y el tiempo.
Sin embargo, dentro del mismo analisis fue demostrado que la frecuencia de esta mutacion se
incrementd de 2-5% entre 2003-2006 del 38-80% entre el 2007 y 2009, para cinco estados de
Meéxico: Nuevo Ledn, en el norte, Veracruz, en la costa central del Atlantico, y Yucatan,
Quintana Roo y Chiapas en el sur; coincidiendo con la aplicacion continuada de una formulacion
con base en permetrina autorizada para el control de vectores en México (NOM- 032-SSA2-
2002).

Posteriormente, Siller et al. (2011) reportd el aumento de la frecuencia de esta mutacion
Ilegando a fijarse en algunas poblaciones de Ae. aegypti de varias localidades de México. Para
el 2013 una segunda mutacion kdr, F1534C se reportd en poblaciones del mosquito en los

estados de Guerrero y Yucatan, Mexico (Aponte et al. 2013; Saavedra-Rodriguez et al. 2007).
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Las dos mutaciones (F1534C y VV1016l) en el gen para han evolucionado a la par en los ultimos
17 afios a tal grado que han logrado fijarse en la mayoria de las poblaciones de Ae. aegypti de
México (Yanola et al. 2011; Ponce-Garcia et al. 2009; Saavedra-Rodriguez, et al. 2007), el
resultado de esta sustitucion les confiere a los mosquitos resistencia de tipo kdr a los piretroides,
reduciendo la unidn de los piretroides a los receptores del canal de sodio dependiente de voltaje
debido a mutaciones no sinénimas en la proteina transmembranal del mismo (Saavedra-
Rodriguez et al. 2007). Esta coevolucion también ha ido identificada en otros paises del
continente americano como son Brasil (Linss et al. 2014), Venezuela (Alvarez et al. 2015),
Colombia (Maestre-Serrano et al. 2014), Puerto Rico (Ponce-Garcia et al. 2016), Cuba (Bariami
et al. 2012) y Jamaica (Francis et al. 2017).

La mutacion kdr V410L ubicada en el segmento seis del dominio | del canal de sodio ha
sido reportada en poblaciones de Ae. aegypti del este y sur de México colectadas en el afio 2018
(Villanueva-Segura et al. 2020). De acuerdo con Saavedra-Rodriguez et al. (2018) la presencia
simultanea de las mutaciones V410L, 11016 y C1534 en Mexico, ha sido encontrada en
poblaciones de Ae. aegypti en diversas poblaciones desde el afio 2002. En los estudios de
fenotipo y genotipo, los individuos con resistencia por triple homocigoto tienen mejor aptitud
en presencia de piretroides, es decir, mayor posibilidad de sobrevivencia ya sea por resistencia

“knockdown” o por capacidad de recuperacion.

Concretando la evolucion paralela de las mutaciones V410L, V10161 y F1534C en
Meéxico (Lopez-Monroy et al. 2018; Saavedra-Rodriguez et al. 2018; Villanueva-Segura et al.
2020). Si bien aun no se sabe exactamente porque V410L disminuye la sensibilidad del canal
de sodio a la permetrina y deltametrina, debido a que a pesar de localizarse en DIS6 no forma
parte del sitio del receptor PyR2, por lo que se cree que tiene relacion con cambios en las
propiedades de la puerta del canal sin inhibir el acoplamiento de la molécula (Saavedra-
Rodriguez et al. 2018).
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2.6 Variabilidad y flujo genético

En el territorio mexicano existe una amplia distribucién de este vector, por tanto, la
variabilidad y flujo genético que en este se encuentran es clave para el desarrollo y la elaboracion
de estrategias de control de Ae. aegypti. Mediante el uso de ADN mitocondrial el cual posee
numerosas ventajas para el estudio de las relaciones evolutivas, Gorrochotegui-Escalante y
colaboradores (2002) analizaron 38 colecciones de Ae. aegypti de México mediante un analisis
de polimorfismo de conformacion de cadena sencilla para detectar la variacion en una regién de
387 pb del gen de la nicotinamida adenin dinucleotido subunidad 4 (ND4), el cual ha demostrado
ser un excelente marcador para el analisis de la estructura genética de la poblacién y eventos de
colonizaciéon de Aedes aegypti (Urdaneta-Marquez et al. 2008), encontrando 25 haplotipos
diferentes de los cuales 7 se estuvieron presentes en poblaciones del noreste del pais, 13 en

poblaciones de la costa del pacifico y 19 en poblaciones de la peninsula de Yucatan.

En este estudio (Gorrochotegui-Escalante et al. 2002) el flujo de genes parece ser
moderado entre las poblaciones del noreste de México, asi mismo, las poblaciones parecen no
estar fuertemente aisladas por la distancia y la diversidad genética es baja. Por otra parte, en la
peninsula de Yucatan el flujo de genes es menor, las poblaciones estan aisladas por la distancia
y la diversidad genética varia mucho entre las poblaciones. Finalmente, entre las poblaciones
costeras del Pacifico se encontrd que el flujo de genes es grande y la diversidad genética es alta.
Afios después, fue reportada la cantidad de diversidad entre diferentes poblaciones de la ciudad
de Oaxaca (Mufioz et al. 2013) siendo, en promedio, menor que entre todas las otras ciudades
reportadas en México. En este mismo estudio se también se determiné que poblaciones de
distintas ciudades de Oaxaca presentan 2 haplotipos de los 25 previamente reportados en 2002
(Gorrochotegui-Escalante et al.) y fue encontrado un nuevo haplotipo, sumando asi 26
haplotipos distintos presentes en el pais para el gen ND4.

En cuanto a la distancia a la que se encuentran las poblaciones reportadas por
Gorrochotegui y Colaboradores (2002), el flujo libre de genes ocurrié entre todas las colecciones
dentro, 130 km entre si en el noreste y dentro, 180 km en Yucatdn. En ese mismo afio, se
informo sobre los patrones locales de flujo de genes entre colecciones de Ae. aegypti en una
distancia total de 914 km y entre 5 ciudades a una distancia de 62 km entre si en colecciones de

la costa del Pacifico sur de México utilizando marcadores aleatorios de ADN polimorfico
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amplificado (RAPD) (Garcia-Franco et al. 2002). Confirmando lo observado por Gorrochotegui
et al. (2000), que a distancias mayores de 150-200 km, es dificil comparar poblaciones debido

a que las bandas RAPD se fijan o se extinguen entre poblaciones distantes.

Por otro lado, estudios genéticos de poblacion han demostrado que la interseccion del
eje Neovolcénico con la costa en el estado de Veracruz es una barrera para el flujo de genes en
Ae. aegypti (Lozano-Fuentes et al., 2009; Gorrochotegui-Escalante et al. 2000). En conjunto,
este tipo de estudios nos permiten ubicar donde se encuentra un mayor flujo de genes
dependiendo la region, ahora bien, si se conociera este tipo de informacion sobre los genes de
resistencia a los insecticidas se podria disefiar de forma estratégica un MRI dirigido hacia una
poblacién en particular con base en su localizacion. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que

las posibles fallas en el control no dependen Unicamente de la variabilidad genética.
2.7Analisis espacial de resistencia a insecticidas en mosquitos

Se sabe que las condiciones climaticas, sociolégicas y ambientales afectan la
distribucion espacial de los vectores y la transmision de enfermedades. El uso intensivo de
insecticidas en los sectores agricola y de salud publica ejerce una fuerte presion selectiva sobre
los genes de resistencia en los vectores. Tomando esto factores en cuenta es posible el desarrollo
de modelos espaciotemporales de condiciones favorables para la presencia de especies de
mosquitos para estimar la probabilidad de presencia de vectores y resistencia a insecticidas.

Este tipo de analisis han sido realizados para visualizar la situacion de resistencia en
vectores de malaria. Souris et al. (2017) en un estudio en Laos, se utilizaron modelos basados
en condiciones ambientales y meteoroldgicas, y factores demograficos con este propésito.
Mediante el uso de software de Sistemas de Informacién Geografica (SIG) se construyd y
administro una base de datos espacial con datos recopilados de varios proveedores de
informacién geogréfica. SIG también se utilizO para construir y ejecutar los modelos. Los
resultados mostraron que el uso potencial de insecticidas y, por lo tanto, la probabilidad de
resistencia al insecticida es mayor en la parte suroeste del pais, especificamente en la provincia
de Champasack y donde ya se sabe que la incidencia de malaria es alta. Estos hallazgos pueden
ayudar a las autoridades nacionales a implementar estrategias especificas y efectivas de control

de vectores para la prevencion y eliminacion de la malaria entre las poblaciones mas expuestas.
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En 2017 Coleman et al. utilizando datos de resistencia obtenidos de articulos publicados,
contactando a autores y recopilando datos no publicados. Fueron desglosados en sitios
individuales y periodos de recoleccion para proporcionar una resolucion espacial fina.
Incluyendo datos de 1955 a octubre de 2016 de 71 paises endémicos de malaria y 74 especies
de anofelinos. Los datos incluyen cuatro clases de insecticidas (6 carbamatos, 5 organoclorados,
16 organofosforados y 8 piretroides) y los mecanismos de resistencia asociados. Este permitio
concluir que la resistencia es un fendomeno que evoluciona rapidamente y los recursos y la
capacidad humana para monitorear continuamente grandes cantidades de poblaciones de

mosquitos en numerosos lugares simultaneamente no estan disponibles.

Este trabajo ha demostrado que los volimenes de datos de los resultados del bioensayo
de susceptibilidad a insecticidas son suficientes para permitir un analisis de las tendencias
espaciotemporales que generaran mapas regionales y proporcionaran predicciones modeladas

para todas las ubicaciones, en una alta resolucion.

Moyes et al. (2019) generaron una serie de datos geoespaciales para la resistencia a los
insecticidas en los vectores de la malaria, de modo que se puedan cuantificar las tendencias de
la resistencia en el tiempo y en el espacio, para evaluar el impacto de la resistencia en las

poblaciones silvestres que conducen a la transmision de la malaria en Africa.

Especificamente, los datos recopilados para determinar la prevalencia de resistencia a los
insecticidas fueron resultados de bioensayos estandar, en muestras representativas de especies
individuales o complejos de especies de Anopheles gambiae, el subgrupo Anopheles funestuss
y para nueve especies de vectores individuales. También se proporcionaron datos de marcadores
genéticos comunes de resistencia para respaldar el analisis de si estos marcadores pueden
mejorar la capacidad de controlar la resistencia en entornos de bajos recursos, asi como
frecuencias alélicas para marcadores asociados a resistencia conocidos en el canal de sodio
dependiente de voltaje (Vgsc). En total, se recopilaron ocho conjuntos de datos estandarizados
y preparados para el analisis que abarcaron mas de 20,000 colecciones de mosquitos africanos
entre 1957 y 2017. Estos datos de distribucion del vector permitieron respaldar una variedad de
andlisis de resistencia a insecticidas en vectores de malaria en Africa, mismos que se han
compartido con la Asociacion Panafricana de Control de Mosquitos para apoyar el

establecimiento de un recurso de datos gestionado y dirigido por este pais.
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En el caso del vector del dengue, Chediak et al. (2016) analizaron la propagacion
espacial y temporal de la resistencia al temefos en larvas de Ae. aegypti en Brasil durante 12
afios, utilizando concentraciones discriminantes de temefos y los protocolos de bioensayo de la
OMS. Los resultados de mortalidad obtenidos se sometieron a un analisis espacial para la
interpolacion a distancia utilizando modelos de semi-varianza para generar mapas que
representan la propagacion de la resistencia al temefos en Brasil desde 1999. Como resultado se
visualizd la expansién de la resistencia a lo largo del tiempo, desde 2002-2003,
aproximadamente la mitad del pais habia exhibido poblaciones de mosquitos resistentes al

temefos.

La frecuencia de la resistencia al temefos y, probablemente, las fallas de control, que
comienzan cuando el nivel de mortalidad por efecto del insecticida cae por debajo del 80%,
aumentd mas desde el 2004. En pocas regiones de Brasil se logro alcanzar el umbral de eficacia
objetivo del 80% para 2010/2011, resultando en un riesgo significativo de falla de control por
temefos en la mayor parte del pais. La resistencia generalizada al temefos en las poblaciones de
Ae. aegypti de Brasil comprometen en gran medida los esfuerzos efectivos de control de
mosquitos usando este insecticida, permitiendo demostrar la urgente necesidad de identificar

insecticidas alternativos.

