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RESUMEN

Se realizd un estudio de genética de poblaciones del mosquito Aedes aegypi, para los paises de
Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Panama, México, Cuba y Republica Dominicana. Se utilizé una region de
la subunidad 4 del gen de NADH deshidrogensa (ADN mitocondrial) como marcador molecular para poder

determinar si existe flujo genético o si hay aislamiento reproductivo entre las poblaciones estudiadas.

El ADN de los mosquitos fue extraido y amplificado por medio de la reaccion en cadena de las
polimerasa. Para determinar los diferentes haplotipos presentes en las poblaciones se utiliz6 la técnica de

SSCP (single strand conformational polimorfism).

Se encontraron siete diferentes haplotipos y se determinaron las frecuencias de éstos. El analisis de
frecuencias detectd muy poca variacién de poblaciones entre paises centroamericanos pero las poblaciones del
Caribe si mostraron diferencias con las poblaciones de Centroamérica. Ademas, también se pudo detectar

diferencias genéticas entre las poblaciones Cuba y RepuUblica Dominicana.

Para verificar los resultados obtenidos con las frecuencias de los haplotipos se hizo un analisis de
varianza molecular (AMOVA) para determinar si existe correlacion entre distancia genética y distancia
geografica. Por medio de este analisis no se detecté ninguna correlacion en los paises centroamericanos pero
si detectdé una pequefia distancia genética entre las poblaciones de Cuba y RepuUblica Dominicana. Estos
resultados concuerdan con los resultados obtenidos con el analisis de frecuencias y sugieren que el mar
Caribe podria estar sirviendo de barrera geografica debido a las diferencias genéticas encontradas entre las

poblaciones de Cuba y Republica Dominicana.

Finalmente se realiz6 un analisis filogenético, el cual mostré poca diferenciacion entre haplotipos.
Este anélisis sugiere la presencia de dos haplotipos ancestrales (H1 y H2), los cuales son los mas frecuentes
en Centroamérica y dos haplotipos recientes (H6 y H7) que son los menos frecuentes en Republica

Dominicana.

El mosquito Aedes aegypti en Centroamérica parece ser genéticamente similar al del sur de México

pero levemente diferente al encontrado en el Caribe.
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I. INTRODUCCION

El mosquito hemat6fago del género Aedes y de la especie aegypti es el vector primario responsable
de la transmision del dengue y de la fiebre amarilla. Antes de la Segunda Guerra Mundial el dengue se habia
mantenido como una enfermedad endémica en algunos paises del sudeste asiatico, pero después de 1944 se
propagé a otras regiones del mundo, incluyendo América. EI mosquito vector se encuentra en regiones
tropicales y sub-tropicales, principalmente en islas del Pacifico, EI Caribe, América Central, gran parte de
Sudameérica, México y el sur de los Estados Unidos (USAC 1994).

A medida que se deterioraron las campafias de erradicacion de Aedes aegypti durante las décadas de
1970 y 1980, este mosquito proliferé y se propagd por casi todos los rincones de América. En los afios
ochenta, Bolivia, Brasil, Ecuador, Paraguay y Per(, cinco paises sin dengue durante muchas décadas, o que
nunca lo habian registrado, sufrieron brotes explosivos. Ademas, Costa Rica y Panama, Unicos paises
tropicales en América Latina que no habian tenido dengue, notificaron en 1993 la transmision de la
enfermedad (OPS 1995).

La transmision y la persistencia del dengue dependen en gran parte del vector, por lo tanto es
necesario estudiar al mosquito con el objeto de conocer y comprender su importancia en la epidemiologia de

la enfermedad.

La genética de poblaciones permite estudiar variacion genética dentro de una poblacién y entre
poblaciones de una misma especie de vector para poder comprender mejor la transmisién y control de la
enfermedad. De este modo los estudios de genética de poblaciones brindan la oportunidad de desarrollar

estrategias de control mas efectivas (Black et-al. 1996).

Este trabajo consiste en un estudio de genética de poblaciones del mosquito Aedes aegypti. Se
compararon regiones de América Central, México, Cuba y Republica Dominicana utilizando como marcador

ADN mitocondrial, para determinar si existe flujo genético o si hay aislamiento reproductivo.



Il. ANTECEDENTES

A. Dengue

1. Descripcion y patologia. El dengue es una infeccion viral, aguda y sistematica, que se transmite de un
hospedero a otro por medio de un mosquito hematdfago del género Aedes; propia de los tropicos y sub-
trépicos. A esta enfermedad se le conoce como fiebre dengue, denguero, fiebre “bouquet”, fiebre quebranta-
huesos, fiebre “polka”, fiebre de cinco dias y fiebre “dandy”. La palabra dengue es de origen hispano-
antillano; se comenzé a emplear para designar los brotes ocurridos en las islas del Caribe entre 1827 y 1828
(USAC 1994).

La complicacion del dengue, por mecanismos inmunolégicos, da origen al dengue hemorragico
(Mudiz et al. 1998). A continuacion se describen las diferentes formas en que se presenta esta enfermedad.
Ver figura 1.

