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RESUMEN

El mosquito Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) es el principal vector de enfermedades
arbovirales como dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla. Hace un par de décadas, el dengue
reemplazo a la malaria como la principal causa de enfermedades febriles en el Ecuador, y hoy en
dia en el 2024, se reporta del pais un brote significativo con 59.120 casos y 164 de las Islas
Galapagos. Para controlar las poblaciones de vectores y por ende la transmision de enfermedades
vectoriales, se utiliza insecticidas con el fin de eliminar larvas y adultos del mosquito, siendo los
de tipo piretroides los mas utilizados a nivel global. No obstante, el uso prolongado de insecticidas
genera resistencia a las oblaciones del de. Aegypti. La resistencia a piretroides se asocia a
mutaciones puntuales en el gen VGSC denominadas kdr, mismas que reducen la efectividad del
insecticida lo que afecta al control vectorial aumentando el riesgo de transmision del dengue. En
este estudio, se evalud la resistencia a Temephos (larvicida) y Deltametrina (adulticida) con
bioensayos de campo en muestras de Ae. aegypti de San Cristobal, Galapagos. Los resultados
indicaron presencia de resistencia por lo que procedimos a usar técnicas moleculares y
estandarizar un qPCR con curvas de melting para detectar las mutaciones kdr (F1534Cy V1016I).
Los resultados preliminares revelaron la mutacion V10161 en una porcién significativa de las
muestras, lo cual implica resistencia a insecticidas. Hasta la informacion que hemos podido
obtener, esta es la primera vez que se estudia mediante qPCR y curvas de melting la resistencia

del de. aegypti de Galapagos.

Palabras clave: Aedes aegypti, resistencia a insecticidas, piretroides, kdr, curvas de melting,

Galapagos.



ABSTRACT

The Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) mosquito is the primary vector of arboviral diseases
such as dengue, chikungunya, Zika, and yellow fever. A few decades ago, dengue has replaced
malaria as the leading cause of febrile illnesses in Ecuador, and nowadays in 2024, el country
reports a significant outbreak with 59.120 cases including 164 from the Galapagos Islands.
Overall, insecticides are generally used to control vector populations and thus disease
transmission; this occurs by targeting mosquito larvae and adults with pyrethroid-based
insecticides which is a common practice at a global level. However, the prolonged use of
insecticides has led to resistance in 4e. aegypti populations. Pyrethroid resistance is associated
with point mutations in the VGSC gene, known as kdr mutations, which reduce the effectiveness
of the insecticides, affecting vector control and increasing the risk of dengue transmission. In this
study, resistance to Temephos (larvicide) and Deltamethrin (adulticide) was evaluated through
bioassays carried out in the field in Ae. aegypti samples from San Cristobal, Galapagos. The results
suggested resistance, prompting the use of molecular tools through standardization of a qPCR with
melting curves to detect kdr mutations (F1534C and V1016I). Preliminary results revealed the
V1016l mutation in a significant portion of the samples, indicating insecticide resistance. To the
best of our knowledge, this is the first time that the resistance of Ae. aegypti from the Galapagos

has been studied using qPCR with melting curves.
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INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) es el principal transmisor (vector) de varios
patogenos, incluyendo a arbovirus (virus transmitidos por Artrépodos) lo que causa un alto
impacto en la salud humana y animal. Entre los arbovirus transmitidos por esta especie al hombre,
estan el virus de la fiebre amarilla, el virus de la fiebre del dengue, el chikunguia y el zika (Souza-
Neto et al., 2019). Numerosas poblaciones de Ae. aegypti han sido identificadas en mas de 100
paises a nivel mundial incluyendo Asia, Centroamérica, Norteamérica, Suramérica, Africa y
regiones mediterraneas y constituyen un gran riesgo por las enfermedades que pueden transmitir
(Jing & Wang, 2019). El 4e. aegypti puede encontrase en zonas tropicales y subtropicales tanto en
regiones urbanas como rurales y las hembras del mosquito, si estan infectadas, pueden transmitir
estos patdogenos mediante sus picaduras, provocando brotes de enfermedad, alta morbilidad y
mortalidad (Kok et al., 2023).