El aumento de la resistencia a los insecticidas (RI) es una amenaza importante para los
programas de control de vectores establecidos, que pueden fallar si los insecticidas de uso
comun se vuelven ineficaces. Las autoridades de salud publica en la costa sur de Ecuador, una
region de alto riesgo para enfermedades transmitidas por Ae. aegypti, anteriormente tenian
informacién limitada sobre el estado de los RI en las poblaciones locales de mosquitos. Ryan y
su equipo de investigacion (2019) presentaron la primera evaluacion de Rl en adultos de Ae.
aegypti a insecticidas (deltametrina, malation y alfa-cipermetrina) utilizados habitualmente en
el control de vectores de salud publica en cuatro ciudades a lo largo de la costa sur de Ecuador.
El patrén de RI observado diferia entre las ciudades y las estaciones del muestreo de mosquitos,
lo que sugiere que el estado de RI puede fluctuar en el espacio y el tiempo. Ya que la Rl es un
componente integral de los servicios de control de vectores, conocer este tipo de informacion

permite implementar estrategias de gestion alternativas cuando se detecta RI.
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2.8 Manejo de resistencia a insecticidas

El manejo de Resistencia a Insecticidas (MRI) tiene como objetivo prevenir la
emergencia, desacelerar su evolucion o revertir la resistencia a insecticidas empleando
estrategias compatibles con un control vectorial eficiente y con un limitado efecto en el medio
ambiente. Debido a que el panel de insecticidas disponibles para salud publica es limitado, es
importante mantener la eficacia de los ingredientes activos que ya existen y los futuros. Para
este propdsito, se requiere la implementacion de un MRI de manera oportuna (Dusfour et al.
2019).

La frecuencia de resistencia a los insecticidas en una poblacion es un proceso adaptativo
impulsado por la seleccion natural que varia en el espacio y el tiempo bajo el control de factores
bioldgicos, genéticos y ambientales (Figura 3). Sin embargo, la resistencia puede ser el resultado
de mutaciones de novo, en bajas probabilidades, y la resistencia comin en una poblacién
proviene de la constante variacion genética, por ejemplo, la seleccion de un alelo resistente, o
por la introduccion de un individuo con alelos resistentes a través de migracion o transportacion
desapercibida por los seres humanos (French-Constant 2013; Mufioz et al. 2013; Raymond et
al. 2001).

El éxito de un MRI estriba en la reduccion de fuentes de presion de insecticidas,
principalmente control vectorial, posteriormente el ejercido por parte de la agricultura y uso
domeéstico (Nkya et al. 2014), por lo cual, el constante monitoreo de la resistencia a insecticidas
mediante ensayos bioldgicos y moleculares, asi como la evaluacion en la falla del control

vectorial son actividades clave para el MRI (Guedes 2017).

La respuesta cominmente utilizada de los programas de control a la resistencia al Aedes
es cambiar el insecticida una vez que los tratamientos se vuelven menos efectivos o incluso
ineficaces. Las estrategias que se incluyen son la rotacion de insecticidas, mosaicos (alternancia
espacial) y la combinacion con uso de alternativas no quimicas para el manejo integrado de
vectores, pero ha habido escasas pruebas de diferentes estrategias de eficacia en poblaciones de

Aedes y mosquitos en general (Hougard et al. 2003; Darriet y Chandre 2013).

Todas las comparaciones con mosaico, rotacion o combinacion basadas en modelos

tedricos o estudios empiricos demuestran que la "alternancia reactiva™ tiene un rendimiento
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inferior al de los otros enfoques de MRI para desacelerar la evolucion de la resistencia porque
la alternancia se implementa demasiado tarde, cuando los alelos de resistencia ya estan en alta
frecuencia (Dusfour et al. 2019), por lo que es requerida una investigacion operacional que
evalué estrategias de control vectorial en condiciones de campo y la resistencia genética en
términos generales (relaciones genotipo-fenotipo, comportamiento del mosquito), con un
enfoque experimental que evalué la probabilidad de falla de control de un insecticida que
permita una toma de decisiones consistente con respecto al manejo de la resistencia a los

insecticidas.

Esto necesariamente requiere un muestreo de poblacién vasto, con el objetivo de utilizar
el analisis espacial en busquedas de area amplia, para reconocer los puntos focales de resistencia
a los insecticidas y / o fallas de control que mejoraran los esfuerzos del manejo. Considerando
la distancia entre los sitios de muestreo, siguiendo la maxima de que cuanto mas cercanas estan
las dos cosas, méas se parecen, es la base de la Primera Ley de Geografia de Tobler (Guedes
2017).

tratamiento
insecticida

Poblacién
susceptible
(mas mortalidad)

frecuencia

- Fenotf‘po R multigénico Fenotipo R monogénico
Restricciones genéticas (uso de codones) Flujo de genes (entrada de alelos R)

Manejo de Presion de Seleccion de

Resistencia a Insecticida Insecticidas
(control de vectores, agricultura, uso domestico)

Poblacion
resistente
(mas sobrevivientes)

frecuencia

respuesta

Figura 3. Factores que afectan la seleccidn de la resistencia a los insecticidas en las poblaciones de insectos.

(Modificado de Dusfour et al. 2019).
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3. JUSTIFICACION

Los ensayos bioldgicos son comunmente las pruebas de primera linea porque pueden revelar la
prevalencia o el nivel de resistencia fenotipica. Son esenciales en la eleccion de la estrategia de
control y qué insecticidas alternativos usar. Sin embargo, los bioensayos carecen de sensibilidad
para detectar cambios en la susceptibilidad y a menudo detectan resistencia solo cuando la
frecuencia de alelos resistentes ya es alta, especialmente si la resistencia es recesiva (por

ejemplo, mutaciones kdr).

Las herramientas de diagndstico molecular de alto rendimiento asociadas con los
ensayos biologicos pueden proporcionar datos clave para identificar las causas de la resistencia
a fin de implementar estrategias adecuadas de manejo de la resistencia (Hemingway et al. 2013).
En teoria, la deteccion de alelos de resistencia antes de que la resistencia operativa pueda
diagnosticarse mediante bioensayos, o el fracaso de la intervencion puede facilitar el manejo de
la resistencia al indicar la necesidad de un cambio de herramienta de control de vectores antes
de que los alelos de resistencia alcancen la fijacion. Las herramientas moleculares pueden
ayudar a elegir el mejor insecticida alternativo, conociendo los patrones de resistencia cruzada

asociados con algunos alelos de resistencia.

La identificacion espacial de los focos de resistencia kdr proporcionan una alternativa
altamente factible para que el personal de vectores en las entidades federativas a través del
Programa Nacional enfoque las acciones de seleccidn de insecticidas con base en las areas de

alto riesgo de resistencia identificadas como sitios focales.

En términos de la contribucion cientifica, la presente propuesta contribuye a
responder preguntas basicas y generar nuevas hipétesis con respecto a los patrones espaciales

de los focos de resistencia kdr en Ae. aegypti en México.
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4. HIPOTESIS

Existe asociacion espacial entre las frecuencias de los genotipos resistentes de las mutaciones
kdr V410L, V10161 y F1534C en Aedes aegypti y las areas de mayor frecuencia de resistencia

a insecticidas piretroides.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar el patron de distribucion espacial de la frecuencia de resistencia kdr a piretroides en

poblaciones de Aedes aegypti de la costa del pacifico y sureste de México

5.2 Especificos

e Analizar la frecuencia de 3 mutaciones kdr V410L, V10161 y F1534C en poblaciones de
Ae. aegypti (L.) de Mexico y su relacion con la respuesta a ensayos dosis diagndstico
con dos diferentes tipos de insecticidas piretroides (permetrina y deltametrina).

e Determinar la asociacion espacial de la frecuencia de alelos de resistencia kdr en Ae.
aegypti de la vertiente del golfo y del pacifico de México.

e Validar la co-ocurrencia de alelos de resistencia kdr con altas frecuencias de resistencia
a piretroides medida como mortalidad menor a 90% en bioensayos con dosis diagnostico

de permetrina y deltametrina.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material Bioldgico

Se recopilaron las frecuencias de 45 poblaciones de Ae. aegypti distribuidas en 15 estados de la
republica (Figura 4) y de estas mismas se seleccionaron 25 poblaciones (Tablal) distribuidas
perimetralmente en el territorio mexicano, las cuales fueron sometidas a bioensayos con dosis
de diagndstico (DD) usando insecticidas piretroides tipo 1 (permetrina) y tipo 2 (deltametrina).
De las 25 poblaciones sometidas a bioensayo se consideraron 10 poblaciones, de las cuales los
individuos tanto vivos como muertos fueron separados y posteriormente fueron genotipificados

individualmente para las tres mutaciones mencionadas anteriormente.
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Figura 4. Localizacion de las 45 poblaciones de Ae. aegypti donde se recopilaron frecuencias kdr
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Tabla 1. Listado de poblaciones de Ae. aegypti y ubicacién geografica, sometidas al analisis de prediccion espacial

Longitud Latitud Grados

Poblacion ° ' “ ° ' “ Longitud Latitud
Zona Libre 0] 18 29 6.8 88 23 36.5 18.4852222 88.3934722
Campeche 19 49 3739 90 33 6.08 19.8270528  90.5516894
Champotén 19 21 5178 90 43 17.70 19.364385 90.7215836
Cd. Carmen 18 39 4012 91 49 32.06 18.6611464 91.8255733
Monterrey De 25 42 249 100 21 86  25.7069167  100.352389
Guadalupe 25 38 56 100 10 49.2 25.6488889  100.180333
Heroica Céardenas 18 32 1477 92 38 2552 185374361  92.6404222
Frontera 17 59 18.13 92 55 5532 17.9883694 92.9320333
Villahermosa ) 17 59 5818 93 21 2493 17.9994944  93.356925
Tampico 22 6 3812 97 48 11.3 22.11059 97.8031389
Cancin 21 8 2865 86 52 43.04 211412917 86.8786222
Felipe Carrillo 19 33 37.07 88 2 39.14 19.5602972  88.0442056
Chetumal 18 30 2260 88 17 12.81 18.500628 88.2868934
Cardel b 19 23 4728 96 22 44.47 19.3846467 96.3790217
Emilio Carranza 1) 19 58 2650 96 36 2659 19.9740292  96.6073875
Poza Rica D 20 30 18.98 97 28 1.02 20.5052733 97.4669506
Cosoleacaque 1)) 18 0 2242 94 37 4395 180062292  94.6288761
Minatitlan D 18 1 1010 94 32 5255 18.0194736  94.5479331
Acayucan 17 57 552 94 53 5790 17.9515358  94.8994189
Coatzacoalcos 1D 18 4 3189 94 19 1599 18.0755253 94.3211108
Mérida 0] 20 56 17.83 89 33 42.78 20.9382861 89.5618844
San Antonio Kaua 20 56 28.86 89 33 46.36 20.9413519  89.5628803
Uman 20 53 12.08 89 45 487 20.88669 89.7513531
Vergel 0] 20 57 1648 89 34 17.95 20.9545783 89.5716547
Valladolid 20 41 2671 88 12 11.04 20.6907547 88.2030678
Chiapas 16 45 2 93 7 4 16.7505556  93.1177778
Acapulco De 16 53 7.19 99 50 2354 16.8853306 99.8398722
Coyoacan 17 0 918 100 4 46.23 17.00255 100.079508
Zihuatanejo De 17 39 185 101 31 5077 17.6505139 101.530769
Tecoman 18 54 50 103 53 10 18.9138889 103.886111
Manzanillo 19 7 55 104 20 49 19.1319444 104.346944
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Colima 19 14 4532 103 42 2659 19.2459222 103.707386
José Maria Morelos De 19 40 19.07 105 10 17.18 19.6719639 105.171439
Puerto Vallarta 20 31 515 105 17 31  20.5309722  105.291944
Compostela 21 7 13.6 105 17 31 21.1204444 105.291944
San Blas De 21 32 281 105 17 18.3 21.5411389 105.288417
Mazatlan b 23 11 455 106 27 542 23.1959722 106.465056
Guasave De 25 33 1.3 108 27 116  25.5503611 108.482222
La Paz De 24 8 299 110 16 34.1 24.1416389 110.276139
Cd. Constitucién 25 1 55 111 38 58.7 25.0181944 111.649639
Loreto b 26 1 498 111 21 896 26.01805 111.352489
San Luis Rio De 32.4499444  114.727361
Colorado 32 26 59.8 114 43 385

Muzquiz 1)) 27 53 30.18 101 31 43.87 27.8917167 101.528853
Piedras Negras 28 40 1.09 100 55 19 28.66697 100.921944
Acufia D 29 18 25.10 100 55 19  29.3069739  100.921944

D Seleccionada para DD; e Seleccionada para analisis de correlacion genotipo-fenotipo

6.2 Bioensayos

Los bioensayos se realizaron siguiendo el protocolo de Brogdon y McAlister (1998). Estos se
realizaron en botellas Wheaton® de 250 ml recubiertas con 15ug/botella de insecticida
permetrina como piretroide tipo 1 y 10ug/botella de insecticida deltametrina como piretroide
tipo 2, siendo esta la dosis-diagndstico de cada uno de los insecticidas. Posteriormente se agregd
a cada botella 1 ml de acetona como solucion disolvente, las botellas se taparon y agitaron
suavemente por rotacion. Una vez garantizada una cubierta uniforme de la solucion, se dejaron

secar durante 24h en un lugar oscuro a 24 °C.