Figura 1
Manifestaciones del sindrome del dengue
(OPS 1995)



a. Fiebre del dengue clasico. El dengue clasico es una enfermedad que afecta a nifios y adultos. Los
sintomas varian segun la edad y el estado general del paciente. En lactantes y nifios puede presentarse un
cuadro dificil de distinguir de la gripe, sarampidn, hepatitis y otras enfermedades febriles. La fiebre del
dengue clasico, es una enfermedad bifésica de inicio abrupto, 3-8 dias después de haber sido picado por un
mosquito infectado; se caracteriza por fiebre alta, dolor de cabeza, dolor detras de los o0jos, dolores
musculares y articulares y dolor de huesos. Después de una mejoria por varios dias, reaparece la fiebre, se
desarrolla una erupcioén tipo sarampién, linfoadenopatia generalizada, y, algunas veces se presentan
fenémenos hemorragicos menores. Esta forma de dengue no es mortal y desaparece en dos semanas, auque
algunos pacientes pueden experimentar una convalecencia prolongada, con debilidad y depresion. (Monath
1994).

El dengue en su forma clésica presenta altas tasas de morbilidad pero bajas tasas de mortalidad (USAC
1994).

b. Fiebre del dengue hemorragico. Es una forma grave del dengue en la que se presentan hemorragias y
estado de choque que puede llevar a la muerte (Lechuga et al. 1998). Los casos tipicos del dengue
hemorrégico, DH, se caracterizan por cuatro manifestaciones clinicas fundamentales: fiebre alta, fendmenos
hemorragicos, hepatomegalia y a menudo, insuficiencia circulatoria. El cambio fisiologico principal que
determina la gravedad de la enfermedad en el DH, y lo distingue del dengue cléasico, es la extravasacion de
plasma, puesta de manifiesto por un incremento del hematocrito y una hemoconcentracion ascendente
(OPS 1995).

El dengue hemorragico suele comenzar con un aumento de la temperatura, que viene acompafiado
por rubor facial y otros sintomas no especificos que se asemejan al dengue cléasico, como anorexia, vomitos,
cefalea y dolores musculares o de articulaciones. La temperatura es tipicamente alta durante 2 a 7 dias y luego
baja a un nivel normal o sub-normal. La manifestacion hemorrégica mas comun es una prueba de torniquete
positiva; en la mayoria de los casos se encuentran moretones y hemorragias en los sitios de venipuntura. En
ocasiones se produce una hemorragia gastrointestinal leve. Es mortal si los pacientes no se recuperan

espontaneamente o después de recibir liquidos y electrolitos (OPS 1995).

La gravedad del dengue hemorragico se clasifica en cuatro grados. El grado | presenta fiebre
acompafada de sintomas generales no especificos; la Unica manifestacion hemorragica es una prueba de
torniquete positiva. El grado 1 esta caracterizado por hemorragia, ademas de las manifestaciones de los
pacientes de grado |, generalmente en forma de hemorragia cutanea, de otra localizacién o ambas. En el grado
111 se presenta insuficiencia circulatoria, que se manifiesta por pulso acelerado y débil, presién diferencial
disminuida o hipotension con piel fria himeda y agitacion. El grado IV presenta un choque profundo con
presion arterial y pulso imperceptibles (OPS 1995).



El dengue en su forma hemorragica causa mayor mortalidad (USAC 1994).

c. Sindrome de choque del dengue. En casos graves, el estado del paciente con dengue hemorragico se
deteriora en forma subita luego de una fiebre de pocos dias de duracion. En el momento en que baja la
temperatura 0 poco mas tarde, entre 3y 7 dias después del inicio, aparecen los signos de insuficiencia
circulatoria: la piel se torna fria, a menudo se observa cianosis circunoral y el pulso se debilita y acelera.
Aunque algunos pacientes pueden parecer aletargados, se vuelven inquietos y luego entran rapidamente en
una etapa critica de choque. El dolor abdominal agudo es una molestia frecuente poco antes de sobrevenir el
choque (OPS 1995).

El choque se caracteriza por un pulso acelerado y débil con reduccion de la presion arterial o
hipotension, con piel fria, himeda y agitacion. Los pacientes en choque estan en peligro de muerte si no se les
administra en seguida el tratamiento de reposicion de liquidos apropiado. Pueden pasar a una etapa de choque
profundo, haciéndose imperceptibles la presion arterial y el pulso. La duracidn del choque es corta; el
paciente puede morir en 12-24 horas o recuperarse con rapidez. La convalecencia en el DH con o sin choque
es corta y sin incidentes. Aln en casos de choque profundo, una vez que éste desaparece, l0s pacientes que

sobreviven se recuperan en 2 a 3 dias (OPS 1995).

En general, el chogue se ha observado con menor frecuencia entre los adultos que entre los nifios,

pero cuando se presenta en el adulto, es més serio y generalmente lleva a la muerte (USAC 1994).

La presencia de una infeccion parasitaria o bacteriana, junto a una infeccion secundaria del dengue,

puede incrementar el riesgo de desarrollo de sintomas severos (USAC 1994).

