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complementarias

MGB: Minor groove binder
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RESUMEN

Aedes aegypti (L.) es el principal vector de los virus del dengue, chikungunya y Zika en
México. Debido a su conducta antropofilica, este mosquito se encuentra ampliamente
distribuido en zonas urbanas y suburbanas. El control quimico a traves de la aplicacion de
insecticidas piretroides ha constituido la herramienta mas utilizada para combatir las
enfermedades transmitidas por este vector. Sin embargo, la aplicacion continuada e
indiscriminada de piretroides y otros insecticidas como el DDT ha resultado en la
seleccion de distintos mecanismos de resistencia, siendo este uno de los principales
factores que conducen al fallo de los programas de manejo integrado de vectores. En la
actualidad se han identificado una serie de mutaciones puntuales en el gen para (que
codifica para el canal de sodio dependiente de voltaje) que sirven como marcadores
moleculares para la deteccidn de resistencia a insecticidas piretroides (kdr). En el presente
trabajo se estandarizé un prototipo de chip biosensor de ADN constituido por una PCR
multiplex adaptada a un ensayo de hibridacién reversa en linea (MPCR/RLB) que permite
la deteccion simultanea (en un solo ensayo) de las mutaciones kdr F1534C, V410L y
V10161 en poblaciones de campo de Ae. aegypti. La validacion de la técnica se llevo a
cabo empleando individuos de poblaciones genotipificadas a través de PCR alelo-
especifica punto final (AS-PCR) que mostraron 22 haplotipos de los 27 posibles, de los
cuales el chip biosensor fue capaz de detectar 16. ElI método propuesto mostré una
concordancia moderada con la AS-PCR para la deteccion de haplotipos ocurriendo en
1534+410+1016 (k=0.520 IC 95%, 0.394-0.631) y en 1534+410 con una concordancia
considerable de 75.7% (k=0.703; IC 95% 0.588-0.809). Por otra parte, la deteccion de
genotipos individuales en los loci 410 y 1016 mostr6 concordancia considerable con
porcentajes totales de acuerdo de 81.7% (k=0.718, IC 95%, 0.580-0.840) y 78% (k=0.663,
IC 95% 0.517-0.791) y concordancia casi perfecta para detectar genotipos individuales en
1534 con un porcentaje total de acuerdo de 87.9% (k=0.789, IC 95% 0.628-0.888). Por lo
tanto, el chip biosensor representa una alternativa viable para complementar las estrategias

actuales de monitoreo y manejo de resistencia a plaguicidas en Ae. aegypti.



ABSTRACT

Aedes aegyti (L.) is the main vector of dengue, chinkungunya and Zika virus in Mexico.
Due to its anthropophilic behavior, this mosquito is widely distributed in urban and
suburban zones. The chemical control through the implementation of pyrethroid
insecticides has constituted the most used tool against the diseases transmitted by this
vector. Nevertheless, the constant and indiscriminate use of pyrethroids and other
insecticides as DDT has led to the selection of resistance mechanisms, which has
diminished the effectiveness of vector control programs. More than a dozen mutations in
the sodium channel gene have been reported to be associated with pyrethroid resistance
(knock down resistance) in Ae. aegypti and have been used as molecular markers to
monitoring kdr. In this study, we developed a prototype biosensor chip that integrates a
multiplex PCR and a reverse line blot assay (MPCR/RLB) for the simultaneous detection
of F1534C, V410L, and V1016l in field collections of Ae. aegypti. The validation of the
technique was carried out using 82 mosquitos characterized for the three mutations
through allele-specific PCR (AS-PCR) showing 22 out of 27 possible haplotypes, from
which biosensor chip was able to detect 16. A moderate concordance with AS-PCR was
found for the haplotype detection in 1534+410+1016 loci (55.6%, k =0.520; IC 95%,
0.394-0.631) and substantial concordance in 1534+410 (75.7%, «=0.73; IC 95% 0.558-
0.588-0.809). On the other hand, individual detection of genotypes (SS, SR and RR) for
loci 410 and 1016 showed substantial agreement (81.7%; k=0.718, 1C 95 % 0.580-0.840
and 78%; «= 0.663, 1C 95% 0.580-0.791, respectively) and almost perfect agreement to
detect genotypes in 1534 (87.9%; «=0.789, IC 95 % 0.628-0.888). Therefore, the
standardized prototype biosensor chip represents a viable alternative to complement and

strengthen current monitoring and resistance management strategies against Ae. aegypti.



1.- INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector del virus del dengue, chikungunya
y Zika. La ausencia de vacunas efectivas contra estos virus ha llevado a las autoridades de
salud publica a depender en gran medida del control quimico para su combate en México.
En la actualidad, las clases de plaguicidas quimicos recomendadas por dichas autoridades
varian en su modo de accidn e incluyen organofosforados, carbamatos y neonicotinoides,
sin embargo, los piretroides continan siendo la clase preferida, debido a su velocidad de
accion, alta actividad insecticida y baja toxicidad en mamiferos (Carvalho y Moreira,
2017; Secretaria de Salud, 2012). El sitio blanco de los piretroides son los canales de sodio
dependientes de voltaje presentes en la membrana axonica de células nerviosas en
insectos, estos producen un efecto “knockdown” o de derribo, es decir, paralisis
instantanea en el insecto debido a la activacién prolongada y al subsecuente bloqueo de
los potenciales de accion de dichos canales (Narahashi et al. 1998; Dong et al. 2014; Silver
et al. 2014; Carvalho y Moreira, 2017).

La aplicacion continua y a veces inadecuada de plaguicidas, el uso de los mismos
productos durante afios consecutivos, la falta de organizacion con programas de control
de plagas agricolas, aunado a las caracteristicas inherentes del mosquito ha resultado en
el desarrollo de resistencia, siendo este uno de los factores mas importantes que conducen
al fallo de los programas de manejo integrado de vectores (Carvalho y Moreira, 2017).
Los principales mecanismos que confieren resistencia a piretroides son la desintoxicacion
enzimatica y en mayor medida las mutaciones no sinénimas denominadas kdr (por
“knock-down resistance” o resistencia al derribo) que reducen la afinidad de los canales
de sodio por la molécula de insecticida. En México, las mutaciones kdr presentes en
poblaciones de Ae. aegypti resistentes a piretroides son F1534C y V1016l las cuales han
aumentado su frecuencia durante los ultimos 17 afios, experimentando a la vez un proceso
de coevolucion. Recientemente se reportd por primera vez la mutacion V410L
encontrandose también en poblaciones de México, esta en combinacién con las anteriores
puede generar fenotipos mas resistentes, afladiendo complejidad al fenémeno de la
resistencia (Saavedra-Rodriguez et al. 2007; Ponce-Garcia et al. 2009; Haddi et al. 2017).



Es fundamental monitorear la propagacion de los alelos que confieren resistencia
y utilizar esta informacion para formular estrategias de manejo que permitan elegir
adecuadamente las clases de plaguicidas a aplicar. Existen varias metodologias de alto
rendimiento disponibles para la genotipificacion de mutaciones kdr, caracterizadas por su
rapidez y alta sensibilidad, entre ellas la secuenciacion de regiones especificas del canal
de sodio dependiente de voltaje, la PCR cuantitativa (QPCR) con sondas TagMan y el
analisis de fusion de alta resolucion (High Resolution Melt, HRM). Sin embargo, dada la
necesidad de adquirir equipo e insumos especializados y la cantidad de muestras a
procesar, el costo elevado de estos métodos constituye su mayor desventaja. Lo anterior
ha posicionado a la AS-PCR punto final como una de las técnicas més utilizadas para este
propdsito, ofreciendo un bajo costo y baja tasa de error. A pesar de esto, para laboratorios
en paises de desarrollo o con bajo presupuesto se contintia recomendando el uso de otras
técnicas basadas en la PCR alelo-especifica, como el ensayo de PCR Dot-Blot, HOLA
(Hot Oligonucleotide Ligation Assay) y SSOP-ELISA (Sequence-specific oligonucleotide
probing), esto en funcion del costo, facilidad de uso y rendimiento (Kolaczinski et al.
2000; Lynd et al. 2005; Kulkarni et al. 2006; Bass et al. 2007).

Recientemente, la técnica de PCR multiplex (mPCR) punto final ha demostrado
ser eficiente para la identificacion de mutaciones kdr de manera simultanea en Ae. aegypti
(Saingamsook et al. 2017). Ademas, es posible adaptarla a distintos ensayos bioguimicos
que no solo permiten revelar los productos amplificados de manera 6ptima, sino que
contribuyen a mejorar la seguridad, costo y rendimiento del monitoreo de resistencia
(Henry-Halldin et al. 2012). El ensayo de PCR multiplex/hibridacion reversa en linea
(mPCR/RLB) se considera una herramienta epidemioldgica y de diagnoéstico efectiva que
ha sido ampliamente utilizada con la finalidad de identificar serotipos de microorganismos
patégenos y detectar polimorfismos de un solo nucledtido asociados a diversas
enfermedades y a resistencia a farmacos en bacterias (Kong y Gilbert, 2006). En el
presente trabajo se desarroll6 un prototipo de chip biosensor de ADN, gque incorpora una
PCR multiplex adaptada de manera éptima a un ensayo RLB, el cual, permitio la deteccién
simultanea de las mutaciones kdr F1534C, V410L y V1016l en poblaciones de Ae. aegypti
de México, pais donde las tecnologias de genotipificacion de alto rendimiento no son

costeables.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Bionomia de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) es un mosquito que pertenece al Orden Diptera,
Familia Culicidae y subfamilia Culicinae, es una especie de origen silvicola y proveniente
de Africa. Existen tres variantes en el continente africano: Ae. aegypti var. aegypti, Ae.
aegypti var. queenslandensis y Ae. aegypti var. formosus, y aunque las primeras dos estan
presentes en el continente americano, la variante aegypti es la mas distribuida en México
(Nelson, 1986; Icaza, 2003).

Se trata de un insecto holometabolo, cuenta con un ciclo de vida de cuatro etapas:
huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras adultas son hematdfagas, es decir, consumen
sangre de vertebrados (con preferencia por el hombre), necesaria para la produccién de
huevos, los cuales generalmente son depositados alrededor de recintos domésticos dentro
de criaderos que pueden ser charcos, neumaticos, o cualquier objeto que contenga agua
(Nelson, 1986; Clements, 1992; Zettel y Kaufman, 2012).

La distribucion de este mosquito es circumtropical y subtropical, normalmente se
encuentra entre 35° de latitud norte y 35° de latitud sur, pero ha sido encontrado incluso a
45° de latitud norte (Bisset, 2002). Aungue su distribucion altitudinal no excede los 1,200
m.s.n.m., existen registros de su presencia en localidades de hasta 2,200 m.s.n.m. de
altitud. Estos patrones de distribucion han cambiado a lo largo de los afios, como
consecuencia del calentamiento global y otros factores socioeconémicos regionales y
locales (Ruiz-Lopez et al. 2016). Actualmente se encuentra presente en Africa,
Sudamérica, Centroamerica, en el sur de Norteamérica, Medio Oriente, en el Sureste de
Asia, en las islas del Pacifico y de la India, en el norte de Australia y de forma esporadica
en Europa (Smith, et al. 2016; Gil, Benitez y Gutiérrez, 2012).

2.2.- Ae. aegypti como vector de enfermedades
De los cientos de arbovirus (arthropod-borne-viruses) que existen se sabe que al
menos 30 son capaces de causar enfermedades en humanos (Cleton et al. 2012). Ae.
aegypti es el principal vector de cuatro de estos arbovirus. Tres son miembros del género
Flavivirus, el virus de la fiebre amarilla (YFV), virus del dengue (DENV), y el virus del
Zika (ZIKV) y s6lo uno pertenece al género Alfavirus, el virus del chikungunya (CHIKV).
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Todos producen una sintomatologia similar en humanos caracterizada por fiebre de
duracién de 4 a 14 dias y dolor en coyunturas. Aunque cada uno posee patologia Unica,
YFV y DENV producen altas tasas de mortalidad, siendo este ultimo el de mayor

relevancia (Souza-Neto y Bonizzoni, 2018).

2.3.- Control de mosquitos Ae. aegypti en México

El combate contra estas arbovirosis recae en las acciones de control del vector,
pudiendo clasificarse como de tipo fisico, quimico o bioldgico. A pesar del enfoque
integrado que se maneja actualmente, el uso de plaguicidas se ha destacado de entre dichas
medidas de control. El primer plaguicida en ser utilizado para el combate contra mosquitos
vectores de enfermedades en México fue el DDT en 1945 como parte de los esfuerzos
para la erradicacion de la malaria siendo aplicado para rociados en interiores de 1950 a
1960 vy utilizado en algunas localidades hasta 1999. Por otra parte, el organofosforado
malation fue aplicado de 1981 a 1999 en rociados espaciales de ultra bajo volumen. A
partir de 1999 se sustituyd el malation por permetrina, siendo este el Unico adulticida
utilizado por més de una década. A partir de 2011, en la NOM-032-SSA2-2010 se
establecio que la eleccion de los plaguicidas utilizados para el control de vectores en
México debia considerar la resistencia del vector a dichos productos, efectividad y
seguridad con relacidn a la exposicion (Flores et al. 2006).

Actualmente la NOM-032-SSA2-2014, clasifica las estrategias de control quimico
de vectores en tratamientos focales, perifocales, residuales y aspersiones aéreas, sin
embargo, establece que la aplicacion de adulticidas contra mosquitos debe realizarse
mediante los siguientes métodos; rociados espaciales terrestres con nieblas frias de UBV
o0 térmicas aplicadas en espacios abiertos con equipos pesados, rociados intradomiciliarios
con neblina térmica, rociados espaciales aéreos con neblina fria, rociado residual y
adulticidas incorporados en pabellones/mallas de cama o cortinas. Por otra parte, cada afio
se publica una lista de productos recomendados por el CENAPRECE, y en la actualidad,
para el combate de mosquitos adultos esta incluye en su mayoria insecticidas piretroides;
1 para rollos de malla y pabellones impregnados, 5 para tratamientos espaciales UBV en
exteriores, 4 para rociado en interiores con accion residual, 1 en pintura para tratamientos

en interiores con accion residual, 2 para tratamientos espaciales UBV en interiores con



equipos térmicos y 1 para para tratamientos espaciales UBV en exteriores con equipos
térmicos. Cabe destacar que, en México, el método mas utilizado para aplicar insecticidas

piretroides es el tratamiento espacial UBV en exteriores (Secretaria de Salud, 2020).

2.4.- Insecticidas piretroides

Los piretroides son una clase de insecticidas sintéticos que han sido optimizados
con base en las estructuras de las piretrinas, las cuales son constituyentes del piretro, un
compuesto natural obtenido de las flores de Chrysanthenum cinerarifolium (Elliot, 1995).
A pesar de la efectividad del piretro como insecticida, su uso se ve limitado por su
inestabilidad a la luz y aire, impidiendo su aplicacion en estrategias de control de plagas
en las que la actividad residual es esencial (Soderlund, 2010). El proceso de modificacion
de las piretrinas surgio con el objetivo de obtener compuestos fotoestables que retuvieran
la potente y rapida actividad insecticida y la baja toxicidad aguda en mamiferos. Por lo
que el desarrollo de insecticidas piretroides sintéticos modernos se ha llevado a cabo
considerando la modificacion de sitios expuestos al ataque fotoquimico y metabdlico
(Elliot et al. 1978; Soderlund, 2010). Los piretroides sintéticos actuan principalmente por
contacto, son de amplio espectro y muestran mayor efectividad a bajas temperaturas ya
que al igual que el DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) poseen un coeficiente térmico
invertido. Esto los ha llevado a ser utilizados ampliamente para el control de una gran

variedad de plagas agricolas y en las campafias de salud publica (Soderlund, 2010).

Comunmente se clasifican dentro de dos subgrupos, piretroides tipo |y tipo II,
esto con base en los sintomas de intoxicacién que producen, estructura quimica, signos de
envenenamiento en insectos y en su accion sobre preparaciones nerviosas de insectos. Los
piretroides tipo Il contienen el grupo a-ciano-3-fenoxbenzil mientras que los tipo |
incluyen compuestos con un amplia variedad estructural pero que carecen del grupo a-
ciano-3-fenoxbenzil. Los signos tipicos de intoxicacion por piretroides tipo | en insectos
incluyen hiperexcitabilidad y convulsiones, mientras que los piretroides tipo Il producen
movimientos ataxicos y descoordinados (Lawrence y Casida, 1982; Gammon et al. 1981;

Barnes y Verschoyle, 1974).