Se prepararon cuatro réplicas de cada insecticida individualmente (permetrina y
deltametrina) con una dosis diagnostico (DD) y una botella control (solo solvente). Veinticinco
hembras adultas de Ae. aegypti se transfirieron a cada botella de prueba/control utilizando un
aspirador. Se sometieron a prueba un maximo de 100 mosquitos (25 x 4 réplicas) para cada
insecticida en cada DD mas una botella control con 25 mosquitos, para cada una de las 25

poblaciones seleccionadas (Tabla 1).
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6.3 Extraccion de ADN en mosquitos

Se extrajo el ADN individualmente de 30 mosquitos adultos hembra de cada una de las 45
poblaciones de Ae. aegypti mediante la técnica de extraccion de sales modificada de Coen et al.
(1982), la misma técnica fue utilizada para 100 mosquitos hembra de las 10 poblaciones
seleccionadas sometidas previamente a DD (Tabla 1). La genotipificacion se realiz6 por
separado en los individuos que sobrevivieron y murieron al ser sometidos a la DD de cada

insecticida.

Los mosquitos fueron macerados individualmente en 100ul de buffer de extraccion
(0.1M NaCl, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCI pH 9.1, 0.005M EDTA y 0.5% de dodecilsulfato de
sodio- SDS) utilizando pistilos Kontex en tubos eppendorf de 1.5ml. Se centrifugaron durante
5 min a 13,000 rpm y se incubaron durante 30 minutos a 65°C. Transcurrido este tiempo se
agrego a cada tubo 15ul de acetato de potasio y se colocaron a -20°C por al menos 30min con
la finalidad de que precipite el SDS. Posteriormente se centrifugo a 14,000 rpm durante 15 min
y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo donde se realizaron los lavados con 200 pl de
etanol al 100% y 70%. Una vez obtenido el pellet de ADN, los tubos se dejaron secar por 10
minutos a 65°C y se resuspendieron en 30ul de agua bidestilada ultrapura y se determind la

pureza en un equipo NanoDrop 2000 spectrophotometer.

Las muestras fueron almacenadas a -20°C para la posterior genotipificacion de cada una

de las mutaciones descritas previamente por medio de PCR alelo especifica.

6.4 Amplificacion de alelos especificos de las mutaciones kdr por PCR cuantitativa.

Para obtener la frecuencia de los alelos que causan la resistencia kdr en los loci 410, 1016 y
1534 del canal de sodio dependiente de voltaje (vgsc) se utilizaron las condiciones y primers

(Tabla 2) reportados por Saavedra et al. (2018, 2007) y Yanola et al. (2011) respectivamente.
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Tabla 2 Primers utilizados para la deteccidn de la mutacién kdr 11016V, C1534F Y V410L

Mutacion

primer Secuencia de 5> a 3’ Autor
V410 F GCG GGC AGG GCG GCG GGG GCG GGG CC
ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCGTG Saavedra-
V410L L410 F GCG GGC ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCATT Rodriguez et
al., 2018
410R TTCTTCCTCGGCGGCCTCTT
Vall016 F GCGGGCGGCGGGGGCGGGGCC
ACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG Saavedra-
11016V 11e1016 F GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA Rodriguez et
al., 2007
11e1016 R TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC
C1534-f GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCT
ACTTTGTGTTCTTCATCATGTG
Yanolaet al.,
C1534F F1534-f GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT 2011
CP-r TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) para cada una las tres
mutaciones individualmente se llevaron a cabo como se describe a continuacion, en un tubo de
1.5ml se preparé un master mix, cuyo contenido por reaccion fue: 10 ul de SYBER Green
supermix (Bio-Rad 170-8880), seguido de 13.85 pl de H2O libre de nucleasas (NFW),
posteriormente se afiadio 1 puM de cada uno de los primers (segun la mutacion a detectar),
consultar Tabla 2, se mezclé por pipeteo. Después se utiliz6 una tira de ocho tubos (MicroAmp
Optical 8-Tube Strip, 0.2 ml), donde se colocaron 24 pl del master mix en cada tubo de la tira
seguido de 1 pl de ADN gendmico de mosquito (~25 ng). La tira fue cerrada con tapas en tiras
(MicroAmp Optical Cap Strips) y luego se llevo a una centrifuga de tiras (Heathrow Scientific
Sprout® mini centrifuge) por 2 minutos para asegurar la reaccion de PCR en el fondo del pozo.
Doce tiras fueron colocadas en un termociclador Step One Plus con las siguientes con los

siguientes programas de temperaturas de acuerdo con cada mutacion.

Para la mutacién V410L 3 minutos a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 20
segundos a 56°C y 20 segundos a 72°C; para la mutacion 1016, 4 minutos a 95°C, 30 ciclos de
10 segundos a 95°C, 10 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C. Para la mutacion 1534, 3
minutos a 95°C, 30 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C y 30 segundos a 72°C,
en los tres casos se realizo posteriormente una curva de disociacion que constd de incrementos
de 0.2 °C desde 65°C hasta 95°C durante 10 segundos.

6.5 Andlisis de resultados
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6.5.1 Bioensayos

El porcentaje de mortalidad obtenido al someter los individuos de cada una de las
poblaciones a la DD correspondiente de cada insecticida fue registrado. Con base en este valor
se utilizo el criterio de OMS (2016) para categorizar la frecuencia de resistencia de la siguiente
manera: un porcentaje de mortalidad mayor o igual a 98% se considerd que la poblacién fue
susceptible al insecticida, de 97 a 90% probable resistencia y menor a 90% resistencia

confirmada.

6.5.2 Mutaciones kdr

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas de las 45 poblaciones de Ae. aegypti
para las mutaciones V410L, V1016l y F1534C. Las frecuencias genotipicas (f) fueron
calculadas dividiendo el numero de mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de

mosquitos analizados:

Frecuencia del genotipo homocigoto susceptible para cada una de las mutaciones: V410/V410,
V1016/V1016, F1534/F1534:
(fsusceptible) = Numero de mosquitos (homocigotos susceptibles) / Numero total de mosquitos

analizados

Frecuencia del genotipo homocigoto resistente para cada una de las mutaciones: V410/V410,
V1016/V1016, F1534/F1534:

(fresistente) = Numero de mosquitos (AA) / Numero total de mosquitos analizados

Frecuencia del genotipo heterocigoto V410/1410, V1016/11016, F1534/C1534
(fheterocigoto) = Numero de mosquitos (heterocigotos) / Numero total de mosquitos analizados

Las frecuencias alélicas se calcularon al sumar la frecuencia genotipica de los heterocigotos

entre dos mas la frecuencia de los homocigotos:

Frecuencia alélica de V410, V1016, F1534.
p = fsuceptible + (fheterocigoto / 2)
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Frecuencia alélica de L410, 11016, C1534.
q = fresistente + (fheterocigoto / 2)

Se calcul6 la prueba de X? para comprobar si las poblaciones evaluadas se encontraban en

Equilibrio Hardy-Weinberg.

6.5.3. Analisis de co-ocurrencia de mutaciones kdr

Se generd una base de datos con los genotipos de cada una de las mutaciones por
individuo de las 45 poblaciones de Ae. aegypti, se registrd el genotipo de la coocurrencia de las
tres mutaciones por cada individuo, siendo 1350 individuos analizados, posteriormente se cred
una base de datos con las frecuencias de los 22 genotipos encontrados.

Asi también se generd una base de datos con los genotipos de cada una de las mutaciones
por individuo de 10 poblaciones de Ae. aegypti sometidas previamente a bioensayo DD, se
registro el genotipo de la coocurrencia de las tres mutaciones por cada individuo, siendo 974
individuos expuestos a deltametrina y 942 individuos en el caso de permetrina, posteriormente
se cred una base de datos con las frecuencias de los 16 genotipos encontrados en las poblaciones
expuestas a deltametrina y 17 genotipos en las expuestas a permetrina. En todos los casos se

crearon graficos de barras para mejor visualizacion de los resultados.

6.5.4 Asociacion fenotipo-genotipo

Se gener6 una base de datos utilizando las mediciones realizadas, clase de fenotipo
(pruebas de botella) y genotipo (frecuencia de genotipo resistente para cada mutacion). Se
Ilevd a cabo un analisis de asociacion fenotipo-genotipo por medio de la razén de momios
(OR) y se calculé la significancia estadistica con la prueba de probabilidad exacta de Fisher
(p<0.05).

Prob. de mosquitos vivos 0 muertos = No. de mosquitos mutados
No. de mosquitos no mutados

OR= Probabilidad de mosquitos vivos
Probabilidad de mosquitos muertos
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6.5.5. Analisis espacial

6.5.5.1 Distribucion de susceptibilidad a piretroides

Para visualizar la distribucion espacial de la susceptibilidad a piretroides, utilizamos los
porcentajes de mortalidad de 25 poblaciones de Ae. aegypti sometidas a bioensayo DD, creamos
una base de datos que contenia el nombre de la poblacion, los grados de longitud-latitud y los
porcentajes de mortalidad obtenidos, posteriormente creamos un mapa de prediccién por cada
uno de los insecticidas con el método IDW (Watson y Phillip 1985) el cual asume que cada
punto medido tiene una influencia local que disminuye con la distancia. Se les asigné una
ponderacién mayor a los puntos méas cercanos a la posicién por predecir, que a aquellos que se

encuentran mas alejados, de ahi el nombre de distancia inversa ponderada.

Para realizar los mapas de prediccion se utilizo el programa R Studio version 3.6.3, las
librerias que se utilizaron fueron rgdal, tmap, maptools, raster, spatstat, gstat y sp.
Posteriormente los mapas fueron exportados a QGIS version 3.8.3 donde fueron

georreferenciados y se crearon los mapas de salida.

6.5.5.2 Distribucion espacial de las frecuencias kdr

Para visualizar la distribucion espacial de las frecuencias kdr utilizamos las frecuencias
de las mutaciones kdr de las 45 poblaciones de Ae. aegypti, creamos una base de datos que
contenia el nombre de la poblacion, los grados de longitud-latitud y las frecuencias de cada uno
de los 21 genotipos diferentes para las mutaciones V410L, V10161 y F1534C, posteriormente
se cred una capa vectorial utilizando el programa QGIS version 3.8.3, la capa fue
georreferenciada con el sistema de referencia de coordenadas WGS84, posteriormente se

crearon graficos de pastel por cada poblacién con los 21 genotipos.