2. Ciclo de transmision de la enfermedad. La enfermedad se propaga por la picadura de la hembra de
Aedes aegypti infectada, que ha adquirido el virus al ingerir la sangre de una persona con dengue (Lechuga et
al., 1998). Una vez infectado, el mosquito sigue siendo portador del virus el resto de su vida, transmitiendo la
enfermedad a individuos susceptibles, al alimentarse. (WHO, 1999). Existe la posibilidad de que los
mosquitos hembras infectados pasen el virus a la siguiente generacién de mosquitos por transmision

transovarica, pero no hay evidencia que tenga una incidencia importante en la transmision (WHO 1997).

Los humanos son el hospedero principal del virus, aunque algunos estudios han demostrado que los
monos en algunas partes del mundo pueden infectarse y posiblemente servir como fuente de virus en la
alimentacion de mosquitos. Durante el tiempo en que se presenta la fiebre, es cuando aproximadamente el

virus esta circulando en la sangre de personas infectadas, y mosquitos que no estan infectados pueden adquirir



el virus si se alimentan de estas personas. El virus se desarrolla en el mosquito por un periodo de 8 — 10 dias
antes de que pueda ser transmitido a otros humanos. EIl tiempo requerido para esta incubacion extrinseca

depende en parte de condiciones ambientales, en especial de la temperatura ambiental (WHO 1997).

Los mosquitos transmisores tienen comprobada limitacion del rango de vuelo, entre 100 y 500 metros,
por lo que la distribucion viral la hacen las personas portadoras que visitan las residencias donde hay
abundancia de mosquitos caseros que al infectarse afectan a todos los habitantes, inclusive de las casas
vecinas; el crecimiento concéntrico del brote se extiende en accion combinada de reservorios humanos y de
mosquitos infectados. Esto explica la razdn por la que la infestacion de Aedes aegypti y la infeccion del

dengue sean caracteristicas de poblaciones urbanas o semi-urbanas (USAC 1994).

a. Virus. El virus que produce el dengue es conocido como virus de Dengue; pertenece al grupo de los
arbovirus, género Flavivirus, familia Flaviviridae (Gubler 1998). Existen cuatro serotipos del virus del
dengue, denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4, que pueden ser reconocidos por métodos
serologicos. Un “serotipo” se refiere a las variantes del virus segun lo determinado por métodos seroldgicos
(Luft 1996). El virus del dengue posee un genoma compuesto de ARN simple hebra positivo rodeado por una
nucleocépside icosahedra y con una cubierta de lipidos con glicoproteinas. Los viriones son esféricos, con un
didmetro de 40-50 nm. El genoma de este flavovirus tiene aproximadamente 11,000 bases de largo; esta
compuesto por tres genes que codifican a proteinas estructurales: el que codifica la proteina de nucleocapside
0 “core protein”,C, una proteina asociada a la membrana, M, una proteina de envoltura, E, y siete genes de
proteinas no estructurales, NS. El orden de las proteinas codificadas es 5’ —C- prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5-3" (WHO,1999). Se cree que NS3 y NS5 forman el complejo de ARN polimerasa
dependiente de ARN, donde el NS5 tiene una actividad de replicasa y NS3 posee la actividad de helicasa y
proteasa. Ver figura 2 (White et al. 1994).

Los flavovirus entran a la célula via endocitosis mediada por receptores. La cubierta se funde con la
membrana del endosoma al acidificarse el medio de la vesicula para que la capside y el genoma sean
introducidos al citoplasma (Murray et al. 1992). La replicacion se lleva a cabo en el citoplasmay es
acompafiada por la proliferacion en el reticulo endoplasmico. EI ARN gendmico sirve directamente como
mensajero, por medio de la cual se sintetiza una banda complementaria menor, la cual sirve como patrén para
la sintesis de otras moléculas virales. Después de sintetizar nuevas moléculas virales, se liberan por gemacion
y por lisis celular. La gemacion de los virus se produce fundamentalmente a nivel de membranas
intracelulares hacia el citoplasma o hacia vesiculas. Estos virus pueden liberarse por exocitosis, pero el
método mas eficaz para ello implica la lisis celular (Murray et al. 1992).



Figura 2
Genoma y proteinas del virus del dengue
(Modificado de White et al. 1994)
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La infeccién del hombre por un serotipo produce inmunidad para toda la vida contra la reinfeccién con
ese serotipo, pero solo proteccion parcial y temporal contra los otros (OPS, 1995). En general, el serotipo del
virus DEN-2 se ha asociado con la fiebre hemorragica después de una infeccién previa con DEN-1, DEN-3 o
DEN-4 (Beaty and Marquardt 1996).

b. Vector. El principal vector del dengue es el mosquito Aedes aegypti. Es un mosquito que se originé
probablemente en Africa y después fue transportado a América por el trafico maritimo. En un tiempo se le
Ilamo “el mosquito de los puertos”, pero su facil adaptabilidad al medio y la abundancia de formas de
transportacion propiciaron su gran difusion. El primero en hablar de la transmision del dengue por Aedes
aegypti fue Bancroft en 1906 (USAC 1994). Otro mosquito, Aedes albopictus, un vector urbano menos
importante, ha ayudado a mantener la prevalencia del dengue en las regiones asiaticas (Luft 1996).

1) Aedes aegypti. Aedes aegypti es el vector mas importante del dengue (Luft 1996). La difusion del
dengue en el mundo se puede atribuir directamente a la proliferacion y adaptacién de este mosquito (Luft

1996). Desde el punto de vista taxondmico, este mosquito se clasifica asi: Phylum Arthropoda, Clase insecta,

Orden diptera, Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Género Aedes, Subgénero

Estegonia y Especie aegypti (USAC 1994).