La accion insecticida de los piretroides radica en su capacidad para unirse e

interrumpir los canales de sodio dependientes de voltaje presentes en la membrana del



axon de neuronas en insectos (Soderlund, 2005). Los piretroides tipo | producen una serie
prolongada de potenciales de accion (rafaga de descargas) seguidas de un solo estimulo
con poco o ningun efecto en el potencial de reposo. En contraste, los piretroides tipo Il
no inducen descargas repetitivas, en cambio reducen la amplitud del potencial de accién
debido a la despolarizacion de la membrana del axén. Por otra parte, algunos compuestos
exhiben propiedades intermedias, produciendo una rafaga de descargas de amplitud
decreciente conduciendo eventualmente a la despolarizacion y bloqueo (Lund y
Narahashi, 1983; Sonderlund, 2010).

2.4.1- Canal de sodio

El sitio blanco del DDT e insecticidas piretroides es el canal de sodio dependiente
de voltaje (figura 1), el cual se compone de 4 dominios homadlogos (I, II, 111y IV) y cada
dominio consiste en seis segmentos transmembranales (S1, S2, S3, S4, S5 y S6). Para
conducir el estimulo eléctrico a lo largo del sistema nervioso, deben generarse potenciales
de accion a través de la membrana. Los canales de sodio pasan por 3 fases o estados:
cerrado, abierto e inactivo. El estado inactivo se da cuando la membrana se encuentra en
potencial de reposo y el canal de sodio se encuentra cerrado. Durante la activacion del
canal la membrana se despolariza, causando la apertura del canal de sodio y la generacion
de un flujo de iones de sodio. Después de milisegundos 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 se

cierra nuevamente (Dong et al. 2014).
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Figura 1. Canal de sodio dependiente de voltaje (Creado con Biorender.com).
2.5.- Resistencia a insecticidas

Aunque durante las Gltimas decadas, los insecticidas piretroides han sido parte
importante del control de adultos de Ae. aegypti en el mundo, el desarrollo de resistencia
debido al uso continuado del DDT e insecticidas piretroides ha mermado el éxito de los

programas de control (Ponce-Garcia et al. 2009). El concepto de resistencia es complejo



ya que éste es siempre un fendmeno relativo. Actualmente, puede considerarse un proceso
inevitable, dada la presién de seleccion que sigue produciéndose con las aplicaciones
continuas de plaguicidas (Brattsen, 1989). La OMS (Brown y Pal, 1971) describe la
resistencia como el desarrollo de la habilidad en una raza de insectos de tolerar dosis de
toxicos que han probado ser letales en la mayoria de los individuos en una poblacion
normal de la misma especie. Adicionalmente, Lagunes y Villanueva (1994) mencionan
que se trata de una habilidad complementaria y hereditaria, que ocurre gracias a

mecanismos metabdlicos y no metabolicos.

Los principales mecanismos de resistencia a insecticidas descritos hasta la fecha
son la desintoxicacion metabolica, modificaciones en sitios blanco, la reduccion en la
penetracion de componentes a través del integumento del insecto (figura 2) y la resistencia
por comportamiento. Estos mecanismos pueden presentarse de manera simultinea dentro
de las poblaciones generando fenotipos resistentes a mas de un insecticida (Kliot y
Ghanim, 2012; Rivero et al. 2011; Nkya et al. 2013).

Insecticida
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a piretroides. La molécula representada es la deltametrina (modificado
de Nkya et al. 2013).

2.5.1.-Resistencia kdr

La resistencia al derribo o knock down resistance (kdr) es el mecanismo principal
que confiere resistencia a piretroides y DDT. Este es producto de mutaciones no sinébnimas
en el gen para (también denominado AaNaV en Ae. aegypti) que codifica para el canal de
sodio dependiente de voltaje, estas mutaciones producen el cambio de un solo aminoécido

lo que reduce la afinidad de la molécula de insecticida al sitio blanco. El rasgo que confiere



resistencia kdr se documento6 por primera vez en Musca domestica L. en 1951 (Busvine,
1951) y fue genéticamente aislado en 1954 (Milani, 1954). Posteriormente, ensayos
electrofisiologicos con preparaciones nerviosas de varios insectos adultos y en etapa
larvaria que exhibian kdr (Bloomquist, 1986) proporcionaron evidencia directa de una
reduccion en la sensibilidad neuronal producto del rasgo kdr. Un segundo rasgo de
resistencia en M. domestica denominado super-kdr fue aislado genéticamente y mapeado
en el cromosoma 3 (al igual que kdr) y se observo que este conferia un mayor grado de
resistencia a DDT y piretroides en comparacion con el observado en cepas con kdr
(Sawicki, 1978; Farnham et al. 1987; Soderlund, 2005). A inicio de los afnos 90’s la
resistencia a piretroides fue ligada genéticamente a las secuencias del gen DmNav-para
en M. domestica L. y Blattella germanica (Soderlund, 2005). Estos descubrimientos
dieron lugar a una serie de estudios que resultaron en el aislamiento parcial o total de
CADNs de genes ortélogos al DmNav-para de muchos artrépodos de importancia
econdmica. Ademas, gracias al desarrollo y avance de las técnicas de secuenciacion de
genomas se han logrado obtener secuencias de genes de la familia DmNav de los canales
de sodio de mas especies de insectos. La comparacién parcial y completa de secuencias
de 15 cepas de M. domestica L. que exhibian fenotipos susceptibles, kdr y super-kdr
permitié la identificacion de dos mutaciones puntuales que fueron asociadas a los
fenotipos resistentes: el reemplazo de leucina por fenilalanina en la posicién aminoacidica
1014 (denominada L1014F) en todas las cepas kdr y super-kdr, y el reemplazo de
metionina por treonina en la posicion aminoacidica 918 (denominada M918T) en las cepas
super-kdr (Ingles et al. 1996; Miyazaki et al. 1996; Williamson et al. 1996).

A partir de entonces se han reportado mas de 50 mutaciones en el canal de sodio
asociadas con la resistencia kdr en varias especies de artropodos plaga y vectores de
enfermedades. Algunas han sido detectadas en mas de una especie mientras que otras se
han encontrado exclusivamente en una especie (Dong et al. 2014). La presencia de
mutaciones kdr limita en diversos grados la accion de los insecticidas piretroides, por lo
que su presencia en campo tiene efectos negativos considerables sobre el uso sostenido de
piretroides en el control de mosquitos vectores de enfermedades. Debido a esto se requiere
realizar una deteccidn y caracterizacion temprana de las mutaciones kdr para el desarrollo

de estrategias efectivas para el manejo de resistencia (Saavedra-Rodriguez et al. 2007).
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2.5.1.1.- Mutaciones kdr reportadas en Ae. aegypti

Hasta la fecha se han reportado 13 mutaciones kdr en Ae. aegypti: G923V, L982W,
11011M y V1016G en 2002 (Brengues et al. 2003), 11011V y V10161 en 2007 (Saavedra-
Rodriguez, et al. 2007), D1763Y en 2009 (Chang et al. 2009), S989P y F1534C en 2010
(Srisawat et al. 2010; Yanola et al. 2010), T15201 en 2015 (Kushwabh et al. 2015), V410L
en 2017 (Haddi et al. 2017), A1007G en 2018 (Lien et al. 2018) y F1534L (Kushwah et
al. 2019).

No obstante, de estas solamente en 5 se ha confirmado funcionalmente la
capacidad de reducir la sensibilidad de los piretroides al canal de sodio dependiente de
voltaje; incluidas S989P (IIL5-6), 11011M, V1016G (l1S6), F1534C (1l11S6) y
recientemente V410L (1S6) (Du et al. 2013; Haddi et al. 2017; Saavedra-Rodriguez et al.
2018).

En México, se ha observado que las poblaciones de Ae. aegypti resistentes a
piretroides presentan al menos las mutaciones V10161, F1534C y V410L. V1016l fue la
primera en ser reportada en una poblacion de Ae. aegypti de Isla Mujeres de Quintana
Roo, México resistente a permetrina (Saavedra-Rodriguez et al. 2007). Posteriormente,
Ponce-Garcia et al. (2009) demostraron a través de un analisis retrospectivo realizado con
78 colecciones de Ae. aegypti provenientes de México que este reemplazo estaba
practicamente ausente en colecciones de 1996 a 2001 mostrando una frecuencia general
de 0.04%, aumentando a un 2.7% entre 2003-2004 y a 3.6% en 2006, para finalmente
mostrar un incremento dramatico a 33% en las muestras obtenidas entre 2007 y 2009. Esta
tendencia al aumento en la frecuencia de 11016 a lo largo de 12 afios en los estados de
Nuevo Ledn, Veracruz, Yucatan, Quintana Roo y el sur de Chiapas coincide con la
aplicacion continuada de una formulacién con base en permetrina que fue autorizada para
el control de vectores en México (NOM-032-SSA2-2002). Adicionalmente, Siller et al.
(2011) reportaron un aumento de la frecuencia alélica de 11016 en poblaciones de Ae.

aegypti del 2009 llegando a fijarse en varias localidades de México.

Yanola et al. (2010) reportaron por primera vez el reemplazo de fenilalanina por
cisteina en la posicién 1552 en una cepa de Ae. aegypti resistente a DDT y permetrina.

Los autores se refieren a esta mutacion como F1534C en referencia a su equivalente en la



secuencia del Vsscl de M. domestica L. En 2013 se detectd el reemplazo F1534C en
individuos de Ae. aegypti de Guerrero (Aponte et al. 2013) y en 2015 en Yucatan

(Saavedra-Rodriguez et al. 2015), en ambos casos confiriendo resistencia a piretroides.

Vera-Maloof et al. (2015) realizaron un analisis de desequilibrio de ligamiento en
poblaciones de México recolectadas entre 2000 y 2012 que contaban con la presencia de
11016 y C1534, y cuyos resultados sugirieron que para que se presentara resistencia a
piretroides era necesaria la evolucion secuencial de ambas mutaciones. Consideraron poco
probable que 11016 hubiese evolucionado independientemente debido al bajo fitness
exhibido por el haplotipo 11016/F1534, en su lugar hipotetizaron que C1534 evolucion6
primero confiriendo un nivel bajo de resistencia de manera individual y que 11016 surgio
a partir del haplotipo VV1016/C1534 y se selecciond rapidamente debido al alto nivel de
resistencia conferido por el haplotipo doble mutante.

Haddi et al. (2017) reportaron por primera vez la presencia de la mutacion kdr
V410L (IS6) en una cepa de laboratorio de Ae. aegypti resistente a piretroides en Brasil.
En este estudio se determind que esta mutacion reduce la susceptibilidad a piretroides tipo
1 (permetrina) y tipo 2 (deltametrina) en canales de sodio de mosquito expresados en
oocitos de Xenopus, sin embargo, no lograron identificarla en colecciones de campo

provenientes de Brasil.

Por ultimo, Saavedra-Rodriguez et al. (2018) reportaron la mutacion V410L en
colecciones de 2002 a 2016 de Ae. aegypti provenientes de México observando una alta
frecuencia de V410L en colecciones previamente genotipificadas con 11016 y C1534. El
primer heterocigoto se detectd en 2002 en Coatzacoalcos, Veracruz, aumentando su
frecuencia a méas del 0.92 para 2016 en algunas poblaciones. Ademas, se realiz6 un analisis
de desequilibrio de ligamiento entre los loci 410-1016, 410-1534 y 1016-1534,
encontrando un mayor desequilibrio de ligamiento (mayor relacion) de L410 con 11016
que con C1534. Entre 2006 y 2008 se observo un favorecimiento en la seleccion de
individuos heterocigotos para V410L y V1016l, y heterocigotos y homocigotos mutados
para F1534C, mientras que no se encontraron genotipos mutados para V410L y V1016l
ocurriendo independientemente o bien, se presentaron con muy bajas frecuencias. Por otro

lado, en los estudios de asociacion de genotipo y fenotipo, los individuos con genotipo
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triple homocigoto resistente (LL410/111016/CC1534) mostraron mayor supervivencia
(resistencia knock down y recuperacion) luego de ser expuestos a permetrina o
deltametrina, mientras que individuos con el genotipo VLa10/V11016/CC1534 presentaron
alta mortalidad al ser expuestos a permetrina, pero alta supervivencia al exponerlos a
deltametrina. En el Gltimo escenario se observo que la presencia de heterocigotos en los

loci 410 y 1016 fue suficiente para presentar resistencia a deltametrina.

Tanto F1534C como V1016l se localizan en el sitio receptor PYR-1, pero solo
F1534C reduce la sensibilidad del canal de sodio a la permetrina (Du et al. 2013). Por el
contrario, a pesar de que V410L se presenta en IS6 no forma parte del sitio receptor PYR-
2. Considerando que los piretroides suelen unirse al vgsc en su estado abierto y que la
unién simultanea de piretroides a PYR-1y PYR-2 prolonga la apertura del vgsc, aquellas
mutaciones kdr que afecten la apertura del canal podrian neutralizar los efectos de estos
insecticidas. Por lo que se cree que la contribucion de V410L a la resistencia a piretroides
es resultado de cambios en las propiedades de apertura del canal de sodio sin inhibir el
acoplamiento de moléculas. Ademas, se plantea la posibilidad de que la co-ocurrencia de
V410L y V10161 (a pesar de estar en distintos sitios receptores) otorgue ventajas en el
fitness en presencia de piretroides, favoreciendo asi su co-seleccién (Haddi et al. 2017;
Du et al. 2013; Saavedra-Rodriguez et al. 2018).

Granada et al. (2018) reportaron la presencia de V410L en 3 poblaciones de Ae.
aegypti de Colombia. En este estudio se observé una correlacion positiva entre la
frecuencia de L410 e 11016 y la resistencia a piretroides tipo II (A-cialotrina) en contraste
con la frecuencia de C1534, la cual fue similar en poblaciones susceptibles y resistentes.
Cabe mencionar que las frecuencias de L410 e 11016 mostraron valores cercanos en las
poblaciones.

Las mutaciones kdr F1534C, V1016l y V410L han evolucionado a la par en los
ultimos 17 afos a tal grado que algunas han logrado fijarse en varias poblaciones de Ae.
aegypti de Mexico (Yanola, 2011; Ponce-Garcia et al. 2009; Saavedra-Rodriguez et al.
2018). Si bien la coevolucion y co-ocurrencia de F1534C y V10161 ha sido reportada en
otros paises del continente americano como son Brasil (Linss, 2014), Venezuela (Alvarez

et al. 2015), Colombia (Maestre-Serrano et al. 2014), Puerto Rico (Ponce-Garcia et al.
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2016), Cuba (Bariami et al. 2012) y Jamaica (Francis et al. 2017), la presencia de V410L
se ha reportado solamente en 3 paises de Latinoamérica.

Recientemente, Kushwah et al. (2019) reportaron por primera vez la mutacion
F1534L en poblaciones de Ae. aegypti de la India recolectadas en 2014 y 2015,
confiriendo resistencia a DDT, permetrina y deltametrina. F1534L se detect6 en conjunto
con F1534C, y V1016G/S989P, mostrando frecuencias del 17.48%, 50.61% y 18.27%

respectivamente (Kushwabh et al. 2019).

El reporte reciente de nuevas mutaciones kdr en colecciones de Ae. aegypti
resistentes a piretroides y la presencia de varias mutaciones en una sola poblacion de
mosquitos afiade complejidad a la deteccion y caracterizacion temprana de resistencia kdr
y por lo tanto impacta negativamente en los programas de manejo integrado de resistencia
y del vector. Por lo que es fundamental el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico
molecular, asi como su adaptacion para la deteccion simultanea de mutaciones kdr de

forma rapida y econémica.

2.6.- Deteccion de mutaciones kdr

Actualmente, existe una gran cantidad de técnicas basadas en PCR para la
deteccidn de mutaciones kdr, las cuales ofrecen sensibilidad y especificidad elevada. Sin
embargo, al realizar la eleccion de una de estas técnicas, es importante considerar los
recursos econoémicos del laboratorio, el entrenamiento del personal técnico y el tiempo
disponible (Martins y Valle, 2012). Este punto adquiere mayor relevancia al considerar la
extension geografica que ocupa el vector, la cantidad de muestras a procesar y la dinamica

y fluctuacién de la resistencia kdr en cortos periodos de tiempo.

Martinez-Torres et al. (1998) desarrollaron una AS-PCR para distinguir entre los
alelos kdr silvestres y resistentes que se encuentran en cepas de Anopheles gambiae del
Oeste de Africa (L1014F), permitiendo la deteccion de individuos heterocigotos en
poblaciones de campo. El ensayo utiliza los iniciadores AgD1 y AgD2 que flanquean la
region que contiene la mutacion kdr, este amplicon de ADN gendmico es de 293 pb. Los
iniciadores AgD3 y AgD4 son alelo-especificos e hibridan dentro de la regién amplificada
inicialmente. El iniciador AgD3 es especifico para el alelo resistente y junto con AgD1
amplifica un fragmento de 195 pb. AgD4 es especifico para el alelo silvestre y junto con
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AgD2 amplifica un fragmento de 137 pb. Esta técnica fue adaptada por Ranson et al.
(2000) para la deteccion de la mutacion L1014S sustituyendo el iniciador AgD3 por
AgD5, especifico para S1014. En ambos casos se emplea electroforesis en geles de
agarosa para revelar la presencia y ausencia de los alelos. La desventaja de esta técnica
radica en la baja eficiencia de amplificacion al utilizar muestras de ADN con baja
concentracion o calidad deficiente y en la necesidad de emplear reactivos riesgosos para

el revelado de resultados por electroforesis (Tripet et al. 2006).