El avance répido de la urbanizacién, el Cambio Climatico, un mayor flujo de personas y
productos, el aumento de viajes y de comercio global, entre otros, favorecen la reproduccion de
este vector e incrementan el riesgo de transmision (Kolimenakis et al., 2021). Ademas de los
factores sociales asociados, la alta antropofilia de esta especie, hematofagia de las hembras del
mosquito, y la preferencia por formar criaderos en agua almacenada en zonas urbanas, son habitos
de este vector que aumentan el riesgo de transmision de enfermedades como el dengue (Conde
etal., 2015).

En el Ecuador, prevalece la transmision del dengue, que desde hace un par de décadas
reemplaza a la malaria como la principal causa de casos febriles (Cifuentes et al., 2013) y en el
2024 es causante de uno de los mayores brotes epidémicos con 59.120 casos reportados a nivel

nacional. Las Islas Galapagos siguen el mismo patrén que el Ecuador continental con picos de
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transmision cada 5 afios y un brote epidémico con 164 casos en el 2024 hasta la Semana
Epidemiologica 49 (Gaceta Vectores, SE 49 2024). Se estima que en general, hay una sub-
notificacion de casos reportados ya que muchos son asintoméaticos o nunca diagnosticados (Ryan
et al., 2019). Las estrategias para el control del contagio de estas enfermedades son limitadas, por
lo que las organizaciones de control del sector publico enfocan sus esfuerzos en el control vectorial
que busca reducir la densidad poblacional del Ae. aegypti eliminando tanto los criaderos de estados
inmaduros (larvas en sus diferentes estadios y pupas) como los mosquitos adultos (Gutiérrez et al.,
2021). Para alcanzar este fin, se utilizan varias estrategias combinando campafias de comunicacion
social y estrategias enfocadas en la eliminacion del vector, siendo la mas eficiente el control
vectorial quimico con el uso de insecticidas tanto para la eliminacion de larvas como para adultos
(Jing & Wang, 2019).

El control vectorial a nivel mundial para mosquitos adultos suele realizarse con insecticidas
organofosforados, piretroides, carbamatos y organoclorados; siendo los insecticidas de tipo
piretroide los mas utilizados por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (Ryan et al., 2019).
Los piretroides son un tipo de insecticida organico sintético que se obtienen a partir de la piretrina,
un compuesto pesticida natural presente en las flores del crisantemo. Se pueden clasificar segun
su composicion quimica en piretroides de tipo [ y tipo II. Este es un grupo amplio de insecticidas
en los que se puede incluir aletrina, tetrametrina, permetrina y el insecticida mas popular a nivel
mundial, la deltametrina (Ahamad & Kumar, 2023). Este tipo de insecticidas causan que el canal
de sodio dependiente de voltaje (VGSC) se mantenga abierto por un tiempo prolongado causando
el colapso del sistema nervioso del mosquito (Chen et al., 2020).

El uso constante de insecticidas también ha sido relacionado con la aparicion de resistencia

a los mismos en poblaciones de vectores incluyendo el Ae. aegypti, por lo que se ha reportado con
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cada vez mas frecuencia la resistencia a insecticidas piretroides y otros tipos. La resistencia se
explica por mutaciones puntuales en el gen VGSC ubicado en el tercer cromosoma del mosquito
(Campbell etal., 2019) y se la conoce como knockdown resistance mutations o kdr. Estas
mutaciones reducen la sensibilidad del canal de sodio a los insecticidas de tipo piretroide
haciéndolos ineficientes (Chen et al., 2020). Existen dos mutaciones de especial interés para
entender la resistencia a piretroides, denominadas: F1534C y V10161. La mutacion F1534C se
ubica en el dominio III segmento 6 del cromosoma (Chen et al., 2019) y reemplaza una fenilalanina
por una cisteina (Yanola et al., 2011). Por otra parte, la mutacion V1016I, ubicada en el dominio
IT segmento 6 del cromosoma VGSC (Chen etal.,, 2019) intercambia valina por isoleucina
(Saavedra-Rodriguez et al., 2007). La mutacion F1534C se relaciona a la resistencia de piretroides
de tipo I como la permetrina, mientras que la mutacion V101161 se relaciona a la resistencia de
piretroides de tipo II como la deltametrina. La co-ocurrencia de estas mutaciones tiene un efecto
aditivo lo cual resulta en mosquitos altamente resistentes al control vectorial (Zardkoohi et al.,
2020).