El Aedes aegypti se originé probablemente en Africa, donde existen formas selvaticas y domésticas,
y después fue transportado a América donde solo se encuentran las formas domésticas (OPS 1995). Aedes
aegypti es una especie tropical y subtropical, por lo general limitada a las latitudes comprendidas entre 35°
norte y 35° sur, correspondientes a una isoterma de invierno de 10°C. Aunque se ha observado hasta los 45°
de latitud norte, estas invasiones ocurren durante la estacion calida y los insectos no sobreviven el invierno
(OPS 1995). El Aedes aegypti es un mosquito esencialmente doméstico que se reproduce, casi
exclusivamente, en el agua contenida en recipientes artificiales depositados cerca o en el interior de las
habitaciones humanas. Su éxito se debe a la asociacién que mantiene con el hombre quien le brinda
alimentacion, los recipientes para su desarrollo larvario y su propia sangre para su reproduccion (USAC
1994).

So6lo las hembras de los mosquitos son las que succionan sangre porque la necesitan para desarrollar
sus huevecillos y perpetuar su especie. El aparato bucal del macho no esta capacitado para perforar la piel
animal (ver Figura 3) ni tiene necesidad de ella. En la Figura 3, se observa un mosquito adulto, que se
reconoce porque es un picador diurno; sobre el dorso negro del térax lleva un dibujo en forma de lira plateada
con dos lineas paralelas medias y dos lineas curvas, mas anchas a cada lado. Sus palpos son blancos y las
patas anilladas. También en los laterales del abdomen hay manchas plateadas sobre las escamas negras
(USAC 1994).

Figura 3
Mosquito Aedes aegypti adulto
(USAC 1994)



Cuando un mosquito se alimenta de sangre virémica, el virus encuentra varias barreras para la
infeccion. El virus infecta las células epiteliales del intestino medio del mosquito, se disemina a través de la
lamina basal hacia la circulacion y termina por infectar las glandulas salivales. El virus establece una
infeccion persistente y se replica en grandes cantidades en estas células. Posteriormente las glandulas lo

secretan a la saliva. (Ver Figura 4)

Figura 4

Diseminacion del virus del dengue en el vector Aedes aegypti
(Earl, P. 2,003)

Sistema digestivo de la hembra Aedes aegypti: A) ingreso de la sangre, B)intestino, C)matriz peritréfica, D)
epitelio del intestino, E) virus viaja hacia las glandulas salivares, F)tubulos malfigianos, G) mdsculo toraxico

y H)glandulas salivares.

Tras picar al hospedero, la hembra del mosquito introduce su saliva llena de virus hacia la sangre de
su victima. El virus circula en forma libre por el plasma y entra en contacto con las células diana
susceptibles, como las células endoteliales de los capilares, los macrdfagos, los monocitos y el resto del

sistema reticuloendotelial, ver Figura 5 (Murray et al. 1992).



Figura 5
Diseminacion de la infeccion por el virus del dengue en el hospedero
(Murray et al. 1992).

El mosquito pica de preferencia en las primeras horas de la mafiana y al final de la tarde. La hembra
se alimenta, sobre todo,de sangre humana o de animales domésticos. Debido a su estrecha relacion con el
hombre, Aedes aegypti es un mosquito urbano. Al parecer invade las areas rurales en forma de huevos o

larvas.

En la figura 6 se puede observar el ciclo de vida de este mosquito (Lechuga et al. 1998).
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Figura 6
Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti
(Granthan 2004)

L=

Los huevos de Aedes aegypti se adhieren individualmente a la superficie interna de los recipientes en
la parte himeda, apenas por encima del nivel del agua. El desarrollo embrionario normal se completa en 48
horas, cuando el ambiente es himedo y calido. Una vez que el desarrollo embrionario se completa, los huevos
pueden resistir largos periodos de sequedad, a veces durante mas de un afio. Cuando se vuelve a mojar, la
mayoria de ellos eclosionan rpidamente, aunque algunos pueden no responder hasta que el agua los cubra
varias veces. La capacidad de los huevos para resistir la sequedad ha sido uno de los mayores obstaculos en la
erradicacion de Aedes aegypti, ya que pueden ser trasladados grandes distancias en recipientes que ya no
contienen liquido (OPS 1995).
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Las larvas pasan por cuatro estadios de desarrollo. La duracién del desarrollo depende de la
temperatura, la disponibilidad del alimento y la densidad larvaria del receptaculo. En condiciones 6ptimas, el
intervalo desde la eclosion hasta la pupacién puede ser de tan sélo 5 dias; cuando las temperaturas son
extremadamente bajas o escasean los alimentos, pueden tomar varias semanas. Cerca de uno o dos dias
después de su aparicion, los mosquitos se aparean y las hembras se alimentan de sangre. La ingestion de
sangre proporciona una fuente de proteina para el desarrollo de los huevos (OPS 1995). Por lo general, se
desarrolla un lote de huevos después de cada ingestién de sangre. Sin embargo, Aedes aegypti, mas que otras
especies de mosquitos, se alimenta con frecuencia mas de una vez entre cada ovipostura. Esta particularidad
aumenta las probabilidades de que el mosquito ingiera y transmita el virus. El intervalo entre la ingestion de
sangre y la ovipostura puede ser de solo 3 dias, en condiciones 6ptimas de temperatura y disponibilidad de
hospederos; ademas la hembra puede volver a alimentarse el mismo dia de la puesta (Beaty and Marquardt
1996). Para sus huevos, la hembra prefiere el agua relativamente limpia, clara, incolora, al agua turbia,
contaminada y de alto contenido organico. La hembra suele distribuir cada lote de huevos entre varios
recipientes (OPS 1995).