Kolaczinski et al. (2000) desarrollaron un ensayo de PCR-SSOP denominado
también PCR-Dot Blot (Bass et al. 2007) para la deteccion de L1014F en An. gambiae.
En esta técnica se utilizan dos iniciadores disefiados para amplificar una region de 216 pb
dentro de la cual se presenta la mutacion de interés, adicionalmente emplean sondas
especificas para el alelo silvestre y mutado, marcadas con digoxigenina (DIG) en el
extremo 3’. El producto de PCR es fijado en una membrana de nylon en un arreglo de 96
sitios para luego ser hibridado con cada sonda alelo-especifica en ensayos separados.
Posteriormente se expone la membrana a fragmentos Fab anti-digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina y se afiade un sustrato (CSPD) que permite revelar el resultado a
través de quimioluminiscencia. Si bien esta técnica ofrece resultados satisfactorios y
econdmicos (Bass et al. 2007), esta no ha sido extensivamente utilizada para la deteccion
de mutaciones kdr como la AS-PCR punto final debido a la cantidad de pasos de

hibridacién requeridos luego de la amplificacién (Tripet et al. 2006).

Lynd et al. (2005) propusieron el ensayo HOLA para la deteccién de L1014F y
L1014S en An. gambiae. Esta técnica involucra la amplificacion por PCR punto final de
una region del vgsc que contiene las mutaciones de interés, seguida de una reaccion de
ligacion utilizando una sonda especifica para el alelo silvestre y otra para el mutado, ambas
marcadas con un detector (biotina en el extremo 5°) y una sonda comun marcada con un
reportero (fosforilacion en el extremo 5’ y fluoresceina en el extremo 3°), si la Gltima base
del extremo 3’ de la sonda alelo-especifica hibrida perfectamente con el ADN blanco se
lleva a cabo la reaccion de ligacion con la sonda comdn marcada con el reportero,
emitiendo sefial. Por lo tanto, para la deteccién de una mutacion kdr se requieren dos

ensayos, uno con cada sonda alelo-especifica. EI ensayo HOLA emplea una ligasa

13



termoestable y ciclos de desnaturalizacion e hibridacion a diferencia de su version original
(OLA) en la que se realizan pasos de desnaturalizacion y neutralizacion quimica. Esta
técnica es mas compleja y requiere mas tiempo que la AS-PCR punto final, pero tiene la
ventaja de no requerir revelado a través de electroforesis (Tripet et al. 2006). En 2008, el
ensayo HOLA fue utilizado para la deteccion de L1014F en Culex quinquefasciatus
provenientes de Sri Lanka arrojando resultados satisfactorios al validarlo por comparacion

con pirosecuenciacion (Wondiji et al. 2008)

Tripet et al. (2006) estandarizaron un ensayo de elongacion de PCR con
fluorescencia para la deteccion de L1014F y L1014S en An. gambiae., el cual involucra
el uso de dos iniciadores forward alelo-especificos cada uno con un marcaje de
fluorescencia distinto (Hex y Fam en el extremo 5’ para detectar el alelo mutante y
silvestre, respectivamente) y un iniciador reverse comudn disefiados considerando dos
sitios de union altamente conservados en el vgsc. El revelado de resultados se realiz6 a
través de un sistema de electroforesis capilar y la interpretacion considerando picos de
fluorescencia caracteristicos de cada alelo. El autor reporta un aumento en la especificidad

en comparacion con las 3 técnicas antes descritas.

Kulkarni et al. (2006) propusieron un ensayo de SSOP-ELISA de alto rendimiento
para la deteccion de L1014F en poblaciones de An. arabiensis. Este método combina un
ensayo de PCR con visualizacién del producto amplificado utilizando sondas especificas
(Sequence-Specific Oligonucleotide Probes) en un formato ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). La principal ventaja de este método es que utiliza equipo que muy
probablemente se encuentra disponible en laboratorios de paises en desarrollo, lo que

implica reduccidn en los costos de aplicacion.

Verhaeghen et al. (2006) realizaron la deteccion de L1014F y L1014S en An.
arabiensis y An. gambiae a través de un ensayo basado en un analisis FRET/MCA
(Fluorescence Resonance Energy Transfer/Melting Curve Analysis). Esta técnica
amplifica una region de 293 pb del vgsc en la cual se presentan las mutaciones.
Posteriormente se utiliza una segunda ronda de PCR para amplificar un fragmento de 121
pb el cual es marcado con el fluor6foro ROX conforme el iniciador forward es elongado.

Luego de esta amplificacion una sonda especifica para cada alelo kdr marcada con FAM
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hibrida, dando lugar al inicio del efecto FRET: FAM es excitado por la incidencia de luz
y debido a que el aceptor ROX se encuentra cerca, el estado excitado de FAM se transfiere
a ROX. El incremento progresivo de temperatura durante el analisis permite la disociacién
de lasonday el amplicén, esto a una temperatura especifica, haciendo que la fluorescencia
de ROX disminuya. Durante este analisis de curva de disociacion el cambio en la cantidad
de fluorescencia para cada hibrido sonda-templado se contempla como un pico positivo
distintivo. Una de las ventajas de esta técnica es que permite la deteccion de ambos alelos
en un solo ensayo, ademas de ser mas sensible y menos dependiente de la concentracion
del templado (a diferencia de los ensayos AS-PCR). No obstante, requiere de equipo y

reactivos costosos, lo que representa su mayor desventaja.

Bass et al. (2007) reportaron por primera vez una comparacion entre las
principales metodologias disponibles hasta entonces incluyendo la AS-PCR, HOLA,
SSOP-ELISA, PCR-DotBlot, FRET/MCA y elongacion de PCR con fluorescencia contra

dos ensayos de alto rendimiento basados en fluorescencia.

El primero fue un ensayo TagMan tiempo real con sondas MGB (o sondas para
ligandos de unién a surco menor), las cuales aumentan la robustez del ensayo. Estas fueron
disefiadas para unirse a zonas conservadas del dominio Il del canal de sodio, ya que la
variacion del intron que se encuentra cerca del locus L1014 puede llegar a afectar el
rendimiento de cualquier ensayo que utilice sondas especificas para variaciones en este
sitio. La sonda especifica para el alelo silvestre esta marcada con VIC en el extremo 5’ y
las sondas especificas de los alelos mutados F1014 y S1014 estan marcadas con 6-FAM,
ademas, cada sonda lleva un extintor de fluorescencia (quencher) y un MGB (ligando de
unién a surco menor). Este Ultimo aumenta la discriminacion alélica al incrementar la Tm
entre las sondas apareadas y mal apareadas. Este ensayo se realiz6 utilizando un equipo
estandar de PCR seguido de mediciones punto final utilizando un fluorimetro (Bass et al.
2007).

El segundo fue un analisis de fusion de alta resolucion o HRM (High Resolution
Melting Curve) que analiza una pequefia regién de ADN que contiene la mutacién de
interés previamente amplificada por una PCR que utiliza un reportero fluorescente para

ADN de doble cadena como SYTO 9. Este tipo de reporteros son menos inhibitorios para
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la PCR que los reporteros fluorescentes tradicionales, permitiéndoles ser empleados en
altas concentraciones para alcanzar una saturacion maxima del amplicon. Este ensayo
incluye un paso de fusion de alta resolucion, realizado a una Tm cercana a la del amplicon
y utilizando equipo con alta precision dptica y térmica. Conforme el ADN de doble cadena
se disocia en cadenas individuales el reportero se liberay la fluorescencia disminuye, esto
bajo un perfil de curva de fusion caracteristico de la secuencia del amplicon, permitiendo

la distincion de la presencia de uno u otro alelo (Liew et al. 2004).

El ensayo ciego de genotipificacion mostro que el método de AS-PCR punto final
tuvo una baja tasa de error, pero a comparacion del ensayo TagMan mostré una mayor
tasa de reacciones fallidas (menor sensibilidad), ademas de una baja resolucién comparado
con el ensayo TagMan y HRM. Por otra parte, los métodos con bajo costo inicial (no
requieren equipos especializados costosos) como SSOP-ELISA, PCR-DotBlot y HOLA
mostraron resultados similares entre ellos, ofreciendo sensibilidad y especificidad
aceptables, ademas de tener la ventaja de no requerir el revelado a través de electroforesis,
haciéndolos mas seguros (en caso de que el revelado involucre el uso bromuro de etidio).
Aunque el ensayo de SSOP-ELISA fue el mejor de los tres en cuestion de costos y
rendimiento, se concluyd que los tres son adecuados para su aplicacién en laboratorios de
paises en desarrollo con presupuesto limitado. En cuanto a la comparacion de ensayos de
alto rendimiento FRET/MCA, elongacién de PCR con fluorescencia, HRM vy el ensayo
TagMan, este ultimo mostré la mayor especificidad y sensibilidad, ademas de
considerarse un método simple y rapido de configurar que otorga mejores resultados al
emplear muestras de ADN con baja calidad y cantidad. La principal desventaja de este
método radica en el costo, el cual fue mayor en comparacion con el ensayo HRM vy el
ensayo de AS-PCR (Bass et al. 2007).

A pesar de que, en los ultimos afios, debido a su facilidad de uso y mayor
confiabilidad mas cientificos han recurrido a los ensayos de PCR tiempo real con sondas
TagMan y a los andlisis de curva de disociacion para detectar mutaciones kdr (Bass et al.
2007; Choi et al. 2010), la AS-PCR punto final continua posicionada como la técnica mas
utilizada en paises en desarrollo donde las enfermedades transmitidas por mosquitos son

endémicas, esto debido a su costo relativamente bajo en términos de equipo necesario,
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costo por corrida y especificidad y sensibilidad relativamente adecuadas (Bai et al. 2014;
Unwin et al. 2018).

2.6.1.-Técnicas moleculares para el monitoreo de frecuencias kdr en Ae. aegypti
Desde el desarrollo de la AS-PCR punto final por Martinez-Torres et al. (1998) la
mayoria de las técnicas adaptadas para el estudio de frecuencias kdr se ha centrado en la
deteccidn de las mutaciones L1014F y L1014S en mosquitos del género Anopheles. Por
otro lado, en el caso de Ae. aegypti este tipo de estudios se ha realizado a través de una
variedad reducida de técnicas basadas en el ensayo de AS-PCR, las cuales seran descritas

a continuacion.

Saavedra-Rodriguez et al. (2007) desarrollaron un ensayo de AS-PCR tiempo real
con curva de disociacion o con revelado a través de electroforesis en geles de agarosa para
la deteccion y el monitoreo de las frecuencias de 11011M, V10111, V10161 y V1016G en
poblaciones de Ae. aegypti de Latinoamérica. Ademas, Yanola et al. (2011) desarrollaron
un ensayo de AS-PCR tiempo real con sondas TagMan y un ensayo de AS-PCR punto
final con revelado a través de electroforesis en geles de agarosa para la deteccién de
F1534C en Ae. aegypti de Tailandia. Posteriormente, Stenhouse et al. (2013)
estandarizaron la AS-PCR punto final para la deteccion de V1016G en Ae. aegypti de
Tailandia, basandose en el ensayo reportado previamente para la deteccion de dicha

mutacién por AS-PCR tiempo real (Saavedra-Rodriguez et al. 2007).

El ensayo de PCR tiempo real con analisis de curva de disociacion ha sido utilizado
para la deteccidén de F1534C y V10161 en poblaciones de Ae. aegypti provenientes de
Venezuela (Alvarez et al. 2015), Puerto Rico (Ponce-Garcia et al. 2016), México (Deming
et al. 2016), Jamaica (Francis et al. 2017), las Antillas Francesas (Goindin et al. 2017);
F1534C en Brasil (Chapadense et al. 2015); y V410L en México (Saavedra-Rodriguez et
al. 2018; Villanueva-Segura et al. 2020). Respecto a la PCR tiempo real con sondas
TagMan, esta se ha utilizado para detectar V1016G y D1763Y en Ae. aegypti de Taiwan
(Lin et al. 2013) y F1534C en Arabia Saudita (Al Nazawi et al. 2017).

Por otra parte, el ensayo de AS-PCR punto final con electroforesis en geles de
agarosa/poliacrilamida ha sido utilizado para el monitoreo de frecuencias kdr de V1016l
en Brasil (Martins et al. 2009; Chapadense et al. 2015; Collet et al. 2016; Dolabella et al.
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2016), México (Siller et al. 2011), Colombia (Maestre-Serrano et al.2014; Aguirre-
Obando et al. 2015), y Venezuela (Alvarez et al. 2014); F1534C en Gran Caiman (Harris
et al. 2010) e India (Muthusamy y Shivakumar, 2015); V1016G en Malasia (Ishak et al.
2015); V410L en Colombia (Granada et al. 2018); 11011M y V10161 en Brasil (Lima et
al. 2011); V1016G y F1534C en Vietnam (Kawada et al. 2009) y en Tailandia (Plernsub
et al. 2016); V10161 y F1534C en México (Lopez-Monroy et al. 2018) y en Burkina Faso
(Sombié et al. 2019); S989P y V1016G en Arabia Saudita (Al Nazawi et al. 2017) y en
India (Kushwah et al. 2019); y S989P, V1016G y F1534C en Unién de Myanmar (Kawada
et al. 2014), en el Sur de China (Li et al. 2015), en Colombia (Atencia et al. 2016) y en
Sri Lanka (Saavedra-Rodriguez et al. 2018);

Rajatileka et al. (2008) estandarizaron el ensayo HOLA para la deteccién de
11011M, V1011l, V10161 y V1016G en poblaciones de Ae. aegypti de Tailandia.
Posteriormente se utiliz6 este ensayo para la deteccion de V10161 en poblaciones de Ae.
aegypti provenientes de Gran Caiman (Harris et al. 2010) y de México (Aponte et al.
2013). Sin embargo, al comparar los resultados del ensayo HOLA y pirosecuenciacién se
observa que esta técnica es mas especifica y sensible para la deteccion de L1014F en Cx.
quinquefasciatus que para aquellas presentes en los loci 1011 y 1016 de Ae. aegypti
(Martins y Valle, 2012).

Otras técnicas han sido empleadas en menor medida para este fin, entre ellas el
ensayo HRM para la deteccion de F1534C, V1016G y S989P en Indonesia (Wuliandari et
al. 2015); el ensayo PCR-RFLP para la deteccion de F1534C y T15201 en India (Kushwah
et al. 2015) y posteriormente para F1534L en India (Kushwah et al. 2019); e incluso a
través de secuenciacion para detectar V10161 en Martinica (Marcombe et al. 2012) y para
V10161 y F1534C en Gahana (Kawada et al. 2016).

2.6.2.-Deteccion simultanea de mutaciones kdr

En el caso de los estudios realizados en An. gambiae ha sido relativamente sencillo
adaptar algunas de las técnicas mencionadas anteriormente para la deteccion simultanea
de mutaciones kdr debido a que la mayoria se ha enfocado en L1014F y L1014S las cuales

estan presentes en un solo locus. Contrario a esto, las mutaciones kdr involucradas en la
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resistencia a piretroides y DDT en otros géneros de mosquitos se encuentran en distintos

loci, lo que ha dificultado el desarrollo de ensayos para deteccion simultanea.

Un ejemplo reciente de lo anterior es el ensayo de ETAS-PCR (Engineered-Tail
Allele-specific-PCR) desarrollado por Martins et al. (2019) para la deteccion simultanea
de tres variantes no sindnimas (TTA, TTT, TTC) que resultan en el reemplazo L1014F en
poblaciones de campo de Cx. quinquefasciatus provenientes de Brasil, Tanzania y
Uganda. La ETAS-PCR es un ensayo de PCR multiplex de una sola reaccion seguido de
una digestion con endonucleasas. Los iniciadores alelo-especificos forward se sintetizan
con una cola de 56 pb en el extremo 5’ que incluye un sitio de restriccion para la enzima
Eco321 en distintas posiciones. La discriminacion alélica se realiza a través de

electroforesis en gel de agarosa, obteniendo bandas con un peso caracteristico.