La resistencia a insecticidas implica un mayor riesgo para la salud publica ya que afecta al
eficiente control vectorial aumentando el riesgo de transmision de arbovirus (Sumitha et al., 2023).
Actualmente la resistencia a insecticidas es detectada mediante bioensayos “in vivo™ que evaliian
la supervivencia de mosquitos que han sido sometidos por un periodo definido de tiempo a
insecticidas. No obstante, la implementacion de estas pruebas a gran escala es dificil debido a la
cantidad de especimenes necesarios en diferentes estados fisioldgicos, ademas de que no es posible
identificar el mecanismo de resistencia involucrado. Por esta razon, se recomienda el uso de
andlisis moleculares que permitan el estudio de ADN para identificar las mutaciones kdr de forma

mas eficiente (Ahmed et al., 2022).



14

La identificacion de los mecanismos de resistencia presentes en las poblaciones del Ae.
aegypti es esencial para la implementacion de programas de control vectorial més eficientes por
parte de organizaciones y gobiernos. La limitada informacion sobre la resistencia a insecticidas en
las poblaciones de este vector en diferentes localidades del Ecuador especialmente en Galapagos
implica un mayor riesgo de contagio de dengue asi como un desperdicio de recursos al realizar
fumigaciones con insecticidas no funcionales (Moyes et al., 2017). En este contexto, este estudio
busca usar una técnica molecular con asesoramiento internacional que pueda identificar la
resistencia o susceptibilidad a insecticidas piretroides en las poblaciones de Ae. aegypti
(estandarizamos una prueba qPCR con curvas de melting para la identificacion de las mutaciones
kdr F1534C y V1016l en gen VGSC) y se obtuvo resultados preliminares de muestras provenientes

de las Islas Galapagos.
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METODOS

Recoleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas en la provincia de Galapagos en la Isla San Cristobal. Se
recolectaron Ae. aegypti en sus etapas inmaduras (larvas y pupas) en el mes de agosto 2024 de
aguas almacenadas en tanques y recipientes varios en el peridomicilio de viviendas de la zona. Las
muestras de larva fueron recolectadas con ayuda de redes entomologicas, colocadas en recipientes
plasticos para su trasporte, separadas, identificadas y cuantificadas. Las larvas de Ade. aegypti
fueron identificadas en base a su sifon respiratorio corto y oscuro, con peines basales distintivos;
y su posicion vertical al flotar en la superficie del agua (Soria et al., 2021). Las larvas fueron
clasificadas segun su estado larval, en este caso se utilizaron larvas de segundo y tercer estadio
para el bioensayo que se realizd a continuacion en el laboratorio de campo. Por otra parte, las
pupas se colocaron dentro de eclosionadores hasta que puedan emerger en mosquitos adultos. Los
mosquitos adultos en los eclosionadores fueron alimentados con algodones embebidos en agua
con azucar e identificados como Ae. Aegypti a nivel morfoldgico por la presencia de patas con
bandas blancas y escamas blancas repartidas en térax y abdomen (Huang, 2004) y ausencia de
banda blanca en la probdscide que los distingue de Ae. taeniorhynchus, también presente en las
islas Galapagos (Asigau et al., 2019). Por tltimo, se separaron hembras de machos. Asi se procede

a los bioensayos con 400 larvas de segundo y tercer estadio y 50 hembras de mosquitos adultos.

Bioensayo en larvas y adultos
Se siguid la metodologia sugerida por el CDC (2012) para la deteccion y caracterizacion
de la resistencia a insecticidas en una poblacion de vectores. El analisis de resistencia en larvas

consiste en medir la susceptibilidad de larvas de segundo y tercer estadio a varias concentraciones
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del larvicida escogido. En este caso se analiza la susceptibilidad de larvas de Ae. aegypti al
larvicida Temefos con las concentraciones 0.005, 0.025, 0.125 y 0.625 ppm. El bioensayo consiste
en 4 repeticiones por cada concentracion del larvicida y un control. Se coloca 50 ml de agua y 1ml
de cada solucion de insecticida; en el control se reemplaza el larvicida por 1ml de etanol 70%. Se
cuantifica la cantidad de larvas vivas en cada recipiente en el tiempo 0 y después cada 15 minutos
hasta llegar a las 2 horas; se sigue el conteo a las 6, 12 y 24 horas. Tras finalizar el bioensayo se
colocaron las larvas vivas en alcohol para almacenar las muestras para futuros analisis.