6.5.5.3 Analisis espacial de la resistencia a piretroides y mutaciones kdr

Para visualizar la asociacion de la frecuencia de resistencia con los genotipos resultantes
de las pruebas moleculares, se conjuntaron la capa de prediccion espacial de susceptibilidad
creada posteriormente con la capa de los 21 genotipos. Los programas utilizados para crear los
mapas fueron R Studio version 3.6.3 y QGIS version 3.8.3, permitiendo mapear la distribucion
de las mutaciones kdr en las zonas de las costas del pacifico y sureste de México, de este modo
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se visualiz6 de manera gréfica la asociacion entre la distribucion espacial de las frecuencias de
las tres mutaciones (V410L, V10161 y F1534C) y la resistencia a piretroides medida como
mortalidad menor a 90% en bioensayos con dosis diagndstico.

Adicionalmente se realizaron analisis de regresion lineal para establecer la relacion entre
las frecuencias de los genotipos resistentes entre las mutaciones, en los individuos que
sobrevivieron a los bioensayos, se calculd el coeficiente de determinacion r? (p<0.05) para

establecer la fuerza de la relacion.
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7. RESULTADOS

7.1 Bioensayos

La tabla 3 se muestra los resultados de los bioensayos al someter los mosquitos a la dosis

diagnostico de 2 diferentes insecticidas piretroides; permetrina y deltametrina.

En los bioensayos DD con permetrina todas las poblaciones, presentaron un porcentaje
de mortalidad menor a 90%, indicando resistencia a piretroides tipo I, a excepcion de las
poblaciones de Emilio Carranza y Coatzacoalcos con 93 y 91 % respectivamente, el resto de
los porcentajes de mortalidad fueron de 0 a 86.54, la mayor frecuencia de resistencia para
permetrina se distribuye en la costa sureste del pais especificamente en poblaciones de los
estados de Veracruz (Cosoleacaque 0% y Cardel 7%) y Tabasco (Villahermosa 3%).

Por otro lado, en los bioensayos con deltametrina, las poblaciones de Rio Bravo,
Minatitlan, Acapulco, San Blas, Mazatlan, Sonora y Acufia registraron una mortalidad de entre
el 90 y 97 % indicando una posible resistencia, las poblaciones resistentes determinadas por un
porcentaje de mortalidad menor al 90% fueron Por otro lado, en los bioensayos con deltametrina,
las poblaciones de Rio Bravo, Minatitlan, Acapulco, San Blas, Mazatlan, Sonora y Acufia
registraron una mortalidad de entre el 90 y 97 % indicando una posible resistencia, las
poblaciones resistentes determinadas por un porcentaje de mortalidad menor al 90% fueron
Villahermosa (58%), Emilio Carranza (74%), Poza Rica (76%), Cosoleacaque (75%), Mérida
(76%), Vergel (86%), Campeche (84%), Tampico (88%) y Zihuatanejo (85%), en contraste las
poblaciones susceptibles indicadas por un porcentaje de mortalidad superior al 97 % fueron José
Maria Morelos (98%), Guasave (98), La Paz (98), Monterrey (99%), Cancun (99),
Coatzacoalcos (99), Muzquiz (99%) y Loreto (100%). Emilio Carranza (74%), Poza Rica
(76%), Cosoleacaque (75%), Mérida (76%), Vergel (86%), Campeche (84%), Tampico (88%)
y Zihuatanejo (85%), en contraste las poblaciones susceptibles indicadas por un porcentaje de
mortalidad superior al 97 % fueron Jose Maria Morelos (98%), Guasave (98%), La Paz (98%),
Monterrey (99%), Cancun (99%), Coatzacoalcos (99%), Muzquiz (99%) y Loreto (100%). La
mayor frecuencia de resistencia para deltametrina se distribuye en la costa sureste del pais
especificamente en las poblaciones de Villahermosa (58 %), Emilio Carranza (74%)
Cosoleacaque (75%), Poza Rica (76 %) y Mérida (76 %).
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Tabla 3. Mortalidad de hembras de Ae. aegypti después de la exposicion a dosis diagnéstico de insecticidas
piretroides y estatus en el nivel de resistencia.

. % Mortalidad
Estado Localidad - -
Permetrina | Status | Deltametrina | Status
_ Muzquiz 75 R! 99 S
Coahuila
Acuia 53 R 95 C
Nuevo Ledn Monterrey 89 R 99 S
. Tampico 39 R 88 R
Tamaulipas -
Rio Bravo 76 R 90 C
Cardel 7 R 80 R
Emilio Carranza 93 C? 74 R
Poza Rica 31 R 76 R
Veracruz
Cosoleacaque 0 R 75 R
Minatitlan 64 R 96 C
Coatzacoalcos 91 C 99 S
Tabasco Villahermosa 3 R 58 R
) Meérida 85 R 76 R
Yucatan
Vergel 87 R 86 R
Quintana Roo Cancin 65 R 99 S
Acapulco 61 R 94 C
Guerrero - -
Zihuatanejo 30 R 85 R
Jalisco  [José Maria Morelos 53 R 98 S
Nayarit San Blas 59 R 97 C
. Mazatlan 49 R 97 C
Sinaloa
Guasave 37 R 98 S
Sonora San Luis RC 62 R 96 C
La Paz 79 R 98 S
BCS
Loreto 87 R 100 S
Belice Zona Libre 37 R 84 R

IR resistente, %C resistencia por confirmar, 3S susceptible
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7.2 Frecuencia de mutaciones V410L, V1061, F1534C en poblaciones de Ae. aegypti
En las tablas 4, 5 y 6 se muestran el nimero de mosquitos de cada genotipo, la frecuencia del
alelo mutado y el intervalo de confianza al 95% de las poblaciones de Ae. aegypti del este y sur

de México incluyendo una poblacion de Belice.

La mayor frecuencia de los genotipos resistentes L410 con base a los resultados de
genotipificacion se distribuye en las poblaciones de Minatitlan (0.99), Cardel (0.97), Cancun

(0.93) y Frontera (0.91), ubicadas en la costa sureste del pais.

En el caso de la frecuencia de los genotipos resistentes 11016 se distribuye mayormente
en las poblaciones de Cardel (0.95), Minatitlan (0.93) y Heroica Cardenas (0.88).

Para el alelo resistente C1534 se encuentro fijo en todas las poblaciones analizadas. Con
base en los bioensayos y genotipificacion realizados, existe una concentracion de resistencia en

la costa sur del pais, especificamente en los estados de Veracruz y Tabasco.

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion V410L en poblaciones de Ae. aegypti de la costa del
pacifico y sureste de México.

Poblacion n|LL|VL|WVW Freq. (95% CI) FIS | x2 Hardy- Weinberg | P value
Guadalupe 30| 5 | 13| 12 | 0.38(0.23-0.56) 0.08 0.2 >0.05
Mérida 309 |18 3 0.60 (0.42-0.75) -0.25 1.87 >0.05
Chiapas 30| 4|23 3 0.52 (0.36-0.68) -0.53 8.58 <0.05
Monterrey 3012 |11 7 0.58 (0.40-0.73) 0.24 1.81 >0.05
San Antonio Kaua | 30 | 15 | 10 | 5 0.67 (0.83-1.01) 0.25 1.87 >0.05
Campeche 30| 9 |14 7 0.53 (0.36-0.69) 0.06 0.11 >0.05
Champotdn 30| 6 | 13| 11 | 0.42(0.26-0.59) 0.1 0.35 >0.05
Cd.delCarmen | 30|22 | 8 | O 0.87 (0.69-0.95) -0.1 0.71 >0.05
Cardel 30127 3|0 0.95 (0.79-0.99) -0.05 0.08 >0.05

E. Carranza 27110 | 11| 6 0.57 (0.38-0.73) 0.16 0.75 >0.05
Poza Rica 29119 7 | 3 0.78 (0.59-0.89) 0.3 2.71 >0.05
Cosoleacaque 27| 4 | 13 | 10 0.39 (0.23-0.57) -0.01 0.004 >0.05
Minatitlan 3029|110 0.98 (0.83-1.01) -0.01 0.008 >0.05
Cancun 29| 4 | 13| 12 | 0.36(0.21-0.54) 0.02 0.02 >0.05

F. Carrillo 30|15 | 13| 2 0.72 (0.53-0.84) -0.06 0.13 >0.05
Umaén 30|12 | 13| 5 0.62 (0.43-0.76) 0.08 0.2 >0.05
Coatzacoalcos 30|13 (10| 7 0.60 (0.42-0.75) 0.305 4.18 >0.05
Acayucan 30| 5 |12 ] 13 0.37 (0.21-0.54) 0.138 0.577 >0.05
Frontera 30| 4 | 14|12 | 0.37(0.21-0.54) | -0.004 0.0006 <0.05

H Cérdenas 30|24 | 5 1 0.88(0.71-0.96) | 0.191 1.098 >0.05
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Villahermosa 30| 15 1 0.73 (0.85-0.55) -0.19 1.119 <0.05
Tampico 29 23 | 0.12(0.03-0.29) | 0.187 1.0214 >0.05
Chetumal 25 12| 6 0.52 (0.33-0.69) | 0.038 0.036 >0.05
Mérida 30 19 | 3 0.58 (0.40-0.73) -0.3 2.751 <0.05
Vergel 3010|191 0.65 (0.47-0.79) -0.39 4.608 <0.05
Valladolid 30|12 | 15| 3 0.65 (0.47-0.79) -0.09 0.293 <0.05
Belice 30| 5|18 7 0.47 (0.30-0.63) -0.2 1.26 <0.05
Acapulco 30| 23 0 0.88 (0.71-0.96) -0.13 0.52 >0.05
Coyuca 30|21 1 0.83 (0.65-0.93) 0.04 0.05 >0.05
Zihuatanejo 3019|110 0.81 (0.64-0.91) -0.22 1.51 >0.05
Tecomén 30| 7|15 8 0.48 (0.31-0.65) 0.00 0.00004 >0.05
Manzanillo 304 |22 2 0.50 (0.35-0.70) -0.69 10.21 <0.05
Colima 30124 6 | 0 0.90 (0.73-0.97) -0.11 0.37 >0.05
José Ma. Morelos | 30 20 | 9 | 0.36(0.21-0.30.54) | -0.44 5.69 <0.05
Puerto Vallarta | 30 8 | 13 0.43 (0.27-0.60) 0.46 6.27 <0.05
Compostela 30116 |14 | 0 0.76 (0.58-0.88) -0.30 2.78 >0.05
San Blas 30| 2 | 18 | 10 | 0.36(0.21-0.54) -0.29 2.56 >0.05
Villa Unién 30| 7|14 9 0.46 (0.30-0.63) 0.06 0.12 >0.05
Guasave 3019 |11 | 0 0.81 (0.64-0.91) -0.22 151 >0.05
La Paz 30| 8 |13 9 0.48 (0.31-0.65) 0.13 0.53 >0.05
Constitucion 30|11 |16 | 3 0.63 (0.45-0.78) -0.15 0.66 >0.05
Loreto 30| 5|16 9 0.43 (0.27-0.60) -0.09 0.22 >0.05
SLRC, Sonora 30| 7|21 2 0.58 (0.40-0.73) -0.44 5.81 <0.05
Honduras 30| 6 | 17| 7 0.48 (0.31-0.65) -0.13 0.54 >0.05
Piedras Negras [ 30| 7 | 12 | 11 | 0.43(0.27-0.60) 0.19 1.03 >0.05
Acufia 30| 2|22 6 0.43 (0.27-0.60) -0.49 7.30 <0.05
Muzquiz 3020 9 | 1 0.81 (0.64-0.91) 0.00 0.0001 >0.05

Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotipicas de la mutaciéon V10161 en
pacifico y sureste de México.

poblaciones de Ae. aegypti de la costa del

Poblacion n | Il |[VI|VV]| Freg.(95% CI) FIS x2 Hardy- Weinberg | P value
Guadalupe 3010 20| O 0.67 (0.48-0.80) -0.5 7.5 <0.05
Mérida 30|10 |17 | 3 0.62 (0.43-0.76) -0.19 1.18 <0.05
Chiapas 30 26| 1 0.53 (0.36-0.69) -0.74 16.4 >0.05
Monterrey 30 17| 8 0.45 (0.28-0.62) -0.14 0.62 >0.05
San Antonio Kaua | 30 | 16 | 12 | 2 0.73 (0.83-1.01) -0.02 0.01 >0.05
Campeche 30|12 | 15| 3 0.65 (0.47-0.79) -0.09 0.29 >0.05
Champotén 30| 5 |14 | 11 | 0.40(0.24-0.57) 0.02 0.02 >0.05
Cd. del Carmen 30|22 6 2 0.83 (0.65-0.93) 0.28 2.35 >0.05
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Cardel 30|27 | 3 0 0.95 (0.79-0.99) -0.05 0.08 <0.05