Recientemente, Saingamsook et al. (2017) desarrollaron un ensayo de mPCR
punto final y electroforesis en gel de agarosa para la deteccion simultanea de V1016G y
F1534C en Ae. aegypti. Este ensayo combina dos juegos de iniciadores, el primero
disefiado para la deteccion de V1016G (Saavedra-Rodriguez et al. 2007) y el segundo
disefiado para detectar F1534C, el cual consta de 4 iniciadores, dos de ellos amplifican
una banda control de 368 pb y los otros dos son especificos para los alelos F1534 y C1534
generando productos amplificados de 232 pb y 180 pb respectivamente. Esta técnica
ofrece reduccidn en el costo y tiempo de monitoreo de las frecuencias kdr en paises donde
ambas mutaciones estan presentes. Si bien, nuestro equipo de trabajo ha logrado adaptar
exitosamente esta técnica para la deteccion simultanea de F1534C, V410L y V10161 en
un solo ensayo (Villanueva-Segura et al. 2020), el afiadir una mutacion extra a la reaccién
implicaria un incremento en la complejidad de los patrones de bandeo presentes en el gel

de agarosa.

2.6.3.- Ensayo de mPCR/RLB para la deteccion simultanea de mutaciones
puntuales

Lo anterior puede solucionarse adaptando la técnica de mPCR punto final a algin
ensayo bioquimico o de hibridacion que no solamente permita revelar los productos
amplificados de manera dptima, sino que contribuya a mejorar la seguridad, costo y

rendimiento del monitoreo kdr (Henry-Halldin et al. 2012).
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En el presente estudio se propone la aplicacion de un chip biosensor que integra
un ensayo de PCR multiplex (mPCR) (Henegariu et al. 1997; Markoulatos et al. 2002),
en el cual se pueden emplear hasta 43 pares de iniciadores marcados con biotina para
producir amplicones marcados con biotina que posteriormente son utilizados en un ensayo
de hibridacion reversa en linea (RLB) en el que hibridan con sondas alelo-especificas
marcadas con un grupo amino y unidas a una membrana de nylon cargada negativamente
y cuyo resultado es revelado a través de una reaccion colorimétrica simple que emplea un
conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Gold, 2003; Kong y Gilbert, 2006). Entre
las ventajas de la técnica esta el hecho de que permite la deteccion simultanea de hasta 43
genes, regiones o alelos empleando una sola membrana, la cual luego del primer uso puede
ser reutilizada entre 10 y 20 veces. Ademas, la realizacion del ensayo RLB implica una
serie de pasos faciles de realizar, haciéndolo versatil y facilmente transferible a otros
laboratorios (Kong y Gilbert, 2006).

La deteccion simultanea de varias mutaciones puntuales mediante RLB utilizando
sondas especificas fue descrita inicialmente por Kaufhold et al. (1994) y aunque la
mayoria de las aplicaciones reportadas incluyen la identificacion/tipificacion de
microorganismos, tanto bacterias como virus, parasitos y hongos, se ha utilizado también

para la identificacién de alelos y polimorfismos en humanos (Kong y Gilbert, 2006).

Cao et al. (1999) emplearon esta técnica para desarrollar y comercializar un
sistema de genotipificacidn de alta resolucion y de resolucion intermedia para los genes
HLA clase I-A, B y C. En el sistema de alta resolucion se emplearon 67 sondas de
iniciadores alelo-especificas para el gen HLA-A, 99 para HLA-B y 57 para HLA-C,
mientras que en el sistema de resolucion intermedia de utilizaron 39 sondas de iniciadores

alelo-especificos para el gen HLA-A y 59 para HLA-B.

Bunschoten et al. (2000) utilizaron el ensayo de mPCR/RLB para la deteccion
simultanea de 4 alelos mutados en el gen NAT1 y 5 alelos mutados en el gen NAT2. Estos
genes codifican para N-acetiltransferasas 1 y 2 y se sabe que los alelos mutados antes
mencionados contribuyen a la susceptibilidad a desarrollar cancer en individuos expuestos
a compuestos alquilantes. Los resultados concordaron con aquellos obtenidos por AS-

PCR punto final y PCR-RFLP, concluyendo que esta técnica es mas rapida y menos
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costosa que estos ultimos, ademas de que es facil adaptarla para la deteccion de mas

variantes alélicas.

Mokrousov et al. (2004) con el ensayo de mPCR/RLB identificaron 6 alelos
mutados en 6 genes distintos de Mycobacterium tuberculosis asociados a resistencia a
farmacos. Este estudio representa el primer intento de combinar distintos blancos en un
solo ensayo de RLB para la prediccion de resistencia a farmacos anti-tuberculosis,

confirmando la capacidad de la técnica para identificar alelos mutados.

Oh et al. (2018) emplearon una variacion del ensayo de mPCR/RLB (la cual
conserva el principio de la técnica) para detectar 9 polimorfismos presentes en el
cromosoma Y de humanos y utilizaron dichos resultados para identificar 10 haplogrupos
diferentes. El analisis de estos polimorfismos a partir de muestras de ADN obtenidas en
escenas del crimen de homicidios permite a los investigadores reducir la cantidad de

sospechosos al predecir la ascendencia biogeografica a través de estos haplogrupos.
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3.- JUSTIFICACION

En Mexico, el principal mecanismo asociado a resistencia a piretroides en Ae.
aegypti son las mutaciones kdr F1534C, V410L y V1016l cuyas frecuencias han
aumentado a través de los afios por el uso continuado de esta clase de insecticidas,
comprometiendo la efectividad de los programas de control del vector. Actualmente, la
NOM-032-SSA2-2014 recomienda el monitoreo de susceptibilidad a piretroides en
poblaciones de mosquitos a través de la técnica de bioensayo dosis/tiempo diagnostico en
botella utilizada en el CDC de Atlanta. Sin embargo, esta no brinda informacion suficiente
sobre la dindmica y frecuencias de las mutaciones kdr, limitando el potencial de decision
de los programas de control de resistencia. Al elegir un método para detectar resistencia
por mutaciones kdr se debe considerar la disponibilidad de recursos del laboratorio,
técnicos capacitados y tiempo. Este dltimo punto adquiere mayor peso al considerar la
amplia distribucion geografica del vector en el pais, la cantidad de muestras a procesar y
la dinamica y fluctuacion de la resistencia kdr en cortos periodos de tiempo. Aunque el
ensayo TagMan en tiempo real con curva de disociacion y la AS-PCR punto final son las
metodologias mas utilizadas, en nuestro pais, su costo de aplicacion para identificar una
mutacién por mosquito es de ~3.50 USD y ~2.39 USD, respectivamente, haciendo poco
viable el incorporarlas como préctica rutinaria. Por otra parte, la técnica de PCR multiplex
ha demostrado agilizar el proceso de monitoreo a través de la deteccidn simultanea de 3
mutaciones kdr sin la necesidad de aumentar cuantiosamente el costo de la AS-PCR punto
final. Adicionalmente, se ha utilizado un grupo de metodologias convencionales (SSOP-
ELISA, PCR Dot-Blot y HOLA) que son relativamente baratas, con sensibilidad y
especificidad satisfactorias, y recomendadas para instituciones con presupuesto limitado.
El desarrollo de un chip biosensor de ADN, conformado por un ensayo de mPCR/RLB,
la cual es una herramienta epidemioldgicay de diagnostico efectiva ampliamente utilizada
y comercializada, combina la practicidad (en cuestion de tiempo) de la PCR multiplex con
la seguridad y adaptacion de la RLB a presupuestos limitados para la deteccidn simultanea
de las mutaciones kdr F1534C, V410L y V10161 en poblaciones de Ae. aegypti de México.
La sencillez de los pasos post-PCR de este ensayo y el hecho de que se propone como
técnica rutinaria en un pais en vias de desarrollo abre pauta a la contratacion y capacitacion

maodica de operadores no especializados en el area de biologia molecular.
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4.- HIPOTESIS
El chip biosensor de ADN detectara de manera eficiente los haplotipos asociados
a las mutaciones kdr F1534C, V410L y V10161 en el canal de sodio dependiente de voltaje
(vsgc) en mosquitos Ae. aegypti.

5.- OBJETIVO DEL TRABAJO
5.1.- Objetivo general

Disefiar y validar un chip biosensor basado en la técnica de hibridacion reversa en
linea que en conjunto con una PCR multiplex permitird la deteccion simultanea de las

mutaciones kdr F1534C, V410L y V10161 en el vsgc en mosquitos adultos de Ae. aegypti.

5.2.- Objetivos particulares
e Estandarizar las condiciones del ensayo de PCR multiplex y del ensayo de
hibridacion reversa en linea para la deteccion de haplotipos asociados a las
mutaciones kdr F1534C, V410L y V10161 en mosquitos Ae. aegypti.

e Validar los ensayos de PCR multiplex e hibridacion reversa en linea para la
deteccion simultanea de las mutaciones kdr F1534C, V410L y V1016l en
poblaciones de Ae. aegypti previamente caracterizadas por su resistencia a

insecticidas piretroides y la frecuencia de las mutaciones de interés.
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6.- MATERIAL Y METODOS

6.1.- Area de estudio y material biol6gico

En julio de 2018 y en junio de 2019 se realizaron muestreos dirigidos en
localidades de la costa del Golfo de México y del Pacifico, respectivamente (tabla 1, figura
3). Se recolectaron las fases inmaduras de Ae. aegypti en criaderos temporales donde se
conoce que el vector se reproduce (agua limpia almacenada o estancada), mediante el uso
de caladores estandar, charolas y pipetas plasticas, y aspiradores manuales. EI material se
colocé en bolsas Whirl-Pack® (Nasco Sampling,Wisconsin) debidamente etiquetadas, las
cuales fueron resguardadas en termos y transportadas al insectario del Laboratorio de
Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas “Unidad B”, UANL.
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Figura 3. Sitios de muestreo de Ae. aegypti en México.

Las larvas recolectadas se colocaron en charolas plasticas de 2.5 L de capacidad
con agua a temperatura de 27 £ 1 °C. Las larvas se alimentaron con polvo de higado bovino
(Liver powder MP Biomedicals, LLC). Al llegar a la etapa de pupa estas se colocaron en
camaras de emergencia (BioQuip Products, Inc., Compton, CA, USA) para facilitar la
identificacion de adultos de Ae. aegypti y su traslado a jaulas entomologicas (BioQuip
Products, Inc., Compton, CA, USA).
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Tabla 1. Coordenadas de los sitios de muestreo de Ae. aegypti de México.

Recolecta julio 2018

Localidad Coordenadas Localidad Coordenadas
. . N 18° 29' 06.8" . N 19° 23'4.728"
Zona Libre, Belice \W 88° 23' 36.5" José Cardel, Ver. W 96° 22' 44.478"

Campeche, Camp.

N 19° 49' 37.39"
W 90° 33'6.082"

Emilio Carranza, Ver.

N 19° 58' 26.505"
W 96° 36' 26.595"

Champoton, Camp.

N 19° 21'51.786"
W 90° 43'17.701"

Poza Rica, Ver.

N 20° 30" 18.984"
W 97° 28' 1.022"

Cd. del Carmen, Camp.

N 18° 39'40.127"
W 91° 49' 32.064"

Cosoleacaque, Ver.

N 17° 59' 36.78"
W 94° 38' 36.4812"

N 25°42'24.9" S N 18°1'10.105"
Monterrey, N.L. W 100°21'08.6" Minatitléan, Ver. W 94° 32' 52 559"
N 25°38’ 56." , N 17°57' 5.529¢
Guadalupe, N.L. W 100°10'49.2" Acayucan, Ver. W 94° 53' 57.908"

Herdica Cardenas, Tab.

N 18° 32'14.768"
W 92° 38' 25.515"

Coatzacoalcos, Ver.

N 18° 4' 31.891"
W 94° 19' 15.999"

N 17°59'18.131"

N 20° 58' 51.926"

Frontera, Tab. W 92° 55' 55.322" Mérida Yuc. W 89° 36' 59.438"
Villahermosa. Tab N 17°59'58.177" San Antonio Kaua, N 20° 56' 28.867"
' ' W 93° 21' 24.933" Yuc. W 89° 33' 46.369"

Tampico. Tamps N 22° 6'38.124" Uman. Yuc N 19° 49' 37.39"
pico, famps. W 97° 48' 11.336" YU W 90° 33' 6.082"

, N 21° 8' 28.655" N 20° 57' 16.482"
Cancin, Q. Roo. W 86° 52' 43.037" Vergel, Yuc. W 89° 34' 17.957"

. . N 19° 33'37.072" . N 20° 41' 26.717"
Felipe Carrillo, Q. Roo. W 88° 2' 39.1452" Valladolid, Yuc. W 88° 12' 11.044"
N 18° 31'11.7624" . . N 16° 45’ 24"
Chetumal, Q. Roo. \W 88° 25' 33 1032" Chiapas, Chis. W 93° 7 45"
Recolecta junio 2019

Localidad Coordenadas Localidad Coordenadas

, N 16°,53°7.1934" N 21° 32° 28.1"

Acapulco de Juarez, Gro. W 99°. 50° 23.541" San Blas, Nay. W 105°, 17° 18.3"
. N 17° 0°9.18" . . N 23° 11’ 45.5"

Coyuca de Benitez, Gro. W 100°, 47 46.23" Mazatlan, Sin. W 106°, 12° 16.8"
. . N 17°, 39’ 1.85436" . N 25°,33°47.2"
Zihuatanejo, Gro. W 101, 31° 50.772" Guasave, Sin. W 108°, 27" 54.2"

N 18° 54 50.8" N 24° 08’ 29.9"
Tecoman, Col. W 103°, 537 09.4" LaPaz, B.C.S. W 110°, 16° 34.1"

. N 19°, 07’ 06.5" Cd. Constitucion, N 25°, 01 05.0"
Manzanillo, Col. W 104°, 20 26.6" B.C.S. W 111°,38” 58.7"
Colima, Col. N 19°, 14’ 45.3228 Loreto, B.C.S. N 26° 1° 4.9872"

W 103°,42° 26.5968"

W11°, 21’ 8.9604"

José Marfa Morelos. Jal N 19°,40° 18.075" San Luis Rio Colorado, N 32° 26’ 59.8"
e W 105° 10° 57.181" Son. W 114°,43° 38.5"
N 20° 31’ 51.8" . N 27°,52° 21.3"
Puerto Vallarta, Jal. W 105°. 17" 31.0" Muzquiz, Coah. W 101°, 30° 36.6"
N 21°,07° 13.6" N 29°, 19°53.1"

Compostela, Nay.

Acufia, Coah.

W 105° 10’ 12.6"

W 100°, 56’ 52.5"
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Por ultimo, los adultos se mantuvieron a una temperatura de 26 £ 2 ° C con un
fotoperiodo 12:12 L:O y posteriormente se separaron 30 hembras adultas de manera
individual en tubos estériles de fondo cénico de 1.5 ml y se almacenaron a -20 °C para los

analisis posteriores.
6.2 Analisis de mutaciones kdr F1534C, V410L y V1016l

Los individuos procesados con el chip biosensor se seleccionaron a partir de
poblaciones de mosquitos previamente genotipificadas y poblaciones procesadas en el
presente trabajo (poblaciones de la colecta 2018 y 2019, respectivamente), esto a través
de AS-PCR punto final. Se tomaron en cuenta aquellas de poblaciones con frecuencias
genotipicas variables para F1534C, V410L y V1016l y algunos individuos de otras
poblaciones que mostraron haplotipos Unicos, esto con la finalidad de demostrar la

capacidad de la técnica para detectar la mayor cantidad de haplotipos presentes.

6.2.1.- Extraccion del ADN

La extraccion de ADN se realizé empleando la técnica modificada de precipitacion
con sales de Coen et al. (1982). Los mosquitos se maceraron de forma individual en 100
ul de buffer de lisis (NaCl 0.1 M, sacarosa 0.2 M, Tris-HCI 0.1 M pH 9.1, EDTA 0.05 M
y SDS al 5%) utilizando pistilos plasticos de polipropileno (DWK Life Sciences Inc.
Milville, NJ, USA) en tubos de fondo conico de 1.5 ml. Se centrifugaron durante 1 min a
13,000 rpm y se incubaron a 65 °C durante 30 min.

Se afadieron 15 pl de acetato de potasio a cada tubo y estos se incubaron a -20 °C
durante 40 min. Posteriormente se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 min y se
transfirieron 80 pl de sobrenadante de cada muestra a tubos nuevos. Se afiadieron 200 pl
de etanol etilico absoluto, se aplicé agitacion con vortex y los tubos se incubaron a -20 °C
durante toda la noche. Los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min y se decant6
el sobrenadante. Se afiadieron 200 pl de etanol etilico al 70 %, se aplicd agitacion con
vortex y los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min, luego de decantar el
sobrenadante se repiti6 este Ultimo lavado con etanol etilico al 70 %. Una vez obtenido el
pellet de ADN los tubos abiertos se incubaron a 65 °C durante 1 a 3 min. Por ultimo, la
muestra se resuspendié en 50 ul de agua grado molecular (libre de nucleasas). La
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concentracion y pureza del ADN extraido se verifico utilizando un espectrofotometro
NanoDrop 2000® (Woonstocken, RI, USA).