Para el estudio de resistencia en adultos se hace uso de 5 botellas Wheaton de 250 ml que
seran utilizadas en 4 repeticiones y para un control durante el bioensayo. Las botellas
correspondientes a las repeticiones fueron recubiertas con 1ml del insecticida seleccionado, de tal
forma que haya una concentraciéon de 10pg/botella; en este caso fue Deltametrina a una
concentracion de 10pg/ml. El insecticida fue repartido por todo el interior de la botella misma que
fue sometida a movimiento mediante agitacion hasta que las paredes del frasco se muestren
completamente secas. Este proceso se repite con la botella de control afiadiendo 1ml de etanol 70%
en lugar de insecticida seleccionado.

El bioensayo se realizd unicamente con hembras del mosquito Ae. aegypti las que fueron
introducidos con ayuda de un aspirador dentro de cada botella. En total se introdujeron 10
mosquitos hembra en cada botella. Se cuantificé la cantidad de mosquitos vivos desde el tiempo 0
y después cada 15 minutos por la siguiente hora. Para el conteo de mosquitos dentro de cada
recipiente, se consideran muertos si estos ya no pueden mantenerse en pie. Una vez culminado el
bioensayo, se almacenaron los mosquitos en tubos eppendorf con alcohol para futuros estudios

moleculares.
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qPCR y curvas de melting

Se analizaron 20 hembras de mosquitos, los mismos que previamente habian sido utilizados
para el bioensayo con el fin de estandarizar la prueba qPCR con curvas de melting. Para esto se
evalud la preparacion de los mosquitos de dos formas distintas para la extraccion de ADN: a) el
cuerpo completo del mosquito (n=10) fue sumergido en nitrégeno liquido por 10 minutos para
después ser triturados, b) se recuper6 las patas de otros 10 mosquitos para extraer el ADN y se
almacen¢ el cuerpo. La extraccion de ADN fue realizada siguiendo el protocolo del kit: Qiagen:
Blood and tissue DNeasy® kit.

El protocolo para la prueba qPCR con curvas de melting fue proporcionado por el
laboratorio NAMRU-SOUTH en Lima, Peru (Castro, 2021) el cual fue modificado para ser
utilizado en otra marca de equipo. Se realizaron 13 ensayos para lograr la estandarizacion del
protocolo, los ajustes en la metodologia tras estos ensayos se detallan en el Anexo 1. El protocolo
consiste en el uso de dos sets de primers especificados en el Anexo 2.

Para la prueba qPCR se prepard un master mix (Anexo 3 y 4) del cual se colocd 8uL en
tubos PCR para cargarlos en el termociclador LEIA-X4 Biobase®. El programa qPCR para el
analisis de curvas de melting se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo para ambos sets de
primers: 95°C por 3 minutos, 42 ciclos de 95°C por 3 segundos y 60°C por 15 segundos, después
se mantuvo 60°C por 3 minutos, seguidos de una rampa que empez6 en 60°C hasta llegar a los
95°C mientras se toma la medida de fluorescencia cada 0.2°C. Se realiz6 los ensayos sin controles
positivos por lo que los resultados obtenidos fueron analizados segun los picos de temperatura
reportados en la literatura (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Yanola et al., 2011) mismos que son

los utilizados por el protocolo del NAMRU-SOUTH.
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RESULTADOS

Los resultados del bioensayo en donde se puede observar el nimero promedio de larvas
vivas obtenido de las 4 repeticiones por cada concentracién de Temephos utilizado en el bioensayo
se pueden ver en la Tabla 1. El porcentaje de mortalidad obtenido aumenta segun la concentracion
de larvicida, sin embargo, el porcentaje de mortalidad de interés es aquel obtenido en la dosis
diagnéstica (0.0125ppm) y tiempo diagnostico (24h) mismo que es de 33.75%. Asi mismo se
puede ver los resultados del bioensayo realizado en mosquitos hembra con Deltametrina
(10ug/botella) en la Tabla 2. El porcentaje de mortalidad en el tiempo diagnéstico (30 min) es de
62.5%.