El alcance de vuelo de Aedes aegypti es muy limitado (100m) cuando se le compara con la de otras
especies de mosquitos. La hembra pasa a menudo toda su vida cerca del sitio donde ha nacido, siempre y
cuando disponga de hospederos, lugares de reposo y sitios para la ovipostura. La mayor cobertura de Aedes
aegypti a grandes distancias ocurre cuando los huevos y larvas son transportados en recipientes. Cuando no
estan apareandose o procurandose un hospedero, los mosquitos buscan lugares obscuros y tranquilos para
reposar (OPS 1995).

Se ha encontrado que poblaciones de Aedes aegypti de diferentes regiones geogréaficas presentan
diferencias genéticas significativas. (Tabachnick y Powell 1979). La variacién en la competencia vectorial
entre poblaciones de Aedes aegypti también ha sido demostrada, sugiriendo la existencia de heterogenicidad
en las caracteristicas controladas genéticamente que afectan su habilidad para transmitir la infeccion. Tanto la
eficiencia de la transmision como el vector dependen del origen geogréfico de la poblacion (Tardieux et al.
1990)

Figura 7

Mosquito Aedes aegypti
(Munstermann, E.1995)
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2) Aedes albopictus. Aedes albopictus, también llamado “mosquito tigre asiatico”, ver Figura 8, es
un pariente cercano de Aedes aegypti, pues pertenece al mismo subgénero Stegomyia y tiene muchos de sus
habitos. Este mosquito esta ampliamente distribuido por Asia y el pacifico, desde las regiones templadas hasta
los trépicos. Aunque ya en 1946 se identificaron y erradicaron varias penetraciones aisladas dentro del
territorio continental de los Estados Unidos, no fue sino hasta 1985 cuando se descubri6 que esta especie se
hallaba bien establecida en Texas; posteriormente se le ha encontrado en muchos otros estados de ese pais.
Desde 1986, se ha encontrado Aedes albopictus en cinco estados brasilefios. En 1993, se encontr6 en Santo

Domingo y algunos estados de la frontera norte de México estaban infectados con este mosquito (OPS 1995).

Aedes albopictus es una especie propia de los limites de los bosques, que se ha adaptado a los
ambientes rurales, suburbanos y urbanos; deposita sus huevos y se desarrolla en los agujeros de los arboles, en
los tocones de bambu y en las axilas de hojas en el campo y en recipientes artificiales en las zonas urbanas. El
Aedes albopictus es mucho menos doméstico que Aedes aegypti; se alimenta y deposita sus huevos al aire
libre en el ambiente peridoméstico o lejos de las viviendas humanas. Este mosquito es un hemat6fago
indiscriminado, y a diferencia de Aedes aegypti, pica preferentemente a los animales antes que al hombre. Su
alcance de vuelo parece ser algo mayor que el de Aedes aegypti, pues llega facilmente a los 500 metros. Al
contrario de Aedes aegypti, es una especie adaptada al frio, y los huevos pasan al invierno en estado de letargo
(OPS 1995).

En las zonas donde Aedes albopictus se ha establecido en Estados Unidos, se ha observado una
tendencia al descenso 0 a la desaparicidn total de la poblacion de Aedes aegypti, al parecer debida a la
competencia de las larvas por los alimentos o a la de los machos adultos por aparearse con la hembras. En el
laboratorio, la hembra Aedes aegypti inseminada por Aedes albopictus pone huevos infértiles y viceversa.
Todavia hay una extensa polémica en torno a la ocurrencia y el mecanismo de este fenémeno de

“desplazamiento competitivo entre especies” (OPS 1995).

En el Pacifico se ha demostrado que Aedes albopictus es un vector del dengue, aunque segundo en
importancia después de Aedes aegypti. En el Brasil, aunque Aedes albopictus existe en las zonas con dengue
endémico, también esta presente Aedes aegypti. En el laboratorio se ha demostrado que ambas especies
transmiten verticalmente (transovaricamente) el virus del dengue, aunque Aedes albopictus lo hace con més
facilidad (OPS 1995).
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Figura 8

Mosquito Aedes albopictus
(Washington post, 1999)

c. Hospedero. Ademas de ser el hombre el Gnico reservorio urbano del virus, también ha sido aislado
de los monos que se infectan naturalmente, los cuales juegan un papel muy importante en la transmision

selvatica (Mufiiz et al. 1998)