6.2.2.- Genotipificacion individual de F1534C, V410L y V1016l

La genotipificacion individual se realizé a través de AS-PCR punto final con
electroforesis en gel de agarosa. Para la amplificacion del locus V10161 el volumen final
de reaccion fue de 15 pl e incluy6 1 pl de ADN (~25- 250 ng/ pl), 10 pl de GoTag®
Master Mix (Promega, WI, USA) (5U), 3.55 ul de H2O libre de nucleasas y 0.15 pl de
cada uno de los iniciadores V1016 F, 11016 F e 11016 R (Saavedra-Rodriguez et al. 2007)
para ajustarlos a una concentracion final de 0.5 uM. En el caso de la amplificacion de
F1534C el volumen final por reaccién fue de 15 pl e incluyé 1 pl de ADN (~25- 250 ng/
ul), 10 pl de GoTag® Master Mix (Promega, WI, USA) (5U), 3.775 ul de H20 libre de
nucleasas y 0.075 pl de cada uno de los iniciadores F1534 F, C1534 F y 1534 R (Yanola
et al. 2011) para ajustarlos a una concentracién final de 0.25 pM. Por dltimo, la
amplificacion de V410L se realizd en un volumen final de reaccion de 25 ul e incluyé 1
pl de ADN (~25- 250 ng/ pl), 12.50 de GoTag® Master Mix (Promega, WI, USA) (5U)
11.35 pl de H20 libre de nucleasas y 0.05 pl de cada uno de los iniciadores V410 F,
L410F y 410 R (Saavedra-Rodriguez et al. 2018) para ajustarlos a una concentracion final
de 1 uM.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador BioRad T-100 (BioRad,
CA, USA) con las siguientes condiciones de reaccion: para V410L 3 min a 95°C, 30
ciclos de 1 mina 95°C, 20 s a 56.1°C y 20 s a 72°C, seguido de una extension final de 5
min a 72°C; para V10161 5 min a 95°C, 29 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 mina 60 °C,y 1
min 15 sa 72 °C, seguido de una extension final de 10 mina 72 °C; y para F1534C 4 min
a95°C, 35ciclosde 1 mina95°C, 1 mina57° C, 1 mina 72 °C, seguido de una extension
final de 4 mina 72°C.

Se analizaron 4pl de cada producto de la reaccion de PCR a través de
electroforesis horizontal en gel de agarosa (Agarose Ultrapure, Invitrogen, CA, USA) al
4%, 3% y 2.5% para F1534C, V10161, y V410L respectivamente. Las condiciones de
electroforesis fueron 110 V durante 80 min empleando buffer SB 1X (buffer &cido borico-
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sodio, NaOH 200 mM, pH 8.0 y acido bdrico). Las muestras amplificadas se tifieron con
gel red (Biotium, Hayward, CA, USA) a la par de un marcador de peso molecular de 25
pb (HyperLadder™, Bioline, LDN, UK) para verificar el tamafio de los fragmentos. Los
productos amplificados se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) y se fotografiaron en
un transiluminador (UVITEC, Cambridge, UK).

El genotipo se determind de acuerdo a los 3 patrones de bandeo dependiendo de
la presencia o ausencia de alelos silvestres o mutados en los loci de interés: para el locus
410 se espera una banda de aproximadamente 160 pb y 180 pb correspondientes a
individuos homocigotos para el alelo resistente y silvestre susceptible respectivamente, y
la presencia de ambas para el caso de individuos heterocigotos; para el locus 1016 se
espera una banda de 102 pb en individuos homocigotos para el alelo silvestre susceptible,
82 pb en individuos homocigotos para el alelo resistente, y la presencia de ambas para el
caso de individuos heterocigotos; por Gltimo, para el locus 1534 se espera una banda de
93 pb en individuos homocigotos para el alelo silvestre susceptible, una de 113 pb
individuos homocigotos para el alelo resistente, y la presencia de ambas para el caso de

individuos heterocigotos.

Tabla 2. Iniciadores alelo-especificos para la genotipificacion individual de F1534C, V410L y V1016l

Nombre Secuencia de 5’ a 3’ Referencia

C1534 F GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG

F1534 F GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT Yangcl)alit al.
1534 R TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT

V410 F ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCGTG )

L410 F ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCATT ROd”ggié etal.
410 R TTCTTCCTCGGCGGCCTCTT

V1016 F GCGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG Saavedra-
11016 F GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA ROd”,gggi etal.
11016 R TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC Saavedra-

6.3.- Disefio de iniciadores y sondas especificas

Para el ensayo de mPCR/RLB se disefiaron 3 pares de iniciadores marcados con
biotina en el extremo 5°, utilizados para amplificar las regiones de ADN que flanquean
las mutaciones F1534C, V410L y V10161. Ademas, se disefiaron 6 sondas de iniciadores
especificas para los alelos silvestres y mutados en los loci ya mencionados, las cuales
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incluyeron un marcaje con un grupo amino en el extremo 5°. Como control interno se
eligio el gen de la B-actina debido a que se ha demostrado que se expresa basalmente en
todas las células y ha sido utilizado exitosamente con el mismo proposito en estudios
previos. La amplificacion de este se realizo utilizando iniciadores previamente reportados
para su uso en Ae. aegypti (Villanueva-Segura et al. 2015), ademas se disefié una sonda
para su deteccion en el ensayo de hibridacion reversa (tabla 3).

Los iniciadores y las sondas utilizadas en ambas pruebas se disefiaron
considerando los siguientes pardmetros: temperatura de fusion (Tm) dentro de un rango
de 50-60 °C; contenido GC entre 30% y 60%; longitud de 18 a 30 pb; formacion de
estructuras secundarias moderada, baja o nula; sin formacion de dimeros; tamafio de
productos amplificados de 80 a 400 pb (Kong y Gilbert, 2006; Nasereddin et al. 2008;
Giorgio, 2018). El ensayo de amplificacion in silico y la determinacion de los parametros
de los iniciadores y sondas se realizaron utilizando el software AmplifyXy la herramienta
IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.),

respectivamente. Todos los iniciadores y sondas fueron sintetizados por la empresa IDT

bioinforméatica OligoAnalyzer de

(Integrated DNA Technologies, Inc.).

Tabla 3. Iniciadores flanqueantes y sondas alelo-especificas disefiados para el ensayo mPCR/RLB.

Iniciador/sonda Secuencia de 5’ a 3’ Tm(°C) % GC
1016 F TTCTTGCATTCTATCGTGCTAACC 55.3 41.7%
1016 R GACAAAAGCAAGGCTAAGAAAAGG 54.8 41.7%

Sonda V1016 ACCCGCACAGGTACTTAACCTT 58.4 50%
Sonda 11016 ACACCCGCACAGATACTTAACCT 58.1 47.8%
1534 F TCGCGGGAGGTAAGTTATTG 54.5 50%
1534 R CGATGATGACACCGATGAA 52.2 47.4%
Sonda F1,534 TTCTTCATCATCTICGGGTCGTTC 56.8 45.8%
Sonda C1,534 TTCTTCATCATCTGCGGGTCGTT 58.7 47.8%
410 F TACGATCAGCTGGACCGTG 56.7 57.9%
410 R TTCTTCCTCGGCGGCCTCTT 61.3 60%
Sonda V410 CGTTCTACCTTGTAAATTTGATCTTGG 54.4 37%
Sonda L410 GTTCGTTCTACCTTITAAATTTGATCTTGG  55.1 33.3%
Control interno
B-actina F GATCTGGCACCACACCTTCT 57.1 55%
B-actina R ATTGGGACAGTGTGGGAGAC 56.9 55%
Sonda B-actina GAGACCTTCAACTCGCCAGC 58.3 60%
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Los iniciadores se resuspendieron utilizando H.O grado molecular y se
almacenaron de acuerdo con lo sugerido por Kong y Gilbert (2006). Se realizaron
alicuotas madre y de trabajo de los iniciadores biotinilados, las cuales se almacenaron a -
80 °C y a -20 °C respectivamente, esto para asegurar la integridad del marcaje. Las sondas
alelo-especificas se resuspendieron en H>O grado molecular, se dividieron en alicuotas
madre y de trabajo y se almacenaron a -20 °C.

6.4.- Estandarizacion de la mPCR

Se estandariz6 la mPCR con el fin de utilizarse en conjunto con el ensayo de RLB.
Para los fines descritos se utilizé el ADN de hembras adultas de campo y de la cepa de
referencia New Orleans de Ae. aegypti.

Las primeras pruebas consistieron en la amplificacion individual de las regiones
que flanquean a los reemplazos F1534C, V410L, V1016l y B-actina utilizando los
iniciadores marcados con biotina (tabla 3) y partiendo de las condiciones y volimenes de
reaccion recomendados por el proveedor de la ADN polimerasa comercial utilizada y por
lo reportado por Henegariu et al. (1997) considerando las caracteristicas de los iniciadores.
Una vez que se obtuvo amplificacion individual satisfactoria utilizando una temperatura
de alineamiento en comun se procedié con la amplificacion simultanea. Si alguna banda

mostrd reduccidn en la intensidad se opt6 por aumentar la concentracién de iniciadores.

La amplificacién simultanea de las 4 regiones se estandarizo a partir de una mezcla
de reaccién que contenia: 1 pul de ADN (~10-250 ng/ ul), 1 U de GoTag® Master Mix
(Promega, W1, USA), iniciadores p-actina F, B-actina R, F1534C fw, F1534C rev, V410L
fw, V410L rev, V10161 fw y V1016l rev a una concentracion de 0.2 uM, asi como H20
libre de nucleasas. Las condiciones iniciales de reaccion fueron las siguientes: 95°C
durante 2 min, 30 ciclos de 95°C durante 30 s, 60 °C durante 30 s, 72°C durante 45 sy,

por Gltimo, una extension final a 72°C durante 5 min.

Tanto en la amplificacion individual como en la simultanea se analizaron 4 pl de
cada uno de los productos de reaccidn a través de electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2.5 %. Las condiciones de electroforesis fueron 110 V durante 80 min
empleando buffer SB 1X (buffer acido borico-sodio, NaOH 200 mM, pH 8.0 y &cido
borico). Las muestras amplificadas se tifieron con gel red (Biotium, Hayward, CA, USA)
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a la par de un marcador de peso molecular de 25 pb (HyperLadder™, Bioline, LDN, UK)
para verificar el tamafio de los fragmentos. Los productos amplificados se visualizaron en
un analizador de imagenes (UVITEC, Cambridge, UK). Por ultimo, la validacion de la
estandarizacion de la PCR multiplex se realizé comparando el patrén de bandeo obtenido

de la amplificacion individual y simultanea.
6.5.- Estandarizacion del ensayo RLB

6.5.1.- Preparacion de la membrana Biodyne C

El ensayo de hibridacion reversa se adapto de las metodologias descritas por Kong
y Gilbert (2006) y Giorgio (2018). Se utilizd la membrana Biodyne C® (0.45 pum) Pall
Corporation, USA) adaptada a un tamarfio de 7.3 x 10.3 cm, 9 hojas de papel filtro de poro
cerrado de 7.3 x 10.3 cm vy el aparato de microfiltracion SF (BioRad, CA, USA). La
membrana Biodyne C® fue activada en una bolsa plastica sellable, con EDC (Merck,
CDMX, MX) al 16% (w/v) diluido en buffer MES (Merck, CDMX, MX) 0.5 M pH 5.5,
en agitacion durante 10 min y a temperatura ambiente. Posteriormente se enjuag6 con H.O
bidestilada y se coloco en el empaque del aparato de microfiltracién sobre las hojas de
papel filtro (previamente humedecidas con H>O bidestilada). Una vez ensamblado el

aparato, se removio el exceso de liquido aspirandolo por vacio a través de la membrana.

Por otra parte, las sondas alelo-especificas fueron diluidas en NaHCO3 0.5 M (pH
8.4) a la concentracion que se deseaba fijar y se distribuyeron en los respectivos pozos. Se
depositd NaHCOs en los espacios no utilizados para evitar la difusion entre ranuras. La
dilucion de las sondas se incubd a 25 °C durante 1 hora y posteriormente se aplico vacio
para filtrar el liquido a través de la membrana. Se realizaron marcas en la membrana
utilizando un lapiz de grafito antes de retirarla del aparato y se incubd con agitacion dentro
de un recipiente plastico en NaOH 0.1 M durante 7 min con la finalidad de inactivar la
membrana. Después se enjuagdé con SSPE 2X, se coloc6é en SSPE 2x / SDS 0.1% y se
incubd con agitacion durante 5 min a la misma temperatura en que se realizd la
hibridacion.

Si la membrana no se utilizd inmediatamente, esta se colocd en un recipiente

plastico con EDTA 20 mM (pH 8) durante 20 min a temperatura ambiente para luego ser
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almacenada a 4°C en una bolsa sellada en presencia de EDTA 20 mM. Durante este paso
fue importante mantener las bolsas correctamente selladas para evitar deshidratacion y el

consecuente compromiso de las membranas.

6.5.2.- Hibridacion de productos de mPCR y visualizacion de resultados

El producto de mPCR (marcado con biotina) fue diluido en SSPE 2x / SDS al
0.1%. La muestra fue desnaturalizada a 100°C durante 10 min y enfriada en hielo por al
menos 5 min. Al mismo tiempo se colocé la membrana activada y papel filtro en un
recipiente plastico con SSPE 2x / SDS al 0.1% a temperatura ambiente durante 5 min. La
membrana y los papeles filtro se colocaron en el aparato de microfiltracion ensamblandolo

como se describio previamente y eliminando el exceso de liquido aplicando vacio.

Las muestras desnaturalizadas se depositaron en cada uno de los pozos
correspondientes, colocando SSPE 2x / SDS 0.1% en los pozos sin utilizar para prevenir
la difusion entre ranuras. La hibridacion se llevd a cabo a una temperatura especifica
cercana a la Tm de las sondas alelo especificas, esto durante un tiempo especifico.
Después se filtrd el liquido restante a traves de la membrana aplicando vacio y se transfirio
la membrana a un contenedor plastico, donde se realizaron 2 lavados en un buffer (buffer
de lavado) que contenia SSPE y SDS a una concentracion y temperatura especifica. Para
visualizar el resultado se coloco la membrana dentro de una bolsa de plastico sellable y se
afiadieron 5 mL de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Merck, CDMX, MX) diluida 1:2000
en el buffer de lavado y se incubd en agitacion constante a 42°C durante 45-60 min. La
membrana se transfirid a un recipiente plastico y se enjuago con agitacion 2 veces el buffer
de lavado a 42°C durante 10 min. Se reemplaz6 dicha solucién con 100 mL de SSC a una
concentracion especifica y se incub6 con agitacion y a temperatura ambiente durante 5
min. Posteriormente se afiadié 1 mL de BCIP/NBT one-step (Merck, CDMX, MX) y se
dej6 incubando a 42°C hasta que se desarrolld el color azul-purpura. La reaccién

colorimétrica se detuvo enjuagando la membrana en H2O bidestilada.

32



6.6.- Andlisis de resultados

Las frecuencias genotipicas se calcularon dividiendo el nimero de individuos con
cada uno de los genotipos (homocigoto silvestre, heterocigoto u homocigoto mutado)
entre el nimero total de individuos. Cabe mencionar que las poblaciones recolectadas en
julio de 2018 fueron genotipificadas previamente por nuestro equipo de trabajo (Mora-
Jasso et al. 2019).

Para validar la metodologia se compard el resultado obtenido a través de
mPCR/RLB con el obtenido a través de AS-PCR punto final, empleando 82 muestras,
buscando incluir individuos que mostraran los 22 haplotipos detectados a través de AS-
PCR punto final. A partir de esta comparacion se realizaron tablas de contingencia para
calcular el % total de acuerdo y el indice de concordancia kappa (k) (con sus respectivos
intervalos de confianza de 95%) para deteccidn de genotipos en cada locus y de haplotipos
en los loci 1534+410, 1534+1016, 1016+410, y 1534+410+1016 empleando el software
SPSS version 22.0. Los valores de deteccion individual para alelos y haplotipos se
contrastaron con aquellos obtenidos utilizando el ensayo SlotBlot (ensayos realizados
previamente por nuestro equipo de trabajo) y la AS-PCR punto final. El estadistico « se
obtiene comparando la concordancia observada entre dos métodos cuando son aplicados
al mismo grupo de individuos, respecto a la concordancia que podria ocurrir por azar,
donde 0 indica concordancia por azar y 1 concordancia perfecta. La interpretacion de los
valores « obtenidos se realiz6 con base en la escala de interpretacion de Landis y Koch
(1977).