Por su parte, las curvas de melting obtenidas para el punto de mutacion F1534C muestran
20 curvas de melting y el control negativo (Figura 1a), entre las cuales la mayoria tienen un pico
de temperatura cercano a los 80.5 °C. Al analizar las curvas mas detenidamente, se las puede
dividir en dos grupos: aquellas que tienen un temperatura cercanas a 80.5°C que corresponden a
17 muestras y aquellas que tiene un pico entre los 78-79°C que corresponden a 3 muestras (Figura
1b). De la misma manera se ven las curvas de melting para el punto de mutacién V10161 en donde
se observan las 20 curvas obtenidas y el control negativo (Figura 2a). Se ve que la mayoria de las
curvas tienen un pico de temperatura cercano a los 79°C. Nuevamente, al analizar detalladamente
las curvas se las puede dividir en tres grupos: aquellas que tienen el pico de temperatura cercano a
los 77°C que corresponden a 2 muestras, aquellas que tienen las temperaturas cercanas a los 79°C
que corresponden a 11 muestras y aquellas que parecen tener un doble pico en 77-78°C y 82/83°C
que corresponden a 7 muestras (Figura 2b). Las temperaturas de los picos de las curvas de melting
se detallan en la Tabla 3 para la mutacion F1534C y en la Tabla 4 para la mutacion V1016I. En

ambas tablas se ve si el mosquito analizado es susceptible a piretroides (S) o resistente (R).
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DISCUSION

En las islas Galapagos, en donde los casos del dengue pueden afectar gravemente al turismo
y a la comunidad local considerando la poca infraestructura médica en las islas, la resistencia a
insecticidas es un gran problema (Katzelnick et al., 2024). Para el control vectorial, la practica mas
usada es la aplicacion de Temephos en habitats larvales (Abatizacion) y el uso de Deltametrina
(Fumigacion) para la eliminacion de mosquitos adultos (Ortega-Lopez et al., 2024). Sin embargo,
a pesar de las abatizaciones y fumigaciones constantes, se siguen reportando casos de dengue cada
afio y brotes ocasionales como en el 2024. Considerando que el control vectorial usando estas
practicas se realiza de una manera indiscrimada, es posible que esta aplicacion masiva incremente
la resistencia a insecticidas lo que impide un control vectorial eficiente. En consecuencia se
mantienen altas las poblaciones del Ae. aegypti en Galapagos y continta la aparicion ocasional de
brotes epidémicos de dengue.

Se evalu¢ la susceptibilidad a insecticidas en 400 larvas y 50 mosquitos adultos de la isla
San Cristobal mediante los bioensayos recomendados por la CDC (2012) segun los tiempos y dosis
diagnosticas recomendadas. En el caso de larvas, la dosis diagndstica de Temephos es 0.0125ppm.
después de las 24 horas, momento para el cual se espera ver una tasa de mortalidad del 100%. Para
los mosquitos adultos la dosis diagnostica para la deltametrina es de 10ug/botella donde se espera
ver una mortalidad del 100% después de media hora. Se ve que la mortalidad de larvas en el tiempo
diagnéstico es de 33.75% (Tabla 1) mientras que en mosquitos es de 62.5% (Tabla 2). La OMS
(2017) define que una tasa de mortalidad > 80% en los bioensayos sugiere la presencia de
resistencia a insecticidas y recomienda el posterior analisis molecular para la identificacion de

mecanismos de resistencia.
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Para el propdsito mencionado, se pudo contar con el protocolo usado por el Instituto de la
Marina de los Estados Unidos NAMRU-SOUTH con sede en Lima, Peru, el cual fue ajustado
mediante 13 ensayos hasta llegar a las condiciones detalladas en el Anexo 1. Entre los cambios
realizados se encuentra el uso del colorante fluorescente EVAgreen (EG) en lugar de SYBRgreen
(SG). SG cuenta con ciertas desventajas que se ven resueltas al usar EG obteniendo resultados mas
robustos: (1) es posible utilizar mayores concentraciones del colorante sin inhibir la reaccion
qPCR; (2) la reaccion del colorante es térmica, hidrolitica y fotoliticamente estable; (3) no se une
a los subproductos de una prueba PCR; (4) la reproducibilidad de los resultados obtenidos con este
colorante es muy alta. Por todas estas particularidades del colorante, las curvas de melting
obtenidas utilizando EG tienden a tener mayor sensibilidad que aquellas que utilizan SG
provocando cambios entre 1.5 - 2°C en los picos de las curvas de melting (Mao et al., 2007).