En los humanos, cada uno de los cuatro serotipos del virus del dengue se han asociado con el dengue
y el dengue hemorragico. Estudios en Cuba y Tailandia han demostrado una alta relacion entre la infeccion
con DEN-2 y DH/SCD. Pero en los brotes de México en 1984, de Puerto Rico en 1986 y de El Salvador en
1989 se aislo el serotipo DEN-4 de pacientes con DH. El sindrome de choque del dengue ocurre con mayor
frecuencia en dos grupos definidos inmunoldgicamente: nifios que han experimentado una infeccion previa de
dengue, e infantes con una disminucidn de anticuerpos maternos de dengue. Después de un periodo de
incubacion de 3-14 dias, la fase aguda de la infeccion dura aproximadamente de 5-7 dias y es seguida por una
respuesta inmune. La transmision del virus del dengue de una persona infectada a un mosquito que se
alimenta estd determinada por la magnitud y duracion de la viremia en el hospedero humano; personas con
viremia alta proveen una dosis mayor de virus al mosquito que se esta alimentando, lo que normalmente
conlleva a que un mayor nimero de mosquitos que se estan alimentando se infecten, aunque también niveles

muy bajos de virus en la sangre pueden ser infecciosos para algunos mosquitos (WHO 1997).

B. Epidemiologia y control del dengue.

Desde hace mas de 200 afios se han venido notificando enfermedades como la del dengue en
Ameérica. Hasta la década de 1960, casi todos los brotes de la enfermedad se han producido a intervalos de
uno o mas decenios, aunque posteriormente los espacios se han acortado (OPS, 1995). La amplia distribucion
que ha logrado obtener el virus del dengue y su alta morbilidad, especialmente en lo que se refiere al dengue

hemorragico, lo han convertido en uno de los mayores problemas de salud piblica con que se enfrentan
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muchos paises tropicales. En el continente americano, en los Gltimos afios se ha observado el aumento
constante de la incidencia de dengue como consecuencia del nimero de serotipos circulando en la poblacion y

el poco control ejercido para la erradicacion de los vectores (Mufiiz et al 1998).

1. Distribucidn geogréfica. La distribucién del virus del dengue esta relacionada con el habitat del
mosquito vector. Se le encuentra en regiones tropicales y subtropicales, principalmente en el sudeste asiatico,
islas del Pacifico, el Caribe y América Central (USAC 1994).

La epidemiologia global del dengue/dengue hemorragico, D/DH, ha cambiado draméaticamente en
los Gltimos 50 afios, primero en Asia durante y después de la Segunda Guerra Mundial, y en los tltimos 20
afios en otras regiones tropicales del mundo, especialmente en América. Los factores responsables de este
cambio involucran cambios demograficos y sociales que han resultado en una expansion de la distribucién
geografica de los mosquitos vectores y de los 4 serotipos del virus del dengue, resultando en la co-circulacion
de multiples serotipos en una ciudad o pais (hiperendemicidad), el factor que més se relaciona con el
surgimiento del dengue en su forma severa y fatal en un pais. Este cambio se ha dado en la regién americana,
en donde antes de 1980, en los paises solo habia uno (hipoendémico) o ningin (no endémico) serotipo del
virus. Durante 1980 y 1990, muchos paises en América se volvieron hiperendémicos, como se muestra en la
tabla 1, a lo que le siguié la aparicion del dengue hemorrégico. En 1996, 11 paises de la region reportaron la
circulacion de multiples serotipos del virus: 2 paises reportaron la presencia de 4 serotipos, 3 reportaron la
presencia de 3 serotipos y 6 reportaron la presencia de dos serotipos, tabla 1. Es importante resaltar, que no

todos los paises cuentan con un laboratorio adecuado para la deteccion del virus (Lorofio-Pifio et al. 1999).

Todos los serotipos han sido aislados de casos autdctonos de la Américas; sin embargo, sélo los
serotipos del dengue 1, 2 y 4 han estado circulando durante el periodo 1978-1991, mientras que el dengue 3
fue aislado la Ultima vez en Colombia y Puerto Rico en 1977. Si bien el dengue 2 estuvo asociado con el brote
principal del dengue y DH/SCD en Cuba en 1981, el dengue 1y el dengue 4 fueron los serotipos circulantes
que predominaron en la década de 1980. El denguel también causd brotes importantes en Aruba (isla
holandesa de las Antillas dependiente de Venezuela), México y Nicaragua. La introduccion del dengue 4 en
las Américas en 1981 fue seguida por las epidemias de dengue del Caribe, Centroamérica, México y
Sudamérica durante 1981-1983 y posteriormente por las grandes epidemias con casos de DH en México
(1984), Puerto Rico y El Salvador. El virus DEN-4 es ahora endémico en la regién (OPS 1995).
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Tabla 1
Reporte de la circulacion de multiples
serotipos del dengue en América
(Lorofio-Pifio et al. 1999).

Los primeros casos de dengue reportados en México fueron en 1982, donde se reporto la circulacion
de los serotipos 1y 2. Posteriormente se reportd la presencia de los serotipos 2 y 4, convirtiéndose México en
1996 en un pais portador de los cuatros serotipos del virus del dengue. Actualmente se encuentran en
circulacién los serotipos del virus del de dengue 1,2 y 3 (OPS 2000).