Tabla 4. Escala de interpretacién del indice de concordancia kappa propuesto por Landis y Koch (1977)

Valor del indice Grado de concordancia
<0.00 Sin acuerdo
>0.00 - 0.20 Leve
0.21-0.40 Aceptable
>0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Considerable
0.81-0.99 Casi Perfecta
1.00 Perfecta
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7.-RESULTADOS

7.1.- Estandarizacion del ensayo de mPCR

La amplificacion individual inicial de las regiones que flanquean las 3 mutaciones
kdr de interés se realizd empleando las siguientes condiciones: 95 °C durante 2 min; 30
ciclos a 95 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s, 72 °C durante 45 sy, por Gltimo, una
extension final a 72 °C durante 5 min. Utilizando una concentracion final de iniciadores
de 0.2 uM (figura 4).

9 10

vgsc-410 vgsc-1534

-

vgsc-1016

Figura 4.- Amplificacion individual de las regiones del vgsc que flanquean las mutaciones de interés. Gel
de agarosa al 2.5%. Concentracion final de iniciadores de 0.2 uM utilizando ADN de individuos Ae. aegypti
de la cepa de referencia New Orleans (carril 3, 6 y 9) y de un individuo de campo (carril 4, 7 y 10). Carril
1: marcador de peso molecular de 25 pb; Carril 2: control negativo con agua libre de nucleasas como
templado en la reaccion de PCR; Carriles 5 y 8: no contienen muestra.
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Figura 5.- Amplificacién individual de las regiones de interés del vgsc aumentando la concentracion de
iniciadores para vgsc-1016. Gel de agarosa al 2.5%. Concentracion final de iniciadores de 0.2 UM para vsgc-
410 y vgsc-1534, y de 0.4 uM para vgsc-1016 utilizando ADN de individuos Ae. aegypti de la cepa de
referencia New Orleans (carril 4, 7 y 9) y de un individuo de campo (carril 5, 8 y 10). Carril 1: marcador de
peso molecular de 25 pb; Carril 2: control negativo con agua libre de nucleasas como templado en la reaccion
de PCR. Carriles 3 y 6 no contienen muestra.
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Se obtuvo sefial de amplificacion adecuada independientemente de si la muestra
de ADN utilizada correspondia a un individuo de campo o a la cepa de referencia New
Orleans, sin embargo, la sefial de vsgc-1016 fue mas tenue en comparacion con el resto,
por lo que se aumento la concentracion final de iniciadores para vgsc-1016 de 0.2 uM a
0.4 uM, manteniendo las mismas condiciones de reaccion (figura 5). Posteriormente se
redujo la temperatura de alineamiento base de 60°C a 58.6°C, situdndola en un punto
intermedio entre las Tm de los iniciadores utilizados. Ademas, se afiadio la amplificacion
individual de B-actina como control interno, utilizando una concentracion final de

iniciadores de 0.2 uM (figura 6).
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Figura 6.- Amplificacion individual de las regiones de interés del vgsc y p-actina. Gel de agarosa al 2.5%.
Concentracion final de iniciadores de 0.2 UM para vsgc-410, vgsc-1534 y B-actina 'y 0.4 uM para vgsc-
1016, utilizando ADN de individuos Ae. aegypti de la cepa de referencia New Orleans. Carril 1: marcador
de peso molecular de 25 pb; Carril 2: control negativo con agua libre de nucleasas como templado en la
reaccion de PCR; Carril 3: vgsc-1016; Carril 4: vgsc-410; carril 5: vgsc-1534; Carril 6: B-actina

Una vez que la sefial de amplificacion individual fue adecuada, se ajusto el
volumen de reaccion para la amplificacion simultanea de las regiones de interés, probando
2 concentraciones distintas de iniciadores para B-actina, 0.2 uM y 0.4 pM. Con una
concentracion mayor de iniciadores para B-actina (0.4 uM), laamplificacion de vgsc-1534

y vgsc-1016 se vio comprometida por lo que se decidio mantenerla a 0.2 uM (figura 7).
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Debido a que la sefial de amplificacion de vgsc-1534 se mostrd mas tenue que las
otras 3 bandas se realiz6 una prueba utilizando 1 pl, 2 ply 3 ul de ADN (figura 8). Aunque
no se observo diferencia en la intensidad de las bandas, se decidio utilizar 1 pl de ADN
para un volumen final de reaccion de 25 pl y 2 pl de ADN para un volumen final de

reaccion de 50 pl.
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Figura 8.- Efecto de la cantidad de templado en la amplificacién simultanea de las regiones de interés del
vgsc y B-actina. Gel de agarosa al 2.5%. Concentracién final de iniciadores para vgsc-1534 y vgsc-410 de
0.2 uM y para vgsc-1016 de 0.4 uM, utilizando 1 pl, 2 pl y 3 pl de ADN de individuos Ae. aegypti de la
cepa de referencia New Orleans (carril 5, 6 y 7) y de campo (carril 8, 9 y 10). Carril 1: marcador de peso
molecular de 25 pb; Carril 2, 3 y 4: control negativo con 1 pl, 2 pl y 3 pl de agua libre de nucleasas como

templado en las reacciones de PCR.

el ] Bractina
vgsc-1534
vgsc-410
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Figura 7.- Amplificacion
simultanea de las regiones de
interés del vgsc y B-actina.
Gel de agarosa al 2.5%.
Concentracion ~ final  de
iniciadores para B-actina de
0.2uMy 0.4 uM (carril 4y 5,
respectivamente) utilizando
ADN de individuos Ae.
aegypti de campo. Carril 1:
marcador de peso molecular
de 25 pb; Carril 2 y 3: control
negativo de dichas reacciones
(con 0.2 uM y 0.4 pM de
iniciadores de  [-actina,
respectivamente).




Por otra parte, en el siguiente ensayo se redujo la concentracion de iniciadores para
B-actina de 0.2 uM a 0.15 uM y se amplificaron las muestras utilizando 30 y 40 ciclos. Se
observo mayor intensidad de amplificacion utilizando 40 ciclos, ademas, disminuyé la
intensidad de la banda correspondiente al control interno y aumenté la de vgsc-410 y vgsc-
1016 (figura 9).
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Figura 9.- Efecto de la cantidad de ciclos de reaccion en la amplificacion simultanea de las regiones de
interés del vgsc y B-actina. Gel de agarosa al 2.5%. Concentracion final de iniciadores para -actina de 0.15
UM, para vgsc-1534, y vgsc-410 de 0.2 UM y para vgsc-1016 de 0.4 uM utilizando 2 pl de ADN de
individuos Ae. aegypti de la cepa de referencia New Orleans (carril 4 y 5) y de campo (carril 6, 7,8y 9). 30
y 40 ciclos en la reaccion. Carril 1: marcador de peso molecular de 25 pb; Carril 2 y 3: control negativo;
Carriles 4, 6 y 8: amplificacion con 30 ciclos de reaccion; Carriles 5, 7'y 9: amplificacion con 40 ciclos de
reaccion.

Por altimo, se modificé la concentracion de iniciadores para vgsc-1534 de 0.2
uM a 0.22 uM, equiparando ademas la empleada para (-actina y vgsc-410 a 0.16 uM.

Con lo anterior se logré unificar la intensidad de las bandas (figura 10).

pb
300 B-actina
vgsc-1534
200 vgsc-410
100 vgsc-1016
75

Figura 10.- Productos de mPCR de las regiones de interés del vgsc y B-actina. Gel de agarosa al 2.5% con
productos de mPCR utilizando iniciadores de B-actina a una concentracion final de 0.15 pM, vgsc-1534 a
0.22 uM y vgsc-410 a2 0.16 M y de vgsc-1016 a 0.4 uM utilizando ADN individuos Ae. aegypti de la cepa
de referencia New Orleans (4 y 5) y de campo (carriles 5, 6, 7 y 8); Carril 1: marcador de peso molecular
de 25 pb; Carril 2: control negativo.
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7.2.- Estandarizacion del ensayo RLB

Se realizaron una serie de ensayos preliminares hasta definir especificaciones
técnicas del protocolo para obtener sefial de hibridacion y bandas definidas (figura 11).
Ademas, se probaron distintas temperaturas utilizando los buffers recomendados por
Kong y Gilbert (2006): SSPE 2X / SDS 0.1% para diluir el producto de mPCR y llevar a
cabo la hibridacién, y SSPE 2X / SDS 0.5% para realizar los lavados posteriores a la
hibridacion, obteniendo sefial inespecifica con la mayoria de las combinaciones de

temperatura (tabla 5).

Sonda alelo especifica (nlI/pl)

16 ) Figura 11.- Ensayo RLB preliminar. En

P-actina [ee— ambos casos se utiliz6 ADN de un
individuo  CCisaa/LLa1o/l1016 Yy una

WT-F1534 s = temperatura de hibridacion de 58.6°C y

los lavados post-hibridacién  se

— realizaron con SSPE 2X / SDS 0.5% a
65°C. En el primer caso (a) la fijacién de

sondas, hibridacion y revelado se realizd

MT-L410 de manera Pont!nua _§in desarmar el
aparato de microfiltracion, en el segundo

WT-V1016 ﬁ caso (b) se realizaron marcas guia luego
ll’.‘ -
3

MT-C1534

WT-V4a10

de fijar las sondas, lo que permitié retirar
la membrana para realizar los lavados

fuera del aparato. WT: alelo silvestre;
Contral (-) [is MT: alelo mutado.

b)

MT-I1016

Tabla 5.- Efecto de distintas condiciones de hibridacién y lavados post-hibridacion en la especificidad del
ensayo RLB.

Buffer (lavados Hibridacién (°C) Lavados post- Resultado (sefial de
post-hibridacion) hibridacion (°C) hibridacion)
58.6 65 WT/MT de los 3 loci y B-actina
60 65 WT/MT-1534 y B-actina
52 60 WT/MT-1534 y B-actina
SSPEO?; /(f SDS 63 65 WT/MT de los 3 loci y p-actina
67 72 WT/MT de los 3 loci y B-actina
70 75 WT/MT de los 3 loci y B-actina
78 79 Sélo en B-actina
74 78 WT/MT de los 3 loci y B-actina
SSPE 2X / SDS 76 78 WT/MT Qe los 3 Ioci_y B-actina
0.8% 50 65 _ Solq en -actina
77 82 Sefial especifica (WT/MT-1534

y B-actina)

38



La especificidad de la reaccion para WT/MT-1534 se present6 al aumentar la
temperaturaa 77 °C y 82 °C en la hibridacion y lavados post-hibridacion, respectivamente,
ademas de aumentar la concentracion de SDS de 0.5% a 0.8% en el buffer empleado en

los lavados post- hibridacion (figura 12).

donda alelo especifica (nld/pl) Figura 12.- Ensayo RLB para
1 1 deteccion de WT-F1534 y MT-C1534.

f-actina Se utilizo ADN de un individuo (a)
CCus34/LLaso/ 11016 y (0)

WT-F1534 FF1534/VV410/VV1016. En ambos casos

se utiliz6 wuna temperatura de
hibridacién de 77°C y los lavados post-

MT-C1534 hibridacién se realizaron con SSPE 2X
/ SDS 0.8% a 82°C. En ambos casos se
Contral (5 observa sefial especifica.
g L]

Todos los ensayos RLB se realizaron diluyendo 1.5 pl de producto de mPCR en
148.5 pl de buffer SSPE 2X / SDS 0.1% precalentado a 45°C. En todos los ensayos, en el
control negativo se fijé cada una de las 7 sondas a la concentracion indicada en su
respectivo carril. Las condiciones que variaron en cada ensayo RLB durante la
estandarizacion fueron la temperatura de hibridacion, la temperatura de los lavados post-
hibridacion y la concentracion de sales o0 SDS y el volumen del buffer empleado en estos
ultimos lavados. La incubaciéon con el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina se
realizé utilizando una misma dilucion de la enzima (1:2,000) y temperatura (42°C) segln
las especificaciones del producto. Por otra parte, la figura 13 muestra un ensayo RLB
donde se fijaron 6 concentraciones distintas de cada sonda a la membrana Biodyne C®.
La mPCR se realiz6 utilizando 2 pl de ADN de un individuo triple homocigoto mutado
(CCas34/LLazo/ll1016) en un volumen final de reaccion de 50 pl. La hibridacion y los
lavados post-hibridacion se realizaron bajo las temperaturas y concentraciones de buffers
sugeridas por la literatura, 60°C y 65°C respectivamente y SSPE 2X / SDS 0.1% para el
paso de hibridacion y SSPE 2X / SDS 0.5% para los lavados post-hibridacién. Lo anterior
para determinar si la concentracion de sonda podia suplir el uso de temperaturas elevadas
en dichos pasos para obtener sefial especifica. Si bien a una concentracion de sonda de 4
nM/ul se observo sefial uniforme e inespecifica en todos los pozos, se observo también

una reduccién gradual de la sefial conforme disminuy6 la concentracion de sonda, en el
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caso de B-actina, dejando de ser visible a 1 nM/ul; en MT-C1534 y WT-V1016 dejando
de ser visible a 0.5 nM/ul; y en WT-F1534 y MT-L410 dejando de ser visible a 100
pmol/ul. Bajo estas condiciones y a partir de una concentracion de sonda de 2 nM/ul hasta
0.5 nM/ul el ensayo RLB fue especifico para la deteccion de MT-L410. Cabe mencionar
que por error técnico no se aplico dilucién de mPCR en la fila correspondiente a MT-

11016

Sonda alelo especifica (n/pl)
4 2 1 0.5 0.1 10 pm ol
[-acting e % : -

-

WT-F1534 .
MT-C1534 .

WT-V4l0

MT-L410

WT-V1016 -
MT-I1016

Control (-) - -

Figura 13.- Efecto de la concentracion de sonda en la intensidad de la sefial de hibridacion. Se fijaron 6
concentraciones de sondas y se utilizd ADN de un individuo CCisaa/LLa41o/l11016, aplicando las condiciones
de temperatura y concentracion de buffer estandar reportadas por Kong y Gilbert (2006).

En la figura 14 se presenta un ensayo RLB donde se fijaron a la membrana las 3
concentraciones de sonda que anteriormente mostraron sefial especifica para MT-L410
(figura 13). Las condiciones utilizadas fueron las mismas del ensayo anterior (hibridacion
a 60°C durante 1 hora y 2 lavados post-hibridacién a 65°C durante 10 min en 50 ml de
buffer SSPE 2X / SDS 0.5% con la diferencia de que al realizar la mPCR se utilizaron 4
pl de ADN (en lugar de 2 pl) de un individuo CCissa/LLa41o/l11016 €n un volumen final de
reaccion de 50 pl, esto para determinar si se presentaba un aumento de intensidad de la
sefial en aquellos carriles donde previamente se obtuvo sefial especifica. De nuevo se
observo relacion entre la reduccion de la sefial y la concentracion de sondas. Sin embargo,
se presento sefial en todos los pozos con excepcion de B-actina cuya sefial s6lo se observo

utilizando 2 nM /pl.
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Sonda alelo especifica (nM/ul)

2 1 0.5
B-actina

WT-F1534

MT-C1534
WT-V410

MT-L410

WT-V1016
MT-11016

Control (-)

Figura 14.- Efecto de la cantidad de templado utilizado en la mPCR sobre la intensidad y especificidad del
resultado. Se fijaron 3 concentraciones en la membrana y se utilizo ADN de un individuo
CCus34/LLaso/ 1016

Aunque la sefial fue inespecifica para detectar los alelos mutados, al fijar 0.5 nM/ul
de sonda la sefial de MT-L410 y MT-11016 fue mas intensa que la de WT-V410 y WT-
V1016. Considerando la diferencia en la especificidad de MT-L410 al utilizar 2 ul y 4 pl
de ADN al realizar la mPCR, se decidi6 mantener la cantidad de ADN a 1 pl y 2 ul para
un volumen final de reaccion de 25 ul y 50 pl respectivamente y proceder a probar
utilizando la temperatura de hibridacion y post-hibridacion con la que previamente se
obtuvo sefial especifica en WT/MT-1534 (figura 12). En dicho ensayo se fijaron 2 nM/pl
y 1 nM/ul de sondas en la membrana, con una temperatura de hibridacion a 77 °C durante
1 hry lavados post-hibridacion a 82°C durante 10 min en 50 ml de buffer SSPE 2X / SDS
0.8% (figura 15). Bajo estas condiciones y con 2 nM/ul de sonda la sefial de los 3 alelos
mutados fue mas intensa que la de los alelos silvestres, mientras que con 1 nM/ul de sonda
esto fue mas notable para MT-11016 respecto a WT-V1016.
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Sonda alelo especifica (/D)

[-actina
WT-F1534
WT-C1534

WT-V410

MT-L410

WT-V1016
MT-I1016

Contral ()

Las condiciones de los lavados post-hibridacion del siguiente ensayo se eligieron
con base en el resultado especifico obtenido para WT-F1534 / MT-C1534 (figura 13) en
una membrana de 4 pozos y debido a que la especificidad no se observo en este ultimo
caso empleando una membrana de mayor tamafio (figura 15) se repiti0 este ensayo
aumentando el volumen del buffer utilizado en los lavados post-hibridacion de 50 ml a
150 ml. El resultado obtenido se muestra en la figura 16, en este se observa sefial
especifica para MT-C1534, MT-L410 y MT-11016, pero casi imperceptible, y en el caso
del de B-actina la sefial se perdi6 por completo a pesar de haber aumentado la

1

- — 3 Ml

concentracion de sonda a 3 nM/l.