Gracias a los sets de primers utilizados es posible identificar la presencia de mutaciones en
los puntos F1534C y V1016I. Los sets de primers consisten en un primer reverse y dos forward,
siendo los forward los que permiten diferenciar la presencia de las mutaciones. Los primers
forward tienen un blanco altamente especifico para la mutacion ya que se diferencian en una sola
base debido a la naturaleza de las mutaciones kdr. Adicionalmente cuentan con colas de diferentes
tamanos de GC lo que resulta en amplicones con un mayor o menor contenido de estas bases
definiendo los picos de temperatura en las curvas de melting. Las curvas de melting se obtienen
graficando las medidas de intensidad de fluorescencia conforme aumenta la temperatura, puesto
que el amplicon de doble hebra se va denaturando liberando fluorescencia. (Radvanszky et al.,
2015).

Para el punto de mutacion F1534C se obtienen las curvas observadas en la Figura 1a, con

los picos de temperatura reportados en la Tabla 3. La mayoria de muestras tienen un pico de
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temperatura cercano a 80.5 °C que segtn Yanola, et al. (2011) implica susceptibilidad al acercarse
a la temperatura de 79.3°C. Al analizar las curvas de melting obtenidas para el punto de mutacion
V1016l en la Figura 2a, se ve en su mayoria una temperatura de melting cercana a los 79°C (Tabla
4). Estas temperaturas segun Saavedra-Rodriguez, et al. (2007) significan la presencia de
mutaciones, sugiriendo un mosquito resistente. Es importante mencionar las diferentes curvas
obtenidas en las pruebas qPCR para F1534C y para V1016l (Figura 1b, Figura 2b). Los cambios
visualizados pueden deberse al tamafio o composicion de los amplicones, ya que alteraciones en
la secuencia del amplicon afectan a la temperatura a la que se da el pico de la curva (Radvanszky
et al., 2015). A su vez, es interesante observar el grupo de curvas que parecen tener un doble pico
en la mutacion V10161 puesto que segun la literatura los dos picos pueden significar la presencia
de heterocigosis (Saavedra-Rodriguez et al., 2007). Para confirmar la causa de las anomalias en
las curvas se recomienda realizar un secuenciamiento de los productos de la qPCR y una
electroforesis para confirmar heterocigosis. Estos no se hicieron durante este estudio, pero se
continuard con los experimentos para esclarecer estos detalles que seran incluidos en una
publicacion cientifica futura.

Como ya se ha mencionado, cada mutacion se relaciona con la resistencia a diferentes tipos
de piretroides, siendo la mutacion V1016l fuertemente relacionada a la resistencia de piretroides
de tipo II como lo es la Deltametrina. En consecuencia, se entiende que los mosquitos analizados
de la Isla San Cristobal poseen tinicamente esta resistencia. Esto es poco usual ya que los reportes
de la mutacion V10161 se encuentran usualmente acompanadas de la mutacion F1534C,
especialmente a lo largo de todo el continente de América (Chen et al., 2019). La presion selectiva
para la aparicion de estas mutaciones en Galdpagos es relativamente reciente dado que se reporta

que Ae. aegypti llego a las islas en el afio 2002 con la subsecuente aparicion del dengue en las islas
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(Real-Cotto et al., 2017). En consecuencia, el uso de insecticidas en Galapagos es mas reciente en
comparacion al Ecuador continental y por ende la presion selectiva que lleva a estas mutaciones
también. Ademas de que la presion selectiva ha sido ejercida principalmente por la deltametrina,
un insecticida piretroide de tipo II (Ministerio de Salud Publica, 2019). Al momento, con estos
resultados preliminares, no es posible descartar la presencia de la mutacion F1534C. Es necesario
analizar un mayor nimero de muestras y localidades en Galapagos para corroborar estos hallazgos.

También es importante mencionar que la resistencia a piretroides se relaciona a mas
mutaciones dentro del gen VGSC. Se han reportado 11 mutaciones en este gen relacionadas y su
ocurrencia dependen de la poblacion analizada (Chen et al., 2019). Es posible que la resistencia en
Galapagos se deba a la co-ocurrencia de la mutacion V10161 con la mutacion S989P o las
mutaciones V410L y V1016G, que son mutaciones comunes en América (Ishak et al., 2015;
Hernandez et al., 2023). Paralelamente, las mutaciones kdr pueden verse acompafnadas de otros
mecanismos de resistencia como la sobre expresion de enzimas detoxificantes como enzimas
carboxilesterasas (GSTs) y monooxigenasas (citocromo P450). Estas enzimas ayudan a un
metabolismo acelerado del insecticida piretroide disminuyendo su efectividad (Nugapola et al.,
2021).