E. Carranza 27 20| 7 0.37 (0.21-0.55) -0.58 9.34 <0.05
Poza Rica 29 7 | 20 | 0.19(0.08-0.37) 0.21 1.33 >0.05
Cosoleacaque 27 20| 1 0.59 (0.40-0.75) -0.53 7.7 >0.05
Minatitlan 30|27 2 1 0.93 (0.77-0.99) 0.46 6.46 >0.05
Cancun 29 17|12 O 0.79 (0.61-0.90) -0.26 1.97 >0.05

F. Carrillo 30|15 (13| 2 0.72 (0.53-0.80) -0.06 0.13 >0.05
Umén 30| 9 |17 4 0.58 (0.40-0.73) -0.16 0.82 >0.05
Coatzacoalcos 30|10 | 18| 2 0.63(0.45-0.78) -0.29 2.55 >0.05
Acayucan 30 13| 11 | 0.42(0.26-0.59) | 0.108 0.35 >0.05
Frontera 30 251 0 0.58 (0.40-0.73) -0.71 15.3 <0.05

H Cérdenas 3024 | 5 1 0.88 (0.71-0.96) | 0.191 1.09 >0.05
Villahermosa 3014|115 1 0.72 (0.53-0.84) | -0.231 1.6 >0.05
Tampico 29 15|10 | 4 0.69 (0.50-0.82) 0.19 1.09 >0.05
Chetumal 25 13| 6 0.50 (0.48-0.80) -0.04 0.04 >0.05
Mérida 30 18| 3 0.60 (0.42-0.75) -0.25 1.87 >0.05
Vergel 30 20| 1 0.63 (0.45-0.78) -0.43 5.68 >0.05
Valladolid 30|12 | 15| 3 0.65 (0.47-0.79) -0.09 0.29 >0.05
Belice 30 | 24 1 0.88 (0.71-0.96) 0.19 1.09 >0.05
Acapulco 30 | 23 0 0.88 (0.71-0.91) -0.13 0.52 >0.05
Coyuca 30| 4)126] 0 0.56 (0.39-0.75) -0.76 17.54 <0.05
Zihuatanejo 30|2010| O 0.83 (0.65-0.93) -0.20 1.20 >0.05
Tecoman 30 28| 0 0.53 (0.36-0.69) -0.88 22.97 <0.05
Manzanillo 30 21| 2 0.58 (0.40-0.73) -0.44 5.81 <0.05
Colima 30(15|15] 0 0.75 (0.56-0.87) -0.33 3.33 >0.05
José Ma. Morelos |30 | O [ 30| O 0.50 (0.33-0.66) -1.00 30.00 <0.05
Puerto Vallarta 30| 0 |30] O 0.50 (0.33-0.66) -1.00 30.00 <0.05
Compostela 3011|119 ] 0 0.68 (0.34-0.68) -0.46 6.44 <0.05
San Blas 30| 129 0 0.51 (0.67-0.94) -0.94 26.25 <0.05
Villa Uni6n 3021 9 0 0.85 (0.62-0.90) -0.18 0.93 >0.05
Guasave 30|18|12| 0 0.80 (0.30-0.63) -0.25 1.88 >0.05
La Paz 30 20| 6 0.46 (0.33-0.66) -0.34 3.45 >0.05
Constitucion 30 30| 0 0.50 (0.33-0.66) -1.00 30.00 <0.05
Loreto 30 20| 5 0.50 (0.33-0.66) -0.33 3.33 >0.05
SLRC, Sonora 3014|116 ] 0 0.73 (0.55-0.85) -0.36 3.97 <0.05
Honduras 30| 1]|28| 1 0.50 (0.33-0.66) -0.87 22.53 <0.05
Piedras Negras 30(20| 9 1 0.81 (0.64-0.91) 0.00 0.00 >0.05
Acufia 30 14 | 7 0.53 (0.36-0.69) 0.06 0.12 >0.05
Muzquiz 30 13| 9 0.48 (0.31-0.65) 0.13 0.53 >0.05
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Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de la mutacion F1534C en poblaciones de Ae. aegypti de la costa del

pacifico y sureste de México.

Poblacién n | CC| FC | FF | Freq.(95% Cl) | FIS | x2 Hardy- Weinberg | P value
Guadalupe 30 | 29 1 0 | 0.98(0.83-1.01) | -0.01 0.008 >0.05
Mérida 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Chiapas 30 | 24 6 0 | 0.90(0.73-0.97) | -0.11 0.37 >0.05
Monterrey 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
San Antonio Kaua | 30 | 30 0 0 1.0 (0.83-1.01)
Campeche 30 | 28 2 0 | 0.97(0.81-1.01) | -0.03 0.03 >0.05
Champotén 30 | 29 1 0 | 0.98(0.83-1.01) | -0.01 0.01 >0.05
Cd. del Carmen 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Cardel 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
E. Carranza 27 | 27 0 0 1.0 (0.84-1.02)
Poza Rica 29 | 29 0 0 1.0 (0.85-1.02)
Cosoleacaque 27 | 17 | 10 0 | 0.81(0.62-0.92) | -0.22 1.39 >0.05
Minatitlan 30 | 18 | 11 1 | 0.78 (0.60-0.89) | -0.08 0.19 >0.05
Cancun 29 | 27 2 0 0.97 (0.81-1.0) | -0.03 0.03 >0.05
F. Carrillo 30 | 30 0 0 | 1.0(0.86-1.029) | ----
Uman 30 | 27 3 0 | 0.95(0.79-0.99) | -0.05 0.08 >0.05
Coatzacoalcos 30 | 28 2 0 | 0.95(0.76-1.00) | -0.04 0.03 >0.05
Acayucan 30 | 25 5 0 0.91(0.75-0.98) | -0.09 0.24 >0.05
Frontera 30 | 29 1 0 | 0.98(0.83-1.01) | -0.01 0.008 >0.05
H Cérdenas 30 7 22 1 | 0.60(0.42-0.75) | -0.52 8.35 >0.05
Villahermosa 30 | 30 0 0 1.0 (0.85-1.02)
Tampico 29 | 29 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Chetumal 25 | 24 1 0 | 0.98(0.81-1.01) | -0.02 0.01 >0.05
Mérida 30 | 25 4 1 | 0.90(0.73-0.97) | 0.25 2.01 >0.05
Vergel 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Valladolid 30 | 16 | 14 0 | 0.77(0.58-0.88) | -0.3 2.77 >0.05
Belice 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Acapulco 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Coyuca 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Zihuatanejo 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Tecoman 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Manzanillo 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Colima 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
José Ma. Morelos | 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Puerto Vallarta 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Compostela 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
San Blas 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
Villa Uni6n 30 | 30 0 0 1.0 (0.86-1.02)
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Guasave

30 | 30 1.0 (0.86-1.02)

La Paz

30 | 21 0.85 (0.67-0.94) 0.934256055

Constitucion

30 | 29 0.98 (0.83-1.01) 0.008618213

Loreto

30 | 17 | 13 0.78 (0.60-0.89) 2.295156179

SLRC, Sonora

30 | 30 | 0 1.0(0.86-1.02) | ---

Honduras

30 | 30 1.0 (0.86-1.02) --- -

Piedras Negras

30 | 22 0.85(0.67-0.94) | 0.08 0.216583365

Acufia

30 | 25 0.90 (0.73-0.97) | 0.26 2.016460905

Muzquiz

PP PIOOOlO|O|O

30 | 13 | 16 0.70 (0.51-0.83) 2.184429327

Figura 5. Frecuencias obtenidas de los genotipos para las 3 mutaciones en 45 poblaciones de Ae. aegypti
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Se obtuvieron las frecuencias totales de 45 poblaciones de Ae. aegypti (Figura 5) en las
cuales se encontraron 21 genotipos diferentes de los 27 posibles considerando las 3 mutaciones
(V410L, V10161 y F1534C), el genotipo méas comun fue el doble heterocigoto para 410 y 1016
y homocigoto resistente para 1534 (VL/VI/CC) con una frecuencia de 0.32, seguido del triple
homocigoto resistente (LL/II/CC) con 0.22. El resto de los genotipos presentaron frecuencias
por debajo de 0.1 de los cuales nueve (VV/VV/FC, LL/VI/FC, VL/II/FC, LL/VVIFC,
VLVI/IFF, VVIVVIFF, VLIVVIFC, LL/II/FF y VL/II/FF) fueron menores a 0.001.

7.3 Asociacion Genotipo- Fenotipo

Se realizo6 un andlisis de comparacion de momios (Tabla 7) utilizando 10 poblaciones las cuales
fueron sometidas a bioensayo y se genotipificaron los individuos vivos y muertos por separado,
posteriormente se hizo el analisis de momios con la prueba exacta de Fisher (p<0.05) y
encontramos asociacion de la resistencia a permetrina con los genotipos resistentes en los

individuos que sobrevivieron al bioensayo en la mayoria de las poblaciones.

La asociacion fue significativa en las poblaciones de los estados de Nayarit, Mazatlan y
La Paz en el primer caso (LL/1I/CC vs VV/VVICC), en el segundo (LL/II/CC vs VL/VI/CC) la
poblacién del estado de Acapulco y en el ultimo (LL/II/CC vs VL/11/CC) la poblacién del estado

de Nayarit.
Tabla 7. Asociacion de genotipos kdr con la respuesta a bioensayo DD con permetrina
Poblacién | N [Fenotipo| LL/II/CC | VVIVVICC OR _[Pvalue| LL//cC | vLAVIICC | OR | Pvalue | LL/AI/CC |VL//CC| OR | Pvalue
58 | Vivo 34 3 34 17 34 2
Acapulco 4.1212 | 0.0956 3.0909] 0.0172 0 | 05827
37 |Muerto| 11 4 11 17 1 0
66 | Vivo 8 2 8 8 8 16
Zihuatanejo 8 0.2027 2 105417
28 | Muerto 1 2 1 2 1 0
41 | Vvivo 4 9 4 10 4 2
Morelos 1.2778 | 0.5037 0.55 | 0.3348 05 | 0.489
47 | Muerto 8 23 8 11 8 2
43 | Vivo 33 4 33 2 33 2
Nayarit 8.8 ]0.00026 2.2 |0.3956 20.9 {0.0000042
57 | Muerto 15 16 15 2 15 19
50 | Vivo 20 3 20 3 20 7
Mazatlan 4.44 |0.0364 1.33 | 0.5415 1.9048| 0.2163
50 [Muerto| 15 10 15 3 15 10
63 | Vivo 59 0 59 0 59 3
Guasave 3.93 | 0.1237
37 [Muerto| 15 2 15 14 15 3
28 | Vivo 26 2 26 0 26 0
La Paz 14.8571(0.00012
72 | Muerto 15 16 15 2 15 9
Loreto 0 Vivo 10 0 10 0 10 0
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99 | Muerto 42 25 42 1 42 2
39 Vivo 31 0 31 0 31 8

San Luis RC - - 20.925 5.85
61 | Muerto 5 9 5 16 5 27
11 Vivo 6 0 6 1 6 3

Monterrey - - 1.7368| 0.5304 0.3158] 0.1687
85 Muerto 38 9 38 11 38 6

Un total de 10 poblaciones de Ae. aegypti expuestas a DD de los dos insecticidas
piretroides fueron genotipadas y todas exhibieron las mutaciones V410L, V1061 y F1534C. Los
mosquitos de fenotipo vivo para cada insecticida en cada poblacion se asociaron con el genotipo
resistente homocigoto con respecto al homocigoto susceptible para cada mutacion. La
frecuencia del genotipo L410/L410 resistente estuvo significativamente asociado con la
resistencia a permetrina en la poblacién de Morelos (OR= 0.0445, P = 0.0445), Nayarit
(OR=12.25; P=0.000009) y Guasave (OR=15.73; P=0.0108) (Tabla 8).