Sonda alelo especifica (nM/pl)

2 1 2 1

B-actina
WT-F1534

MT-C1534

WT-V410
MT-L410
WT-V1016
MT-11016

Control (-)

a)
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Figura 15.- Ensayo RLB
realizado a mayor temperatura
de hibridacion y lavados post
hibridacion.  Se  utilizaron
temperaturas que mostraron ser
especificas para WT-F1534 y
MT-C1534. Se fijaron 2
concentraciones de sondas en la
membrana y una concentracion
de 3 nM/pl para B-actina. La

mPCR se
ADN

realizé utilizando
de un individuo

CCis34/LLa1o/ 1016

3 nM/pl

Figura 16.- Efecto del volumen
de buffer de lavado en la
especificidad del ensayo RLB.
Se fijaron 2 concentraciones de
sondas en la membrana. La
mPCR se realizd utilizando
ADN de un individuo
CCis34/LLaso/ 1016, Se presenta
la imagen normal (a) y con
inversion de colores (b) para
mejorar la percepcién de la
sefial.



En el siguiente ensayo (figura 17) se utilizaron las mismas condiciones de
hibridacién, utilizando ADN de un individuo CCisasa/LLa1o/ll1016, pero empleando 3
buffers de lavado distintos: SSPE 2X / SDS 1%, SSPE 1X / SDS 0.8% y SSPE 1X / SDS
1%. Ademas, se fijaron 6 nM/ ul de sonda para B-actina. Independientemente del aumento
en la concentracion de SDS, el reducir la concentracion de SSPE de 2X a 1X ayudo a
eliminar la sefial inespecifica en WT-V1016 (figura 17a). Por lo tanto, las sondas MT-
C1534, MT-L410y MT-11016 hibridaron de manera especifica a 77°C en SSPE 2X / SDS
0.1% aplicando lavados post-hibridacion en un mayor volumen tanto de SSPE 1X / SDS
0.8% como de SSPE 1X / SDS 1% A 82°C, esto luego de 1 hora de revelado en
NBT/BCIP.

Sonda alelo especifica (nM/pl)
2 0.5 2 0.5 2 0.5
p-actina 6 nM/pl
WT-F1534
MT-C1534
WT-V410
MT-1410
WT-V1016

MT-I1016

Control (-)
SSPE 2X / SSPE 1X / SSPE 1X /
SDS 1% SDS 0.8% SDS 1%
a) b) c)

Figura 17.- Ensayo RLB probando distintas concentraciones de buffer de lavado. Se empled ADN de un
individuo CC1534/LL410/111016. Se utilizaron las mismas temperaturas y tiempos de hibridacion y de
lavados post-hibridacion, pero distintos buffers de lavado. (a) Se conservo la concentracion de sales utilizada
anteriormente (SSPE 2X) y se aumentd la concentracion de SDS a 1%; (b) se redujo a 1X la concentracién
de SSPE y se conservé la concentracion de SDS a 0.8%; (c) por Gltimo, se redujo la concentracion de SSPE
a 1X 'y se aumento6 la de SDS a 1%.

Al replicar las condiciones del ensayo de hibridacion reversa utilizando ADN de
un individuo FF1s534/VVV410/VV 1016, @ excepcion de B-actina y WT-F1534 se obtuvo una
menor intensidad de la sefial luego de 1 hora de revelado. Debido a esto se decidio
extender el revelado a 12 horas, luego de esto se apreciaron bandas inespecificas al
emplear SSPE 2X / SDS 1%, en cambio al reducir el SSPE de 2X a 1X y aumentar el SDS
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de 0.5% a 0.8% se obtuvo sefial especifica para WT-F1534 y WT-V410. Por otra parte, al
utilizar SSPE 1X / SDS al 1% se observo inespecificidad en MT-C1534 (figura 18).

1 hora

Sonda alelo especifica (nM/pl)
p-actina 2 W05 ,2 g 05, L2 >, 6 nM/pl
MT-C1534 -

WT-F1534
MT-L410
WT-V410
MT-11016
WT-V1016

Control (-) .

12 horas

Sonda alelo especifica (nM/pl)

B-acting el 2. 08 2 05 oo

MT-C1534

WT-F1534 [~
MT-L410
WT-V410
MT-11016

WT-V1016

Control (-) ; : ;
SSPE 2X/ SSPE 1X/ SSPE 1X/
SDS 1% SDS 0.8% SDS 1%

a) b) c)

Figura 18.- Ensayo RLB probando distintas concentraciones de buffer de lavado y tiempos de revelado.
empleando ADN de un individuo FFis34/VVime/VVai1o. Se utilizaron las mismas temperaturas y tiempos de
hibridacion y de lavados post-hibridacion y los 3 buffers de lavados empleados en el ensayo anterior. Se
presenta el resultado a la 1 hora y a las 12 horas después del revelado con NBT/BCIP.

Considerando  los  resultados  previos obtenidos para individuos

FF1534/VV410/VVV1016 Y CCus3a/LLa1o/ 111016 Se establecieron las siguientes concentraciones
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de sondas a fijar en la membrana para procesar individuos: WT-F1534 y WT-11016 a 2
nM/ pl, MT-C1534 y MT-L410 a 4 nM/ pl, B-actinaa 6 nM/ pul y WT-V1016 a 8 nM/ pl.

a) 1) 2| 3 i) 3] 6]
p-actina p-actina p-actina | P-actina f-actna p-actma
Fis34 Fis4 Fis3s Fisae Fis Fis
Cise Cisza Cisu Cys14 Cisaa Cis3a
Vo Ve | Vao Vao | Vajo Vajo
| Law | Law | Lao | Lap |  Lap | Lao

Vs Viois Vios 1 Vios Viois Vi
Liois Liois Liois Linis Liois Iyoi6
p-actina Fisa Vaio Vios Cisza
o ey A La1o Ctrl (-) de la
New New New New &
! 2 . > Liois mPCR
Orleans Orleans Orleans Orleans ¥
New Orleans
1 2 3 4 5 é

N ew
Otleans

Control
S SO

Figura 19.- Distribucién de las sondas en la membrana y resultado representativo del ensayo RLB. (a)
Distribucion de las sondas en la membrana que permite procesar 6 individuos en total, ademas de un control
FF1534/VVV10/VVV1016 (individuo de la cepa New Orleans) y un control negativo. (b)Resultado que muestra la
deteccion de haplotipos de 6 individuos: columna 1 y 2: CCissa/LLa1o/VIio1s ;columna 3, 4 y 5:
CC1534/VL410/V|1016; columna 6: FC1534/LL410/V|1016A
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7.3.- Validacion del chip biosensor de ADN

Se seleccionaron 82 individuos de 13 poblaciones que en conjunto presentaron 22
haplotipos (de los 27 posibles) al ser procesados por AS-PCR punto final. De 5 de las 13
poblaciones se selecciond 1 sélo individuo que mostraba algun haplotipo Unico, por lo que
no se muestran sus frecuencias genotipicas ni haplotipos presentes (tabla 6). En cambio,
al ser procesados con el chip biosensor se detectaron solamente 16 haplotipos. En los 6
haplotipos no detectados, 4 discordancias consistieron en la deteccion de FFis3, con AS-
PCR como CCis34 0 FCis34 con el chip biosensor. Las otras 2 discordancias consistieron
en la deteccion de LLaio como VLao ¥ VVioie como Ilio1s, con AS-PCR y el chip
biosensor respectivamente. Cabe mencionar que 1 de los 6 haplotipos se presento
solamente en 2 individuos y el resto sélo en 1.

Tabla 6.- Frecuencias genotipicas de F1534C, V10161 y V410L de las poblaciones de Ae. aegypti de México
consideradas para el ensayo mPCR/RLB. Se muestra la cantidad de haplotipos detectados en cada poblacién.
*Tomado de Mora-Jasso et al. 2019.

V1016l F1534C V410L
Poblaci6n # Haplotipos
f(sS) f(RS) f(RR) f(SS) f(RS) f(RR) f(SS) f(RS) f(RR)
Poza Rica* 29 0.69 0.24 0.07 0 0 1 0.1 0.24 0.66 6
Cosoleacaque* 27  0.04 0.74 0.22 0 0.37 0.63 0.37 0.48 0.15 6
Minatitlan* 30 0.03 0.07 0.9 0.03 0.37 0.6 0 0.03 0.97 5
La Paz 30 0.2 0.66 0.13 0 0.3 0.7 0.3 0.43 0.26 11
Loreto 30 0.16 0.66 0.16 0 0.43 0.57 0.3 0.53 0.16 10
Muzquiz 30 0.3 0.43 0.26 0.3 0.23 0.73 0.03 0.3 0.66
Acufia 30 0.23 0.46 0.3 0.3 0.53 0.43 0.2 0.73 0.06 9

La tabla 7 muestra el porcentaje total de acuerdo entre técnicas para deteccion de
haplotipos. Se presentd concordancia moderada para la deteccidn de haplotipos asociados
a los 3 loci de interés, con una concordancia total de 55.6% (k=0.520 IC 95%, 0.394-
0.631). La deteccion de haplotipos asociados a los loci 1534+1016 y 1016+410
presentaron concordancia similar, clasificandose entre moderada y buena (figura 20),
mientras que la deteccion haplotipica en 1534+410 fue buena, con un porcentaje de
concordancia total de 75.7% (k=0.703; 1C 95% 0.588-0.809).
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Tabla 7. Porcentaje total de acuerdo e indice de concordancia kappa entre AS-PCR punto final y el chip
biosensor para deteccion de haplotipos asociados a los loci 1534, 410 y 1016 del vgsc en Ae. aegypti.

. 1C 95%
Haplotipo %Total de acuerdo Kappa - -
Inferior Superior
1534+410 75.7 0.703 0.588 0.809
1534+1016 67.2 0.603 0.481 0.718
1016+410 65.9 0.587 0.460 0.708
1534+410+1016 55.6 0.520 0.394 0.631
Perfecta
1
Casi perfecta
0.8
1]
=
5 0.703
P Considerahle
§ 06 6663 0.587
i 0.52
3 Moderada
0.4
Aceptabie
0.2
n=82 Leve
0
Q b Q o
"P‘xb‘\ b?‘\cj\ \bxb‘\ QX\Q\
Y & N o
NE
Haplotipos

Figura 20.- Interpretacion del indice de concordancia kappa entre AS-PCR punto final y el chip biosensor
para deteccion de haplotipos en los loci 1534, 410 y 1016 del vgsc de Ae. aegypti de acuerdo con la escala
de Landis y Koch (1977).

La tabla 8 muestra el porcentaje total de acuerdo entre técnicas para discriminacion
de los genotipos individuales homocigotos silvestres (SS), homocigotos mutados (RR) y
heterocigotos (RS) en los loci 1534, 410 y 1016. Se observa buena concordancia, siendo
mayor para genptipos en el locus 1534 con un porcentaje total de acuerdo de 87.9%
(k=0.789, 1C 95% 0.628-0.888) seguido de 410 con 81.7% (k=0.718, IC 95%, 0.580-
0.840) y en menor medida para 1016 con 78% (k=0.663, IC 95% 0.517-0.791) (tabla 8,
figura 21). Cabe destacar que en 5 casos no fue posible detectar alelo alguno utilizando el

chip biosensor, correspondiendo a 4 individuos VV1o1s ¥ 1 individuo VVaio .
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Tabla 8. Porcentaje total de acuerdo e indice de concordancia kappa entre AS-PCR punto final y el chip
biosensor para deteccion de genotipos individuales SS, SR y RR en los loci 1534, 410 y 1016 del vgsc en
Ae. aegypti.

] IC 95%
Genotipo % Total de acuerdo Kappa : :
Inferior Superior
1534 87.9 0.768 0.628 0.888
410 81.7 0.718 0.580 0.840
1016 78 0.663 0.517 0.791
! Perfecta
Casi perfecta
0.8 pert
o 0.768
& 0.718
ﬁ 0.663 Considerable
= 0.6
3
(=]
o
b Moderada
o 04
Aceptable
0.2
n=82 Leve
0
M Q o
\c.?) B> \Q\
Genotipos

Figura 21.- Interpretacion del indice de concordancia kappa entre AS-PCR punto final y el chip biosensor
para deteccién individual de genotipos SS, SRy RR en los loci 1534, 410 y 1016 del vgsc de Ae. aegypti de
acuerdo con la escala de Landis y Koch (1977).
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8.-DISCUSION

La mPCR/RLB es un método que ha demostrado gran versatilidad y ha sido
ampliamente recomendado para la deteccion rapida y simple de mutaciones puntuales
(Kong y Gilbert, 2006) que se fundamenta en la hibridacion diferencial del ADN blanco
con sondas alelo-especificas, debido a la presencia de mismatchs dentro de la secuencia,
proceso que ocurre sobre una fase solida (Saiki et al.1989; Schollen et al. 1997). En el
presente trabajo se estandarizd6 un ensayo de mPCR/RLB como prototipo de chip
biosensor de ADN que detecta de manera simultanea las mutaciones kdr F1534C, V410L
y V10161 en Ae. aegypti.

La optimizacién de una mPCR es un proceso complejo, ya que es necesario
considerar factores como la Tm, %GC y la concentracion de los iniciadores, el buffer de
PCR, el balance entre el MgCI2 y los dNTPs, la temperatura de alineamiento y cantidad
de ciclos de reaccion, asi como la cantidad de templado de ADN y la Taq polimerasa a
utilizar (Markoulatos et al.2002) Villanueva-Segura et al. (2020) resaltan esta
complejidad en la estandarizacion para obtener una amplificacion simultanea 6ptima de
F1534C, V410L y V1016l en Ae. aegypti. Una opcidn para facilitar el proceso es el uso
de una ADN polimerasa con propiedad hot start, que a pesar de elevar el costo contribuye
areducir la formacién de dimeros (Kong y Gilbert, 2006), dicha estrategia ha sido aplicada
para facilitar el desarrollo de lamPCR para la deteccion simultanea de F1534C y V1016G
en Ae. aegypti (Saingamsook et al. 2017). El fundamento de la AS-PCR/ AS-mPCR radica
en la capacidad de la ADN polimerasa para elongar iniciadores que son complementarios
al templado, permitiendo la discriminacién de SNPs debido a la inclusion de uno o mas
mismatchs en posiciones especificas de los iniciadores, dependiendo de las variaciones de
la técnica (Kwok, 2001; Ye et al. 2001; Medrano y Oliveira, 2014). Cabe mencionar que,
a diferencia de estas metodologias, la mPCR que forma parte del prototipo de chip
biosensor, utiliza iniciadores totalmente complementarios al templado, dirigidos a

amplificar regiones de entre 90 y 232 pb y no a detectar variaciones alélicas.

Para la estandarizacién de la mPCR, los puntos clave fueron el balance de reactivos
en el buffer de reaccién, el disefio adecuado de iniciadores y la temperatura de

alineamiento (Ta) (Elnifro et al. 2000). Respecto al primer punto, se emple6d una Taq
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polimerasa comercial que contiene glicerol, ANTPs y MgCl. en un buffer de reaccién a
una concentracion optima preestablecida. La concentracion de MgCl. s6lo necesita ser
proporcional a los dNTPs, por lo que dichos valores pueden ser constantes para cualquier
reaccion y en nuestro caso no representan un punto critico en la estandarizacion. Ademas,
el uso de glicerol como adyuvante contribuye a relajar las cadenas de ADN, facilitando la
desnaturalizacion del templado y por ende mejorando reacciones de PCR multiplex
(Henegariu et al. 1997; Markoulatos et al. 2002).