Estos resultados iniciales marcan el comienzo de un estudio mas a profundidad para
comprender la resistencia a insecticidas en Galapagos y en Ecuador donde esta tematica es poco
reportada. El primer paso a seguir es la confirmacion de los resultados aqui obtenidos con el uso
de controles positivos; realizar futuros estudios en donde se incluya un muestreo mas amplio de
las islas asi como el andlisis de otras mutaciones y mecanismos de resistencia. Por Gltimo, andlisis

adicionales permitiran explicar anomalias observadas en las curvas de melting.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este estudio resaltan la presencia de resistencia a insecticidas en las
poblaciones de Ae aegypti de las Islas Galapagos, un hallazgo preocupante para las estrategias de
control vectorial en la region. Los bioensayos realizados demostraron una pérdida de eficacia en
Temephos (larvicida) y Deltametrina (insecticida), lo que sugiere que las poblaciones locales han
desarrollado mecanismos de resistencia frente a estas sustancias. Este resultado es consistente con
otros estudios que sefialan la presion selectiva causada por el uso intensivo y prolongado de
insecticidas como factor clave en la evolucion de la resistencia en Ae. aegypti.

El analisis molecular mediante qPCR permitié detectar mutaciones kdr especificas, como
V1016I, en un porcentaje significativo de las muestras. La presencia de esta mutacion confirma
que la resistencia observada est4 asociada a cambios genéticos que reducen la efectividad de los
piretroides. Estos hallazgos subrayan la necesidad de diversificar las estrategias de control
vectorial, incluyendo el monitoreo continuo de la resistencia y la implementaciéon de nuevos
enfoques que integren el uso racional de insecticidas junto con métodos alternativos. Esto es
fundamental para prevenir brotes de enfermedades arbovirales y proteger la salud publica en esta
region vulnerable. De la informacion que hemos podido recopilar, este es el primer estudio de la
resistencia a insecticidas en Ae. aegypti de Galdpagos usando técnicas moleculares (gen kdr)

mediante qPCR y curvas de melting.



TABLAS

Tabla 1. Datos procesados de la prueba de resistencia en larvas Ae. aegypti
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Tiempo

Concentracion 11 0p30 0h45 1h  1h15 1h30 1h45 2h  6h  12h  24h %o
[ppm] mortalidad
0.005 20 20 20 20 20 20 20 20 20 19.75 1875 18.75 6.25
0.025 20 20 20 20 20 20 20 20 20 1925 19 19 5
0.125 20 20 20 20 20 20 1975 1925 1925 18 1675 1325  33.75
0.625 20 20 20 195 1925 19 1875 1875 1875 18 1525 95 52.5
Control 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 0

Descripcion: En la tabla se observan el promedio del nimero de larvas vivas por cada concentracion de Temephos utilizada en la prueba

de resistencia. También se observa la tasa de mortalidad en forma de porcentaje, representando el porcentaje de larvas vivas y muertas

después de las 24 horas de ensayo.

Tabla 2. Datos recolectados de la prueba de resistencia en Ae. aegypti adultos.

Repeticion
Tiempo [min] 1 2 3 4 Promedio Control
0 10 10 5 10 8.75 10
15 9 9 3 6 6.75 10
30 5 4 0 6 3.75 10
45 4 4 - 4 4 10
60 2 3 - 2 2.33 10
% de mortalidad 50 60 100 40 62.5 -
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Descripcion: Se muestra los datos recolectados de la prueba de resistencia de Ae. aegypti
adultos. Se ve como la mortalidad en cada repeticion es parecida entre si a excepcion de la
repeticion 3. El porcentaje de mortalidad se calcula en el tiempo de diagnostico que en este
caso es en el minuto 30. Adicionalmente se visualiza el porcentaje de adultos vivos al finalizar

el ensayo.