Para el caso de la mutacion V10161, el genotipo resistente 11016/11016 se asocid
significativamente con la resistencia a la permetrina en las poblaciones de Zihuatanejo
(OR=68.75; P=0.00005), Nayarit (OR= 3.7838; P=0.01879) y La Paz (OR=8.6667; P=0.0009)
(Tabla 9).

Para la mutacion F1534C los resultados de OR fueron infinitos debido a la ausencia de
haplotipos F1534/F1534 y F1534/C1534. Practicamente esta mutacion se encontrd fija en todas

las poblaciones analizadas (Tabla 10).

Por otro lado, no se encontrd asociacion de los genotipos resistentes para L410/L410,
11016/11016 ni C1534/C1534 con la resistencia a deltametrina.

Tabla 8. Asociacion de genotipo resistente para VV410L con la resistencia a piretroides

410

Poblacién Permetrina Deltametrina

n | Fenotipo |[LL |LV|VV| OR Pvalue | n |Fenotipo |LL |[VL |VV| OR |Pvalue

58| Vivo 19 | 39 6 Vivo 6 0]0
37| Muerto | 11 | 22 94| Muerto | 36 | 43 | 15

2.303 0.28

Acapulco

66 Vivo 39| 24 15 Vivo 14| 1 0
28| Muerto | 22 | 4 81| Muerto |22 | 45| 14

1.1818 0.6

Zihuatanejo

O IN[Ww|h~|w

Morelos |41| Vivo |20 |12 6.1728 | 0.0008 | 2 Vivo 21010
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47| Muerto | 9 | 13| 25 97| Muerto | 53|13 | 31
. 43| Vivo 35| 4 4 3 Vivo 31010
Nayarit 12.25 |0.000009 - -
57| Muerto | 15|21 | 21 96| Muerto |52 | 5 | 39
Mazatl2 50| Vivo 24 119 | 7 26122 0.061 3 Vivo 31010
zatlan . . - -
azatia 50| Muerto |21 |13 | 16 97| Muerto |59 | 22 | 16
63| Vivo |59| 3 2 Vivo 21010
Guasave 15.7333| 0.0108 - -
37| Muerto | 15|18 | 4 98| Muerto 5339 | 6
28| Vivo 26| 0 2 Vivo 21010
La Paz 24.1429 | 1.4634 - -
72| Muerto |21 |12 | 39 98| Muerto |69 | 8 | 21
Loret 0 Vivo 0|0 0 0 Vivo 0|00
reto - - - -
Ot Tog| Muerto | 68| 0 | 31 99| Muerto |68 | 0 |31
San Luis [39| Vivo |31]8 |0 ] ] 6 | Vivo 61010 ] )
RC 61| Muerto | 5 |45 11 76| Muerto |28 |34 | 14
Mont 11| Vivo 7 4 0 1 Vivo 11010
onterre - - - -
y 85| Muerto |58 | 17 | 10 98| Muerto |65 |21 |12
Tabla 9. Asociacion de genotipo resistente para V1016F con la resistencia a piretroides
1016
Poblacién Permetrina Deltametrina
n | Fenotipo | Il [VI|VV| OR | Pvalue | n |Fenotipo| Il [VI|VV| OR P value
58| Vivo [19(36| 3 6 Vivo 60| 0
Acapulco 2.8788| 0.1807 - -
37| Muerto [11(21| 5 94| Muerto [36|49| 9
. . |66| Vivo |55|9 | 2 15| Vivo (14| 1| 0
Zihuatanejo 68.75 | 0.00005 - -
28| Muerto | 2 21| 5 81| Muerto |27 (48| 6
41| Vivo 6 (26| 9 2 Vivo 21010
Morelos 1.5333 | 0.3662 - -
47| Muerto |10|14| 23 97 | Muerto | 26|40 31
. 43| Vivo (354 | 4 3 Vivo 3(0]0
Nayarit 3.7838 | 0.01879 - -
57| Muerto |37| 4 | 16 96| Muerto [29|28| 39
50| Vivo (30| 8 |12 3 Vivo 3(01]0
Mazatlan 1.4 0.32 - -
50| Muerto [25|11| 14 97| Muerto |65|20]| 12
63| Vivo (63| 0| O 2 Vivo 21010
Guasave - - - -
37| Muerto |{19(15| 3 98| Muerto |53(38]| 7
28| Vivo |26 0| 2 2 Vivo 21010
La Paz 8.6667 | 0.0009 - -
72| Muerto (39| 7 | 26 98| Muerto | 72|12 | 14
0 Vivo 0|0]| O 0 Vivo 00| O
Loreto - - - -
99| Muerto |47 (21| 31 99| Muerto |47 (21| 31
San Luis 39 Vivo 3910 0 ) ) 6 Vivo 6 0 0 i i
RC 61| Muerto (33|17 11 76| Muerto |37(27| 12
11| Vivo 91210 1 Vivo 1/0]0
Monterrey - - - -
85| Muerto [44 |31 10 98| Muerto (43|44 11
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Tabla 10. Asociacién de genotipo resistente para F1534C con la resistencia a piretroides

1534
Poblacion Permetrina Deltametrina
n | Fenotipo | CC | FC | FF OR P value | n |Fenotipo |CC|FC|FF| OR |Pvalue
58| Vivo 581010 6 Vivo 6 00
Acapulco - - - -
37| Muerto {33 4 |0 94| Muerto | 70 |24 | O
] _|66| Vivo 66| 0 |0 15| Vivo 15/ 0|0
Zihuatanejo - - - -
28| Muerto |22 | 6 | O 81| Muerto | 81| 0 | O
41| Vivo 4110 1|0 2 Vivo 21010
Morelos - - - -
47| Muerto |47 | 0 | O 97| Muerto | 85|12 | 0
. 43| Vivo 431 0|0 3 Vivo 3 00
Nayarit - - - -
57| Muerto |57 | 0 | O 96| Muerto |29 | 0 | O
) 50| Vivo 50 0|0 3 Vivo 3/1]01|0
Mazatlan - - - -
50| Muerto |45 |5 | 0 97| Muerto | 97 | 0 | O
63| Vivo 63/ 0|0 2 Vivo 21010
Guasave - - - -
37| Muerto {37 | 0 | O 98| Muerto {98 | 0 | O
28| Vivo 281010 2 Vivo 2 00
La Paz - - - -
72| Muerto |61 | 1 | 2 98| Muerto |97 | 0 | 1
0 Vivo o|0|oO 0 Vivo o|0|oO
Loreto - - - -
99| Muerto |99 0 | O 99| Muerto |99 | 0 | O
San Luis |39| Vivo 39010 6 Vivo 6|00
RC 61| Muerto | 61| 0 | O 76| Muerto | 76 | 0 | O
11| Vivo 11|10 | O 1 Vivo 1 00
Monterrey - - - -
85| Muerto | 85| 0 | O 98| Muerto |98 | 0 | O
En las poblaciones genotipificadas con previa exposicion a DD de permetrina

registramos un total de siete haplotipos: V-V-F, V-V-C, V-I-F, V-I-C, L-V-C, L-I-F y L-I-C
(Tabla 11). En cuanto a la variedad de genotipos conjuntando las tres mutaciones asociadas a la

respuesta a DD con permetrina se encontraron 17 genotipos distintos en el grupo muertos, de

los cuales 8 estuvieron presentes en el grupo vivos. Para ambos grupos el genotipo LL/II/CC

resulto el mas comun, con una frecuencia de 0.60 en el grupo vivos y 0.29 en el grupo muertos.
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Los genotipos con frecuencias mayores a 0.1 fueron: VV/VV/CC (0.20 muertos),
VL/VI/CC (0.14 muertos; 0.10 vivos), VL/II/CC (0.13 muertos; 0.11 vivos), 13 genotipos del
grupo muertos presentaron frecuencias menores al 0.1. Por otro lado 5 genotipos (VV/VV/CC,
LL/VI/CC, VVI/II/ICC VVIVIICC y VL/VVICC) del grupo vivos presentaron frecuencias
menores al 0.1(Figura 6).
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Figura 6. Genotipos de 10 poblaciones de Ae. aegypti asociados a respuesta DD con permetrina

Tabla 11. Haplotipos encontrados en poblaciones de Ae. aegypti expuestos a DD permetrina

Permetrina
. Muertos | Vivos | Total | Haplotipo | Muertos | Vivos | Total
Genotipo
VV VV FF 6 0 6 V-V-F 6 0 6
VV VV FC 2 0 2
V-V-C 118 23 141
VV VV CC 116 23 139
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VV VI FF 0 0 0
V-I-F 1 0 1
VV Il FF 1 0 1
VV VI FC 0 0 0
VV VI CC 17 1 18
V-I-C 38 6 44
VV Il FC 0 0 0
vV Iice 21 5 26
VL VV FF 0 0 0
L-V-F - - -
LL VV FF 0 0 0
VL VWV FC 0 0 0
VL VV CC 8 9 17
L-V-C 16 9 25
LL VV FC 0 0 0
LL VV CC 8 0 8
VL VI FF 0 0 0
VL Il FF 0 0 0
L-I-F 3 0 3
LL VI FF 1 0 1
LL I FF 2 0 2
VL VIFC 4 0 4
VL VI CC 79 41 | 120
VLI FC 0 0 0
VLIICC 78 43 | 121
L-1-C 351 341 | 722
LL VIFC 8 0 8
LLVICC 46 26 | 72
LL Il FC 1 0 1
LL1ICC 135 231 | 396

En el caso de deltametrina registramos cinco haplotipos: V-V-F, V-V-C, V-I-C, L-V-Cy L-I-C

(Tabla 12), el 100% de los sobrevivientes presentaron el genotipo triple homocigoto resistente

(LL/1I/CC), en el caso de los individuos muertos se encontraron 16 genotipos distintos. El

genotipo mas comun fue el triple homocigoto resistente LL/II/CC con una frecuencia de 0.39,
seguido de VL/VI/CC (0.17), VV/VVICC (0.15) y LL/VI/CC (0.12). 12 genotipos presentaron

frecuencias menores a 0.1 de los cuales 7 fueron menores a 0.01 (Figura 7).
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Figura 7. Genotipos de 10 poblaciones de Ae. aegypti asociados a respuesta DD con deltametrina

Tabla 12. Haplotipos encontrados en poblaciones de Ae. aegypti expuestos a DD deltametrina

Deltametrina
. Muertos | Vivos | Total | Haplotipo | Muertos | Vivos | Total
Genotipo
VV VV FF 1 0 1 V-V-F 1 0 1
VV VV FC 7 0 7
V-V-C 155 0 155
VV VV CC 148 0 148
VV VI FF 0 0 0
V-I-F -
VV I FF 0 0 0
VV VI FC 2 0 2 V-I-C 44 0 44




VV VI CC 24 0 24
VV Il FC 0 0 0
VVIICC 18 0 18
VL VV FF 0 0 0
L-V-F - - -
LL VV FF 0 0 0
VL WV FC 1 0 1
VL VV CC 7 0 7
L-V-C 16 0 16
LL VV FC 0 0 0
LL VV CC 8 0 8
VL VI FF 0 0 0
VL Il FF 0 0 0
L-1-F - - -
LL VI FF 0 0 0
LL Il FF 0 0 0
VL VIFC 12 0 12
VL VI CC 163 0 | 163
VL Il FC 0 0 0
VLIl CC 47 0 | 47
L-1-C 718 40 | 758
LL VIFC 5 0 5
LL VICC 115 0 | 115
LL I FC 10 0 10
LL1ICC 366 40 | 406

El haplotipo triple homocigoto mutante (CC/II/LL) se presenté en un 100% en los
individuos sobrevivientes a los bioensayos DD con deltametrina, mientras que para los
individuos muertos fue en un rango de 22 a 68 % (Tabla 13). En el caso de los ensayos DD con
permetrina no se observo una relacion aparente entre el haplotipo CC/VV/LL y los individuos
vivos (9 — 100%) y muertos (3.5 - 46.6%), debido al amplio porcentaje de aparicion entre las

poblaciones (Tabla 14).
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Tabla 13. Co-ocurrencia de genotipos para las mutaciones V410L, V10161 y F1534C relacionada con la respuesta
a bioensayos DD con deltametrina en 10 poblaciones de Ae. aegypti.