Durante epidemias en donde multiples serotipos del virus del dengue se transmiten, hay pacientes
que se infectan con mas de un serotipo al mismo tiempo; pero los reportes de estos casos son pocos. El primer
caso de una infeccién con 2 serotipos del virus del dengue, se report6 en Puerto Rico en 1982; DEN-1y
DEN-4 estaban en la poblacion durante ese tiempo, y los dos serotipos del virus se aislaron de un mismo
paciente (Lorofio-Pino 1999).
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En un esfuerzo para prevenir la fiebre amarilla, que también es transmitida por Aedes aegypti, la
Organizacién Panamericana de la Salud organizé una campafia que erradico a Aedes aegypti de la mayoria
de paises de Centro y Sur Ameérica, en los afios 1950 y 1960. Como resultado, durante este periodo, las
epidemias de dengue ocurrian esporadicamente en algunas islas del Caribe, como se muestra en la Figura 9 .
El programa de erradicacidn de Aedes aegypti fue descontinuado oficialmente en Estados Unidos en 1970, y

el mosquito volvié a reinfestar paises donde ya se habia erradicado (CDC 1997).

Figura 9
Distribucion de Aedes aegypti en América;
afios 1970 - 1997
(CDC 1997).

1970 1997

. Areas afectadas
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En 1970, sélo el virus DEN-2 estaba presente en América, aunque DEN-3 posiblemente tenia una
distribucion focal en Colombia y Puerto Rico. En 1977, se introdujo DEN-1 y causé grandes epidemias en la
region por un periodo de 16 afios. En 1981 se introdujo DEN-4 y causd epidemias similares. También fue en
1981 cuando una nueva cepa de DEN-2, del sureste de Asia, causd la epidemia mas grande de DH que ha
habido en América, en Cuba. Esta cepa se ha distribuido rapidamente en la regidn y ha causado brotes de DH
en Venezuela, Colombia, Brasil, Guayana Francesa, Surinam y Puerto Rico. En 1997, 18 paises de la regién
americana tenian reportes que confirmaban casos de DH, ver Figura 10, y como consecuencia actualmente el
DH es endémico en estos paises (CDC 1997).

Desde 1997, el dengue es la enfermedad viral mas importante que afecta a humanos, transmitida por
mosquito; su distribucion a nivel global puede ser comparable con la de la malaria, y se estima que 2.5
billones de personas viven en areas en riesgo de transmision epidémica. (CDC 1997).

Antes de 1970 un total de 9 ciudades habian reportado epidemias de dengue hemorragico, pero en
1995 se reportaron cuatro veces mas de casos de DHF. La mayoria de estas ciudades se encuentran en el sur
de Asiay el en Oeste del Pacifico. En el 2001, méas de 600,000 casos de dengue fueron reportados en
América, de los cuales 15,000 fueron de dengue hemorragico, méas del doble de casos de DHF reportados en
América en 1995.
La razon de mortalidad por casos de dengue de la mayoria de paises (sobre todo en paises asiaticos) es

aproximadamente 5%; la mayoria de casos fatales se presentan en nifios y jovenes (Calisher, C. 2005).

La incidencia del dengue esta incrementando mundialmente, particularmente en las Américas, donde
se han reportado tres veces mas casos de dengue de 1996 al 2002. En el inicio del siglo XXI, el dengue se han
convertido en la enfermedad arboviral mas importante para los humanos, con un estimado de 50-100 millones
de casos de dengue clésico y varios cientos de miles de casos de DHF que ocurren cada afio (Smith et al.
2005)

a. Regién centroamericana. En todos los paises de Asia Suroriental donde el DH epidémico se
convirtié en un importante problema de salud publica, la enfermedad apareci6 inicialmente de manera
esporadica durante varios afios, culminando finalmente en graves epidemias. En la mayoria de aquellos paises
se desarrollé posteriormente un ciclo continuo de epidemias de dengue y de DH, apareciendo en intervalos de
tres a cinco afios, con epidemias que se tornaban progresivamente mas graves. Algunos paises de
Centroamérica estan experimentando ciclos continuos de epidemias similares. La situacion de dengue en

América Central esta progresivamente empeorando (OPS 2000).
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Figura 10
Paises americanos con casos confirmados de DH;
afios 1981-1997
(CDC, 1997)

Frior to 1951 1981-1997

. Areas afectadas

Durante el verano del 2000, Costa Rica, El Salvador, Guatemala y Nicaragua experimentaron brotes de
dengue que también incluyeron casos de DH y defunciones. El deterioro de los programas de control,

asociado con condiciones climaticas, prolongaron e intensificaron los efectos de la enfermedad (OPS 2000).