Tabla 3. Temperaturas de melting para el punto de mutaciéon F1534C

Muestra Temperatura [°C] Estado

1 80.56 S
2 80.60 S
3 80.52 S
4 80.40 S
5 80.42 S
6 80.21 S
7 80.38 S
8 79.26 S
9 80.50 S
10 80.52 S
11 80.59 S
12 80.59 S
13 80.55 S
14 80.62 S
15 80.66 S
16 80.00 S
17 80.55 S
18 78.36 S
19 80.55 S
20 80.67 S

Descripicion: Se ven las temperaturas de los picos de las curvas de melting en el punto de
mutacion F1534C. La mayoria de las temperaturas se acercan a 80.5 °C a excepcion de las
muestras 2 (80.6 °C), 8 (79.26 °C) y 18 (78.36 °C). Se ve el estado de resistencia (R) o

susceptibilidad (S) para las 20 muestrars analizadas.

Tabla 4. Temperaturas de melting para el punto de mutaciéon V10161
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Muestra Temperatura [°C] Estado
1 79.32 R
2 79.40 R
3 79.19 R
4 78.61 R
5 79.20 R
6 78.86 R
7 78.40 R
8 77.65 R
9 79.18 R
10 78.47 - 82.70 -
11 78.94 R
12 79.26 R
13 79.13 R
14 79.23 R
15 82.41 R
16 78.45 - 81.93 -
17 79.16 R
18 77.25 R
19 78.92 - 82.42 -
20 79.32 R

Descripcion: Se ven las temperaturas de melting para las 20 muestras analizadas. Se puede
ver 3 muestras con dos picos de temperatura, 4 muestras cercanas a los 77 °C y 13 muestras
cercanas a los 79 °C. Se ve el estado de resistencia (R) o susceptibilidad (S) para las 20

muestras analizadas.
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FIGURAS

a) Melt Curve Plot
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Figura 1. Curvas de melting para el punto de mutacion F1534C

Descripcion: a) Se observan 20 curvas de melting y el control negativo, la mayoria de curvas
tiene un pico de temperatura cercano a los 80.5 °C. b) Se observa mas detalladamente el tipo
de curvas obtenidas. Se las puede dividir en dos grupos: aquellas que tienen un temperatura
cercanas a 80.5°C que corresponden a 17 muestras y aquellas que tiene un pico entre los 78-

79°C que corresponden a 3 muestras.
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Figura 2. Curvas de melting para el punto de mutaciéon V1016l

Descripcion: a) Se observan las 20 curvas obtenidas y el control negativo. Se ve que la
mayoria de las curvas tienen un pico de temperatura cercano a los 79°C. b) Se observa mas
detalladamente el tipo de curvas obtenidas para el punto de mutacion V1016I. Se las puede
dividir en tres grupos: aquellas que tienen el pico de temperatura cercano a los 77°C que
corresponden a 2 muestras, aquellas que tienen las temperaturas cercanas a los 79°C que
corresponden a 11 muestras y aquellas que parecen tener un doble pico en 77-78°C y

82/83°C que corresponden a 7 muestras.
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ANEXOS

Anexo 1. Ajustes a la metodologia proporcionada por NAMRU-SOUTH.

NAMRU - SOUTH USFQ
Colorante fluorescente SYBRgreen EVAgreen
& (Marca:Tipgreen®)
Cantidad de ADN 2ug/rxn 4ug/rxn
Ciclos de amplificacion 40 42
Medicion d.e 0.3 °C 0.2 °C
fluorescencia
Controles Controles positivos No hay controles

Anexo 2. Primers para indetificacion de genes kdr

34

Primer Secuencia (5°-3’) Te;lg:::;:m
V1016F  GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG 85.6 °C
I1016F  GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA 77 °C
1016R  GGATGAACCSAAATTGGACAAAAGC -
F1534F  GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT 79.3 °C
CIS34F  GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG 84.4 °C
1534R° TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT -

Fuente: Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Yanola et al., 2011

Anexo 3. Master mix para el set de primers V10161

V1016l
Reactivo Volumen [pL] 1 rxn Volumen total [pL]
Tip green® 6 126
V1016F 0.36 7.56
1016R 0.36 7.56
I1016F 0.3 6.3
Agua 0.98 20.58
ADN 4 -
Volumen ] 168

total




Anexo 4. Master mix para el set de primers F1534C
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F1534C
Reactivo Volumen [pL] 1rxn Volumen total [pL]
Tip green® 6 126
F1534F 0.36 7.56
1534R 0.36 7.56
C1534F 0.24 5.04
Agua 1.04 21.84
ADN 4 -
Volumen
total 8 168