Haplotipos | Acapulco | Zihuatanejo| JJ Morelos Nayarit Mazatlin Guasave LaPaz Loreto San Luis RC | Monterrey
Respuesta | v | | v M| v | M| Vv | M| Vv i M|v M|V M|V |M|V M|V|M
n 6 94 15 81 2 97 3 96 3 97 2 98 2 98 0 99 6 76 1 98
VV/VV/FF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
VV/VV/FC 0 3 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VLNVV/FC| 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VV/IVIFC | 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VLVLFC| 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LL/VIFC 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LLILFC 0 8 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VV/VV/CC| 0 6 0 6 0 26 0 37 0 11 0 5 0 11 0 30 0 12 0 4
VLAVVICC| 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 3
LL/VV/ICC| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 4
VVIVI/ICC 0 4 0 5 0 1 0 2 0 3 0 0 0 4 0 1 0 0 0 4
VL/VI/ICC 0 31 0 41 0 9 0 0 0 4 0 32 0 7 0 2 0 25 0 12
LLNTCC 0 1 0 2 0 24 0 26 0 0 6 0 1 0 18 0 2 0 28
VV/IL/'CC 0 1 0 3 0 0 0 0 0 2 0 1 0 5 0 0 0 2 0 4
VLII/CC 0 0 0 4 0 2 0 3 0 11 0 6 0 0 0 6 0 9 0 6
LLIvCC 6 27 15 20 2 22 3 26 3 58 2 46 2 67 0 41 6 26 1 33

n: nimero de individuos; V: vivos, M: muertos

Tabla 14. Co-ocurrencia de genotipos para las mutaciones V410L, V10161 y F1534C relacionada con la respuesta
a bioensayos DD con permetrina en 10 poblaciones de Ae. aegypti.

Acapulco | Zihuatanejo | JJ Morelos Nayarit Mazatlan Guasave La Paz Loreto San Luis RC | Monterrey
RespuestaDD | 'V M v M v M v M v M v M v M v M v M v M
n 58 37 36 28 41 47 43 57 50 50 63 37 28 7 10 90 39 61 11 85
VV/VV/FF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0
LL/VIUFF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
VV/ILFF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
LLALFF 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
VV/VV/FC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VL/VI/FC 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LL/VIFC 0 0 0 5 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LLIUFC 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VV/VVICC 3 4 2 2 9 23 4 16 3 10 0 2 2 16 0 25 0 9 0 9
VL/VV/CC 0 1 0 2 0 0 0 0 9 0 0 1 0 1 0 1 0 2 0 0
LL/VV/CC 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 2 0 0 0 1
VVVI/CC 0 0 0 0 0 2 0 2 1 4 0 1 0 3 0 3 0 1 0 1
VL/VI/ICC 17 17 g 2 10 11 2 2 3 3 0 14 0 2 0 1 0 16 1 1
LL/VI/CC 2 0 1 14 16 1 2 0 4 1 0 0 0 1 0 10 0 0 1 19
VVAL'CC 0 0 1 0 0 0 0 3 3 0 1 1 0 12 0 4 0 1 0 0
VLIICC 2 0 16 0 2 2 2 19 7 10 3 3 0 9 0 2 8 27 3 6
LLICC 34 11 g 1 4 8 33 135 20 15 59 15 26 135 10 42 31 5 6 38

n: nimero de individuos; V: vivos, M: muertos
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7.4 Distribucién de la susceptibilidad a piretroides

En la figura 8 se muestra un analisis espacial para ver de manera grafica y localizada las zonas
con mayor y menor susceptibilidad, con base en la mortalidad a DD de permetrina
(Figura 8A) podemos observar como las poblaciones mas susceptibles se encuentran localizadas
al norte del pais y las poblaciones menos susceptibles al centro y sur del pais, sin embargo de
acuerdo al criterio de la OMS 2016 que establece que las poblaciones con mortalidad menor al
90% se consideran resistentes, por lo que los focos de mayor resistencia se encuentran en los
estados de Veracruz y Tabasco y en las poblaciones de Guasave, Sinaloa y Zihuatanejo, Guerreo
con porcentajes de mortalidad menores al 30 %.
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Figura 8. Andlisis espacial de susceptibilidad A. permetrina. B. deltametrina.
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En el caso de deltametrina (Figura 8B), al igual que para permetrina las poblaciones mas
susceptibles a este insecticida también se ubican al norte del pais y las menos susceptibles al sur
del pais, sin embargo, de acuerdo con el criterio de resistencia de la OMS los focos de mayor
resistencia se encuentran en los estados de Tabasco y Veracruz, sin embargo, la frecuencia de

resistencia en comparacion con la permetrina es considerablemente menor.

Sabemos que la presion ejercida por los insecticidas en los Gltimos afios ha favorecido
mayormente a la resistencia a piretroides tipo 1, lo cual se hace visible si comparamos el

panorama de mortalidad entre permetrina y deltametrina.

7.5 Distribucién espacial de las frecuencias kdr

En la figura 9 se muestra de manera gréafica la distribucion de los genotipos, para el genotipo
mas comdn VL/VI/CC las frecuencias méas altas estuvieron en las poblaciones de José Maria
Morelos, Jalisco con 66%, San Blas, Nayarit con 56%, Mérida, Yucatin y Cd. Constitucion,
Baja California Sur (53%). En el caso del triple homocigoto resistente (LL/II/CC), las
poblaciones con las frecuencias mas altas fueron: Cardel con 86% seguido de Cd, del Carmen,
Campeche con 63%, Felipe Carrillo, Tabasco con 60%, Minatitlan, Veracruz con 58%,

Guasave, Sinaloa con 56% y Zihuatanejo, Guerrero con 53%.

Las poblaciones con mayor variabilidad genotipica fueron Muzquiz, Acufia y Piedras
Negras del estado de Coahuila con 11, 10 y 9 genotipos diferentes respectivamente, asi también
Loreto, Baja California Sur con 9 y Acayucan, Veracruz con 10 genotipos distintos.
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Figura 9 Frecuencias de genotipos kdr en 45 poblaciones de Ae. aegypti de México

7.6 Analisis espacial de la resistencia a piretroides y mutaciones kdr

Comparamos los resultados de mortalidad con los genotipos obtenidos inicialmente y podemos

ver (Figura 10) como para el caso de permetrina las mayores frecuencias del genotipo LL/II/CC

coinciden con las zonas de mayor frecuencia de resistencia obtenidas en los bioensayos DD.
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Sin embargo, para la deltametrina (Figura 11) las poblaciones que mostraron mayor

resistencia presentaron combinacién de genotipo doble heterocigoto para 410 y 1016 +
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homocigoto resistente para 1534 (VL/VI/CC) y en otros casos triple homocigoto resistente
(LL/1I/CC). Por otro lado, no se encontrd asociacion significativa entre los resultados de los

bioensayos con deltametrina y la frecuencia genotipica.

Por otro lado, también encontramos que el incremento en la frecuencia del alelo
resistente para 410 se correlaciona significativamente con el incremento en las frecuencias del
alelo resistente para 1016 en los individuos que sobrevivieron a la exposicion con DD de

permetrina con una P= 0.0002 (Figura 12).
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Figura 12. Regresion lineal de la frecuencia alélica de individuos sobrevivientes a DD permetrina

Para el caso de los individuos que sobrevivieron a la deltametrina el incremento en la
frecuencia del alelo resistente para 1534 se correlaciono significativamente con el incremento
en la frecuencia del alelo resistente para 410y 1016 con una P< 0.0001 en ambos casos, de igual
manera se encontrd esta relacion para los alelos resistentes 410 y 1016 con una r?> = 1 (Figura
13).
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Figura 13. Regresion lineal de la frecuencia alélica de individuos sobrevivientes a DD deltametrina
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8. DISCUSION

La mayor frecuencia de resistencia para deltametrina se distribuye en la costa sureste del pais
especificamente en las poblaciones de Villahermosa (58%), Emilio Carranza (74%)
Cosoleacaque (75%), Poza Rica (76%) y Mérida (76%), asi también para permetrina en
poblaciones de los estados de Veracruz (Cosoleacaque 0% y Cardel 7%) y Tabasco
(Villahermosa 3%), un estudio realizado por Verhaeghen et al. (2010) reporto que las
variaciones en la genética y la biologia de las poblaciones de vectores en ciertos lugares
ecologicos podrian influir en la fluctuacion espacial en la resistencia a los insecticidas. Esto
coincide con los resultados obtenidos en los genotipos de las poblaciones silvestres, ya que las
mayores frecuencias de los alelos mutados se pertenecen a poblaciones ubicadas en la en la costa
sur del pais, especificamente en los estados de Veracruz y Tabasco.

A diferencia del trabajo de Saavedra-Rodriguez et al. (2018) la estrategia metodoldgica
paraestablecer la susceptibilidad fue diferente, en nuestro trabajo nos apegamos a protocolo del
CDC (2010), considerando a los individuos resistentes como aquellos que caian después de la
exposicion al tiempo diagnostico (TD) de 30 minutos. En nuestro caso, no consideramos el
tiempo de recuperacién como en el trabajo referido. Este enfoque que sugieren Saavedra-
Rodriguez et al. (2018), permite incluir los genotipos recuperados como resistentes, cuando
nosotros los consideramos como muertos. Esto coincide con nuestras observaciones para el caso
de la deltametrina, ya que la dosis sugerida por el CDC (2010) de 10 pg/bt, con un tiempo
diagnostico de 30 min resultd altamente letal para la mayoria de los individuos de las
poblaciones analizadas, subestimando la resistencia, ya que alta proporcion de individuos
categorizados como susceptibles presentaron alta frecuencia de alelos resistentes Por lo anterior
consideramos que este factor influy6 en la asociacion de la resistencia con las mutaciones kdr
en las poblaciones analizadas. CDC (2020) recientemente actualizd las DD para deltametrina de
0.75 pg/bt con un TD de 30 min,

En resumen, consideramos que la dosis de deltametrina previno detectar asociacion entre
las mutaciones kdr y la resistencia a este insecticida, por falta de individuos vivos. Algo similar
reporto Sombié et al. (2019), quienes no encontraron asociacion con la resistencia kdr por falta
de individuos vivos, aunque en su estudio utilizaron papeletas impregnadas con deltametrina al

0.05% y con un una hora de exposicion y la evaluacién después de 24 post-recuperacion.
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Para la permetrina, la dosis diagnéstico anteriormente sugerida por el CDC (2010) y que
nosotros utilizamos fue de 15 pg/bt con un TD de 30 min, actualmente el CDC (2020) sugiere
una dosis de 43 ug/bt con un TD de 10 minutos. Iwani (2019) reporto resistencia en Ae. aegypti,
cuando se probo una dosis tres veces mayor de permetrina 0.75% en comparacion con la dosis
discriminatoria recomendada por la OMS (2016) para Aedes, 0.25%. Esto sugiere que las dosis
diagnosticas discriminatorias recomendadas por la OMS para los mosquitos Aedes podrian ser
demasiado bajas para los mosquitos Aedes en Malasia y deben reevaluarse para los insecticidas

piretroides.

Otros autores que han tratado de asociar el efecto aditivo de las mutaciones kdr en la
resistencia a piretroides son Plernsub et al. (2016), quienes trabajando con poblaciones de Ae.
aegypti de Tailandia, encontraron que el genotipo triple heterocigoto SP+VG+FC para las
mutaciones S989P, V1016G, F1534C se asocio con alta resistencia a permetrina y deltametrina.
A diferencia de nosotros donde el genotipo triple resistente LL+I1+CC para 410, 1016 y 1534

se relaciond con los focos de resistencia a permetrina y deltametrina.

En el caso de Al Nazawi et al. (2017) trabajando con poblaciones de Ae. aegypti de
Arabia Saudita asociaron las mismas mutaciones que Plernsub et al. (2016), sin embargo, ellos
encontraron que el PP+GG+FF se asociaba fuertemente con la resistencia a deltametrina,
ademas encontraron que el triple mutante PP+GG+CC se encontraba en individuos susceptibles
a deltametrina, punto coincidente con nuestros resultados ya que individuos que murieron a la

exposicion a deltametrina tuvieron el genotipo triple resistente.