Idealmente todos los pares de iniciadores de una mPCR deben tener eficiencia de
amplificacion similar. Esto se consigue disefidndolos para tener una Ta cercana,
considerando rangos de contenido GC de 35% a 60% Yy longitud de 18 pb a 30 pb, ademas
de evitar secuencias repetitivas o complementarias que favorezcan la interaccion entre
ellos, y por ende la formacion de dimeros y estructuras secundarias (Henegariu et al. 1997;
Elnifro et al. 2000; Kong y Gilbert, 2006; O'Sullivan et al. 2011). El uso de iniciadores
con un % de GC de entre 41y 60% y Tm de 52.2 a 61.3°C permiti¢ establecer una Ta de
60°C para amplificar las 4 regiones de manera individual, utilizando una concentracién
equimolar de iniciadores de 0.2 pM, siendo duplicada para el locus 1016, con el fin de
corregir su amplificacion deficiente. Si bien, loci individuales pueden ser amplificados
utilizando rangos de Ta, se ha observado que es util reducirla entre 4-6°C para
coamplificar esos mismos loci en reacciones multiplex (Henegariu et al. 1997,
Markoulatos et al. 2002). Considerando esto, se redujo la Ta de 60°C a 58.6°C en la
amplificacion simultanea, con el fin de establecerla en un punto intermedio de las Tm de
los iniciadores, obteniendo amplificacion adecuada de las 4 regiones de interés. Sin
embargo, fue notable la diferencia en la intensidad de sefial para el locus 1534 comparado
con las otras bandas, la amplificacion preferencial de una secuencia blanco sobre otra es
un fendmeno comdn en las PCR multiplex, los loci amplificados con mayor eficiencia
influiran negativamente en el rendimiento de producto de los loci menos eficientes (Walsh
et al. 1992; Polz y Cavanaugh, 1998; Elnifro et al. 2000), por lo que, a partir de la
obtencion de amplificacion, las concentraciones de iniciadores se modificaron de manera

empirica hasta obtener eficiencias similares (Henegariu et al. 1997).
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La hibridacion reversa constituye el segundo componente del prototipo de chip
biosensor. Aunque no hay reglas definidas para el desarrollo de un ensayo de hibridacion
reversa, existen guias generales que pueden tomarse como punto de partida. El disefio de
sondas alelo-especificas representa el primer paso para asegurar la discriminacion alélica,
en nuestro caso, estas se disefiaron buscando que su Tm fuera cercana a la temperatura de
hibridacién (Th) utilizando los mismos criterios que para el disefio de los iniciadores de
la mPCR, pero afiadiendo un mismatch en el centro, lo que en la mayoria de los casos es
suficiente para desestabilizar la formacién del duplex sonda-templado (Kong y Gilbert,
2006; Matson y Rampan, 2007; Gold, 2003). Ademas de esto, la modificacion de la
astringencia en la reaccion contribuye a aumentar la especificidad de las sondas. El
termino astringencia se refiere a aquellas condiciones que afectan la asociacion de dos
cadenas de ADN monocatenario y se ve influenciada por la temperatura y concentracion
de sales de los buffers utilizados durante la hibridacion y los lavados. Los protocolos
tipicos utilizan un incremento en la temperatura y una reduccion de la concentracién de
sales entre estos pasos para aumentar la astringencia de la reaccion (Negritto y Manthey,
2008). En nuestro caso el uso de temperaturas de 77° C 'y 82° C en la hibridacion y lavados,
respectivamente y la reduccion en la concentracion de SSPE 2X a 1X en el buffer de
lavado permitié detectar de manera especifica todos los alelos de interés al utilizar
individuos CCisza/LLa1o/ll1016 Y FF1534/VVV410/VV1016. Algunos mismatch desestabilizan el
duplex de ADN mas que otros, es el caso para aquellos con G o T. Todas las sondas con
excepcioén de aquella para 11016 presentan un mismatch G o T, lo que podria explicar la
necesidad del uso de temperaturas elevadas fuera del rango normalmente utilizado en este
tipo de ensayos, que suele ir de 42 a 68°C (Gold, 2003; Matson y Rampan, 2007). Por otra
parte, debido a la capacidad del SDS de evitar union inespecifica causada por
interacciones iénicas o hidrofobicas con sitios en la membrana, el aumentar su
concentracion en el buffer de lavado de 0.5% a 0.8% y finalmente a 1% mejord la relacion
sensibilidad/ruido (Rose et al. 2002; Scott et al. 2012). Respecto al volumen de buffer
utilizado en los lavados post-hibridacion Herzer y Englert (2001) recomiendan al menos
2 ml por cada cm? de membrana. En nuestro caso, se obtuvo sefial especifica al utilizar 50
ml de buffer de lavado en una membrana de 7.5 cm? (~6.6 ml/cm?), pero sefial inespecifica

en los mismos alelos al aplicar la misma cantidad en una membrana de 24 cm? (~2.08
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ml/cm?). Inespecificidad resuelta a la hora de elevar el volumen de buffer a 150 ml
(~6.25ml/cm?).

El método de revelado puede influir en la sensibilidad del experimento. En un
inicio los resultados de ensayos de Southern blot, Slot/Dot blot y de hibridacion reversa
eran visualizados a través de sondas marcadas con isotopos radioactivos. En la actualidad,
los métodos mas utilizados son la deteccion colorimétrica y por quimioluminiscencia,
pues ofrecen mayor seguridad, estabilidad y vida de anaquel. Ambos métodos requieren
que la muestra tenga un marcaje, aunque existe una gran variedad de moléculas que
pueden ser utilizadas, las dos mas comunes son la biotina o digoxigenina (DIG). La
visualizacion colorimétrica puede realizarse por inmunofluorescencia indirecta o por
conjugacion con un fluorocromo o enzima para producir un precipitado con color. En
cambio, la deteccién por quimioluminiscencia se basa en la escision de un sustrato
quimioluminiscente de dioxetano por el conjugado con fosfatasa alcalina (Boyle y Perry-
O’Keefe, 1992; Podzorski et al. 2006). En nuestro caso, para el revelado de resultados se
emplea un marcaje con biotina, que actia como cofactor enzimatico de la estreptavidina,
formando una unién irreversible bajo la mayoria de las condiciones experimentales
(Haushalter, 2008). El conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina reacciona con el
sustrato NBT/BCIP (cloruro de nitroblue tetrazolium/ 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato)
produciendo un precipitado morado (Smejkal y Kaul 2001). Aungue el uso de NBT/BCIP
en membranas de nylon y concentraciones altas de sondas puede producir sefial
inespecifica alrededor de la membrana, el uso de agentes bloqueadores como una mayor
concentracion de SDS puede mitigar este problema (Chard y Work, 1987; Rose et al.
2002). La deteccidn colorimétrica tiene la ventaja de no requerir equipo adicional para su
revelado, haciéndola atractiva y accesible para aplicaciones diagnosticas. Sin embargo, la
deteccion por quimioluminiscencia es mas sensible y facilita la reutilizacién de las
membranas, por lo que representa una alternativa al método de revelado utilizado en este

trabajo (Perry-O’Keefe y Kissinger; 1994).

La versatilidad del ensayo de hibridacion reversa permite adaptar algunos pasos
de la metodologia para continuar optimizando la metodologia, ejemplo de esto es la

modificacion del método de fijacion de sondas utilizando membranas de nylon con carga
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positiva (Hybond N+®) en lugar de membranas de nylon con carga negativa (Biodyne C®),
empleando sondas de iniciadores con colas de poli-dT e inmovilizandolas aplicando luz
UV en lugar de sondas marcadas con grupos amino inmovilizadas a traveés de metodos
quimicos (Yasmin et al. 2018). Ademas de la modificacion en los pasos de fijacion de
sondas, otra alternativa que podria mejorar el rendimiento en tiempo y costo es el uso de
otras plataformas para distribuir las muestras y realizar el proceso de hibridacion. En
nuestro caso, el aparato de microfiltracion Bio-Dot BioRad SF permitio procesar 6
individuos y los respectivos controles para detectar 6 variantes alélicas, siendo til para la
escala de este trabajo, donde parte del objetivo fue la estandarizacion del proceso. En
cambio, las plataformas con mayor rendimiento a la hora de procesar muestras incluyen
equipos como HybriMax®, Auto-LiPA™ y Auto-LiPA™ 48 que automatizan los pasos
de lavados y el cambio en temperaturas, reduciendo la cantidad de tiempo y reactivos
necesarios para la hibridacion reversa (Lebrun et al. 2003; Alina et al. 2020; Uribe-
Noguez et al. 2020). Sin embargo, estos se presentan como parte de kits comerciales que
incluyen membranas predisefiadas con las sondas ya fijadas y con caracteristicas
especificas para la conformacion de dichos equipos. Considerando la necesidad de pasos
de optimizacidn adicionales, en nuestro caso una mejor alternativa seria el uso del aparato
Miniblotter Immunetics, el cual, en los Gltimos afios ha sido ampliamente utilizado para
realizar ensayos de hibridacion reversa (Kong y Gilbert et al. 2006; O'Sullivan et al. 2011;
Yasmin et al. 2018), ya que permite procesar hasta 45 muestras a la vez, no requiere de la
aplicacion de vacio y esta conformado por canales que permiten una hibridacion en
formato checkboard en lugar de pozos que requieren inoculaciones individuales de las

muestras (Giorgio et al. 2018).

Para resaltar la potencial contribucién del prototipo de chip biosensor a los
programas de manejo de resistencia en mosquitos es necesario considerar las limitaciones
de las técnicas estandar aplicadas de manera rutinaria para el monitoreo de resistencia, la
co-ocurrencia de multiples mutaciones kdr y la influencia de mecanismos de resistencia
adicionales. En primer lugar, el monitoreo de cambios en la susceptibilidad a plaguicidas,
en particular a piretroides, se ha realizado de manera rutinaria a través de bioensayos en
botella del CDC o bioensayos en cilindro de la OMS (Elamathi et al. 2014). No obstante,

aunque estos son efectivos para detectar la prevalencia o el nivel de fenotipos resistentes,
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no identifican los mecanismos de resistencia asociados. Estos usualmente detectan la
resistencia a piretroides cuando la frecuencia de los alelos mutados involucrados es alta,
en especial si la resistencia conferida se presenta como caracteristica recesiva, como en el
caso de las mutaciones kdr (Flores et al. 2014; Dusfour et al. 2019). Respecto al segundo
punto, las 3 mutaciones kdr analizadas en este trabajo se han encontrado co-ocurriendo
como V410L+F1534C o V410L+V10161+F1534C (Haddi et al. 2017; Granada et al.
2018, Saavedra-Rodriguez et al. 2018; Villanueva-Segura et al. 2020), sin embargo, la
presencia de V410 y V1016l se ha limitado a América, mientras que F1534C se ha
encontrado distribuida a nivel mundial, co-ocurriendo como F1534C+V1016G,
S989P+V1016G+F1534C (Kawada et al. 2014), T5201+F1534C (Kushwah et al. 2015) y
F3671+T15201+F1534C (Fan et al. 2020). Por ultimo, la resistencia metabdlica es otro de
los principales mecanismos involucrados en la resistencia a piretroides en Ae. aegypti, sin
embargo, el monitoreo de este mecanismo suele realizarse a través de estudios de
expresion genica ya que el monitoreo de la dinamica de alelos resistentes involucrados se
ha visto limitado por la ausencia de marcadores moleculares robustos. Recientemente y
gracias a las técnicas de secuenciacion de ultima generacion se han detectado patrones de
mutaciones no sindnimas en genes que codifican para enzimas desintoxicantes en colonias
de laboratorio de Ae. aegypti seleccionadas con deltametrina, planteando que estas podrian
estar o no asociadas funcionalmente a la resistencia metabolica, considerandolas como
potenciales marcadores moleculares (Faucon et al. 2017; Dusfour et al. 2019).
Considerando lo anterior, el prototipo de chip biosensor puede ser adaptado para detectar
de manera general y rutinaria la presencia de mutaciones kdr presentes a bajas frecuencias
en las poblaciones, complementando la aplicacion de bioensayos. Ademas, su
adaptabilidad y versatilidad permite optimizarlo para la deteccion simultanea de otras
mutaciones kdr que coocurran en otras regiones geogréaficas, asi como para la deteccion
de variantes alélicas adicionales una vez que sean elucidados nuevos marcadores

moleculares asociados a la resistencia.

El ensayo de hibridacion reversa deriva de la técnica de PCR-Dot/Slot Blot y dadas
las similitudes de requerimientos en equipo Yy reactivos, este ultimo representa tambien
una opcion potencial como método para monitoreo kdr que cumpla con algunas de las

necesidades previamente mencionadas. La PCR- Dot/Slot Blot ha destacado por su
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capacidad de procesamiento de muestras, bajo costo y resultados de deteccion aceptables.
En este método, de manera general, se inmoviliza el ADN de interés en un soporte sélido,
usualmente membranas de nylon cargadas positivamente, que a su vez son incubadas en
una solucion que contiene sondas alelo-especificas marcadas con biotina u otra molécula
(Matson y Rampan, 2007). Al ser utilizado para detectar 1014S, 1014L y 1014F en
especies de Anopheles, mostro sensibilidad y especificidad similar a la obtenida por AS-
PCR punto final, contando con la capacidad de procesar hasta 150 muestras en 16-18 horas
(Bass et al. 2007). Rodriguez-Servin et al. (2020) estandarizé las condiciones de este
ensayo para la deteccion de F1534C, V410L y V10161, reduciendo el tiempo de
procesamiento a ~7-10 horas, obteniendo ademéas valores de concordancia moderada
respecto al ensayo de AS-PCR punto final (indice de concordancia Kappa de 0.450-0.570)
para la deteccion de alelos silvestres y mutados. En nuestro caso, al comparar los
resultados obtenidos con el chip biosensor con los obtenidos por AS-PCR punto final se
observé concordancia entre moderada y casi perfecta para la deteccion de alelos (indice
de concordancia Kappa de 0.552-0.772), concordancia entre moderada y considerable
para la deteccion de haplotipos en 2 o 3 loci (indice de concordancia Kappa de 0.520-
0.703), y concordancia entre considerable y casi perfecta para la deteccidén de genotipos
homocigotos silvestres, homocigotos mutados y heterocigotos (indice de concordancia
Kappa de 0.663-0.768).

En este trabajo la AS-PCR punto final es considerada el estandar debido a que es
una de las técnicas mas utilizadas para la deteccién y estudio de frecuencias de mutaciones
kdr en Ae. aegypti (Bass et al. 2007; Unwin et al. 2018), no obstante, es necesario
establecer la validez (incluyendo sensibilidad y especificidad) del ensayo a través de la
comparacién con una técnica estandar, usualmente la prueba diagnéstica mas compleja 'y
rigurosa (Gonzalez y Castan, 2007), que en nuestro caso seria el ensayo de secuenciacion.
Oh et al. (2018) reportan concordancia perfecta (k=1.00) entre el ensayo
mPCR/hibridacion reversa y secuenciacién para la deteccion de 18 variantes alélicas en el
cromosoma Y. Por otra parte, Wan et al. (2020) reportan concordancia de 93.4% a 99.1%
entre ambas técnicas con valores kappa de 0.85 a 0.96 para la deteccion de variantes

alélicas involucradas en la resistencia a 4 farmacos en M. tuberculosis. En ambos casos
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resaltando la concordancia elevada entre ensayos de mPCR/hibridacion reversa y

secuenciacion para la deteccion de mutaciones puntuales.
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9.-CONCLUSIONES

El chip biosensor que utiliza sondas alelo-especificas fijadas sobre membranas
comerciales de nylon (Biodyne C) y productos de amplificaciéon por PCR multiplex de
regiones del canal de sodio dependiente de voltaje donde se presentan las mutaciones kdr
F1534C, V410L y V1016I, permite la deteccion eficiente de haplotipos en 1534/410 y
moderadamente eficiente de haplotipos en 1534/1016, 1016/410 y en 1534/410/1016
(valores de concordancia kappa de 0.703, 0.603, 0.587 y 0.52 respectivamente). Ademas,
el chip muestra eficiencia considerable para la discriminacion de genotipos homocigotos
mutados, homocigotos silvestres y heterocigotos en los loci 1534, 410 y 1016 (valores

kappa entre 0.663-0.768) en mosquitos Aedes aegypti de México.
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10.- PERSPECTIVAS

El prototipo de chip biosensor requiere de optimizacion adicional para acoplarlo a
plataformas de microfiltracion que permitan aumentar la cantidad de muestras que pueden
ser procesadas por ensayo. Una vez conseguido esto y considerando que al cambiar el tipo
de equipo se modifica también la cantidad de reactivos empleados, es fundamental realizar
un analisis de costos que permita una mejor comparacion con métodos moleculares
estandarizados previamente con el mismo propdsito, por ejemplo, la AS-mPCR o ensayos
de gPCR. Ademas, aunque la validacion del chip biosensor comparando los resultados
con aquellos obtenidos por AS-PCR ofrece una referencia adecuada sobre su capacidad
para detectar mutaciones kdr en Ae. aegypti se requiere secuenciar individuos procesados
para determinar medidas de validez como sensibilidad y especificidad. Por Gltimo, las
condiciones utilizadas en el ensayo mPCR/RLB seran patentadas con la finalidad de

proteger el potencial comercial del ensayo.
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