Shimono et al. (2021) analizando las mutaciones S989P-V1016G-T1501-F1534C
encontraron que el simple cambio en el genotipo resistente para 1534 asociado con los genotipos
resistentes para 989, 1016 y 150 (PP+GG+TT+CC) conferian una mayor resistencia a
permetrina (1100 RR) y deltametrina (90 RR) con respecto al genotipo susceptible para 1534
(PP+GG+TT+FF) con 100 y 10 RR respectivamente, coincidiendo con nuestros resultados ya
que en nuestro caso los focos de resistencia a permetrina y deltametrina coincidieron con 3
genotipos distintos (LL+I1+CC,VL+II+CC y VL+VI+CC), sin embargo, los tres presentaron el
homocigoto resistente en el loci 1534. Asi también Kushwah et al., (2015). encontraron que la
mutacion F1534C estaba asociada con la resistencia a la deltametrina en poblaciones de Ae.

aegypti de India.
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Saavedra-Rodriguez et. al. (2019) realizaron un mapeo de las regiones gendémicas
asociadas con la resistencia a la deltametrina en mosquitos de México, donde reporto que V410L
localizado en 11S6 tuvo una fuerte asociacion (-logio(prob)=17) con resistencia a deltametrina,
esto también se observo en nuestros resultados donde la correlacion entre el aumento de la
frecuencia de L410 con 11016 y C1534 fue significativo en individuos sobrevivientes a DD de
deltametrina. Interesantemente, 1016 y C1534 no fueron asociadas significativamente con la
resistencia a deltametrina en el estudio de Saavedra, a diferencia de nuestro estudio donde el
aumento de la frecuencia de 11016 y C1534 se correlaciono significativamente en individuos

resistentes a deltametrina.

Recientemente Saavedra-Rodriguez et al. (2021) generaron bibliotecas (kdr, recuperados
y muertos) utilizando 50 mosquitos Ae. aegypti de Tapachula, México, se genotiparon
individualmente para VV410L utilizando una PCR alelo especifica. EI 90% de los mosquitos kdr,
es decir supervivientes a la hora de exposicion a 15ug de permetrina, fueron homocigotos
resistentes (L410/L410), mientras que el 10% eran heterocigotos (L410/V410) y el 0% eran
homocigotos susceptibles (V410/V410), en nuestro estudio el 65 % de los mosquitos
supervivientes a la media hora de exposicion a la misma dosis de este insecticida fueron
homocigotos resistentes, 28% fueron heterocigotos y 7% homocigotos susceptibles. En el caso
de los mosquitos muertos ellos reportaron 0% de homocigotos resistentes, el 36% heterocigotos
y el 64% homocigotos susceptibles, mientras que en nuestro caso los mosquitos muertos
resultaron con un 43% de homocigotos resistentes, 29% heterocigotos y el 28% homocigotos
susceptibles en el total de las 10 poblaciones sometidas a ensayos DD con permetrina. Por su
parte, Saavedra-Rodriguez et al. (2021) reportaron que el 8% de los recuperados eran
homocigotos resistentes, el 80% eran heterocigotos y el 12% eran homocigotos de tipo salvaje,
sin embargo, en este estudio no consideramos tiempo de recuperacion como en el trabajo

referido.

La frecuencia de C1534 fue alta en todos los individuos tanto en vivos como muertos
para ambos insecticidas, esto concuerda con lo reportado previamente por Saavedra et al. (2019)
donde en librerias de mosquitos genotipificados individualmente, tanto susceptibles como
resistentes, la frecuencia de C1534 fue alta (>0.9). Si bien sabemos en México la presion de

seleccién ha favorecido la fijacién de C1534 en muchas poblaciones de campo (Vera-Maloof et
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al. 2015). Por lo tanto, como lo establece Saavedra et al. (2019), el uso de C1534 como marcador
de resistencia a piretroides ya no es informativo en México, sin embargo, C1534 parece ser
necesario para la aparicion de otras mutaciones (V10161) y su aumento en la frecuencia en las

poblaciones de Ae. aegypti de México (Vera-Maloof et al. 2015).

En el caso del polimorfismo en los sitios 1016 y 1534 en Ae. aegypti de México en
colecciones entre 2000 y 2012, Vera-Maloof et al. (2015) encontraron que la frecuencia de los
genotipos resistentes para las mutaciones kdr V10161 y F1534C, aumentaron de casi cero a casi
la fijacion, en un periodo de 12 afios. Ellos establecieron que el genotipo tipo V1016/C1534 se
incrementd primero, pero comenz6 a disminuir cuando el doble homocigoto resistente
11016/C1534 comenzd a aumentar. Ademas, el genotipo 11016/F1534 se observd con bajas
frecuencias en algunas poblaciones mexicanas. Los autores deducen que la baja aptitud de
11016/F1534 explica su rareza. También sugirieron que el genotipo V1016/C1534 surgio
primero, seguido de 11016/C1534 con una resistencia a piretroides ain mayor. Estos resultados
coinciden con los nuestros, ya que las frecuencias del genotipo 11016/F1534 fueron bajas y solo
se presentaron en individuos muertos a permetrina, por otra parte, las frecuencias del genotipo
11016/C1534 fueron altas y en mayor proporcion que las frecuencias de V1016/C1534, ambos

genotipos se presentaron tanto en individuos vivos como muertos a permetrina.

Las frecuencias de las mutaciones V10161 y F1534C obtenidas en las poblaciones de Ae.
aegypti analizadas fueron altas, como lo reportado previamente en poblaciones de México por
Flores et al. (2013), Aponte et al. (2013), L6pez et al. (2014) y Saavedra-Rodriguez et al. (2015).
Con respecto a la mutacion V410L se cuenta con dos registros de esta mutacidn en poblaciones
de Ae. aegypti de México (Saavedra et al. 2018, Villanueva-Segura et al. 2019). El estudio de
Villanueva-Segura et al. (2019) demostré que esta mutacion estuvo presente en las 27
poblaciones de Ae. aegypti colectadas en México durante el 2018, con altas frecuencias, ademas
de que la mayoria de las poblaciones estuvieron en equilibrio de acuerdo con la Ley de Hardy-
Weingberg. Las altas frecuencias de la mutacion kdr V10161 se ve afectada por la fijacion de la
mutacion F1534C ya que como lo explica Vera-Maloof et al. 2015), éstas aumentan de manera
simultanea y como algunos autores mencionan, estas altas frecuencias son seleccionadas debido

al uso continuados de piretroides en México por décadas (Siller et al. 2011, Aponte et al. 2013).
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En nuestro estudio, al analizar 45 poblaciones silvestres de México, el genotipo con
mayor frecuencia fue VL/VI /CC, que concuerda con lo reportado por Saavedra-Rodriguez et
al. (2018), indicando que la sola presencia del heterocigoto para 410 y 1016 son suficientes para
conferir resistencia al derribo para deltametrina, en contraste, se necesita el alelo mutado para
el loci 1534 para conferir resistencia a la permetrina. Sin embargo, al analizar la resistencia a
los insecticidas permetrina y deltametrina y la co-ocurrencia de las tres mutaciones, el genotipo
con mayor frecuencia fue LL/II/CC seguido de VL /VI /CC.

Por otra parte, los individuos sobrevivientes a permetrina presentaron ocho diferentes
genotipos: LL/II/CC VL//CC, VLIVIICC, LL/VIICC, VVIVVICC, VLIVVICC, VVI/IIICC y
VV/IVIICC; concordando con lo estipulado por Saavedra-Rodriguez et al. (2018), se necesita el
alelo mutado para el loci 1534 para conferir resistencia a la permetrina. Sombié et al. (2019),
mostraron que altas frecuencias del homocigoto resistente C1534/C1534 confieren resistencia a
permetrina, contrario a esto, en nuestro estudio, individuos que no sobrevivieron a la exposicion

a este insecticida presentaron el genotipo C1534/C1534.

Al comparar la cantidad de genotipos obtenidos por Saavedra-Rodriguez et al. (2018) en
poblaciones del sur de México en colecciones de 2000-2016 se evidencia una diferencia,
nosotros obtuvimos 17 genotipos diferentes en las poblaciones sometidas a bioensayo con
permetrina en comparacion con los 7 que reportdé Saavedra, sin embargo, en ambos casos el
genotipo mas comun fue el triple homocigoto resistente (LL/1I/CC), cabe mencionar que las
dosis de exposicidn varian entre ensayos debido a la naturaleza de estos, a diferencia de este
estudio, ellos utilizaron CLso 25 pg/bt por 60 minutos y un tiempo de recuperacion de 4 horas.
En los individuos recuperados a esta dosis se encontraron los genotipos LL/II/CCy VL/VI/CC,
si bien estos dos genotipos se presentaron en altas frecuencias en los individuos muertos a
permetrina en nuestro estudio, sin embargo, no descartamos que individuos que en este ensayo
se categorizan como muertos (susceptibles) en realidad sean individuos que tras un tiempo de
recuperacion se pudieran recuperar y considerarlos como resistentes. No hay que pasar por alto
que el disefio de los ensayos dosis diagndstico no nos permite evaluar la recuperacion de los
individuos pasado el tiempo de exposicion, tomando en cuenta que permetrina tiene un buen

efecto knockdown (Maestre-Serrano et al. 2018).
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Para el caso de deltametrina en nuestro estudio encontramos el doble de genotipos que
Saavedra-Rodriguez et al. (2018), en su caso reportaron 8 genotipos (LL/II/CC, VL/VIICC,
VL/VIIFC, VVIVVIFC, VVIVVICC, VL/IIICC, LL/VI/CCy VLIVI/FF) de los cuales 7 también
fueron encontrados en las poblaciones analizadas por nosotros a excepcion del genotipo
VL/VI/FFE. Por su parte los individuos sobrevivientes a deltametrina solo presentaron el genotipo
triple resistente a diferencia de lo reportado por Saavedra-Rodriguez et al. (2018) donde se
reportaron tres genotipos (LL/1I/CC, VL/VI/ICCy VV/VVICC).
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9. CONCLUSIONES

Todas las poblaciones de Ae. aegypti resultaron con alta frecuencia de resistencia a la
permetrina, con los mayores focos de resistencia en las poblaciones de los estados de Veracruz,

Tabasco, Guerrero y Sinaloa.

El 40% de las poblaciones resultaron con alta frecuencia de resistencia a deltametrina,
el 28% con moderada y el 32% resultaron susceptibles, con el mayor foco de resistencia en

poblaciones del estado de Tabasco.

El genotipo mas frecuente fue el VL/VI/CC seguido por el triple resistente LL/II/CC.
Los mayores focos de resistencia para el triple resistente LL/II/CC se encontraron en las
poblaciones de los estados de Veracruz, Tabasco, Guerrero y Sinaloa. Los mayores focos de
resistencia para el doble heterocigoto para 410 y 1016 y resistente para 1534 VL/VI/CC se
encontraron en las poblaciones de los estados de Tabasco y Veracruz.

Los focos de mayor resistencia a la permetrina se asociaron de manera significativa con
el genotipo triple resistente (LL/II/CC), sin embargo, para deltametrina los genotipos triple
resistente (LL/11/CC) y doble heterocigoto para 410 y 1016 y resistente para 1534 (VL/VI/CC)

fueron los mas frecuentes.
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10. PERSPECTIVAS

Lo recomendable para continuar con un monitoreo efectivo que permita realizar un 6ptimo
manejo de la falla de control de la resistencia es seguir realizando ensayos que evallen
estrategias de control vectorial en condiciones de campo y la resistencia genética en términos
generales, al menos anualmente y en la mayor cantidad de puntos posibles distribuidos en el
pais para poder ver la evolucion espacio temporal del fendmeno de la resistencia asociada a la
respuesta al insecticida que se aplica para el control de los vectores y con esta informacion
realizar predicciones geoespaciales que permitan dilucidar en que areas del pais hay mayor
resistencia y realizar un efectivo manejo de la falla del control. Para esto es prescindible la
colaboracidn con las instituciones de control de vectores de cada estado para planear estrategias
efectivas con respecto a los resultados obtenidos con las investigaciones que son realizadas por

las universidades del pais.
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