1) Guatemala. Entre 1948 y 1959, se hicieron esfuerzos para erradicar el Ae. aegypti siguiendo las
recomendaciones de la Organizacion Panamericana de la Salud. Guatemala fue certificado como libre de Ae.
aegypti en la XI Reunidn del Consejo de Directores de la OMS en 1959. Para 1967, la larva de Ae. aegypti fue
descubierta en la ciudad de Escuintla. Cinco afios después, en 1972, el Ae. aegypti fue encontrado nuevamente
en Escuintla y en Taxisco. Con la combinacién de las limitaciones econémicas, los factores ecoldgicos, y una
rapida expansion, esta especie reinfesté gradualmente otras comunidades hasta que ocurri6 la primera
epidemia de dengue en Escuintla en agosto de 1978. En 1987, ocurrio un nuevo brote de dengue y desde
entonces, la enfermedad se ha propagado a todas las areas infestadas por el vector. A principios de los afios
ochenta, se notificaron pocos casos de dengue por afio. El primer brote grave ocurri6 en 1987 con 2.318
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casos. Durante 2000, el serotipo DEN-2 fue el Unico aislado y los departamentos méas afectados fueron
Zacapa, Santa Rosa, Escuintla y El Progreso. Antes de los afios noventa, DEN-1 era el Gnico serotipo
encontrado circulando, excepto en 1988 cuando los serotipos 1, 2 y 4 fueron aislados. Desde el afio 2000 se

han notificado también casos de dengue hemorragico (OPS 2000).

La situacion del dengue en Guatemala para el afio 2,005 es que hasta la semana epidemioldgica 15 se
notificaron 91 casos de dengue, dentro de los cuales se incluyen dos casos de dengue hemorragico, siendo los
departamentos mas afectados el Norte de Petén, seguido de Baja Verapaz, Zacapa, Petén Sur Occidente,
Jutiapa y Petén Sur Oriente. Petén es el departamento que presenta la mas alta tasa de incidencia en el pais.
Durante los ultimos cinco afios (2000-2004) para la semana epidemiologica 15, se tiene una media de 72
casos reportados de Dengue. Esto es superado en la semana epidemiolégica 15 del presente afio al reportarse
91 casos (21% mas casos que el promedio de los Gltimos 5 afios y 44% mas casos que el promedio de las

Gltimas cinco semanas del 2005).Esto ubica al pais al borde de la zona epidémica.

El nimero de casos reportados incrementa afio con afio y los habitantes mas afectados son adultos de

ambos sexos comprendidos entre los 25 y 39 afios de edad (Ministerio de Salud Publica 2005).

2.Factores de riesgo determinantes de la transmision del dengue. «Riesgo es un concepto empleado para
medir la probabilidad de la futura ocurrencia de un resultado negativo, como la infeccién por dengue o un
brote de dengue». Esta probabilidad depende de la presencia de una 0 mas caracteristicas o factores
determinantes del suceso. La dindamica de transmision del virus del dengue depende de interacciones entre el
ambiente, el agente, la poblacion de huéspedes y el vector, los que coexisten en un habitat especifico. La
magnitud e intensidad de tales interacciones determinara la transmisién del dengue en una comunidad, region

0 pais. Estos componentes pueden dividirse en macrofactores y microfactores determinantes (OPS 1995).

a. Macrofactores. Entre los factores determinantes de la transmision del dengue, dentro de lo que son los
factores de riesgo ambientales y sociales, ver Tabla 2, esta el de las zonas geograficas donde el vector se
desarrolla y entra en contacto con la poblacién del hospedero. La altitud es un factor limitativo para el
desarrollo de vectores y virus. La temperatura, la humedad y las precipitaciones pluviales son las condiciones
que afectan a la supervivencia'y reproduccion de los vectores; la temperatura también afecta a la replicacion
del virus en en el vector. Estos parametros geograficos y climatologicos pueden utilizarse para estratificar las

zonas donde la transmisidn previsible puede ser endémica, epidémica o esporadica (OPS 1995).

En América, el dengue es principalmente una enfermedad urbana. Su transmisién esta relacionada
con densidades de poblacion de moderadas a altas, una urbanizacién no planificada y densidades

habitacionales muy elevadas. Las creencias en relacion con el dengue, el estado socioeconémico, la
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disponibilidad de los servicios publicos y las condiciones habitacionales pueden influir en el riesgo de
transmision (OPS 1995).

Tabla 2
Macrofactores de riesgo determinantes
de la transmision del dengue
(OPS 1995)

Ambientales

Latitud: 35 °N a 35 °S

Altitud: <2200 m

Gama de temperatura ambiente: 15-40 °C
Humedad relativa: de moderada a alta

Sociales

Densidad de la poblacion: de moderada a alta

Patrones de asentamiento: urbanizacién no planificada, y densidad de asentamiento elevada.

Viviendas: tejidos de alambre inadecuados o inexistentes, y desagues obstruidos con desechos.

Aprovisionamiento de agua: agua almacenada en la casa por més de 7 dias, ausencia de abastecimiento de agua corriente
individual, disponibilidad intermitente y uso de tanques destapados.

Recoleccion de desechos sélidos: envases de almacenaje inadecuados, recoleccion inadecuada o inexistente, recipientes
pequefios en desuso de menos de 50 litros, neuméticos desechados, y automéviles abandonados.

Estados socioeconémico

Periodos inactivos en la casa durante el dia

Creencias y conocimientos sobre el dengue

b.Microfactores. Los factores de riesgo que influyen en la transmision del virus del dengue deben ser
separados de los que influyen en la gravedad de la enfermedad. Entre las categorias de factores de riesgo
reconocidos para la transmision figuran los del hospedero, el vector y el agente. Los factores propios del
hospedero incluyen el sexo, la edad, el grado de inmunidad y las condiciones de salud especificas. Un factor
propio del agente de la enfermedad que influye en la transmision del dengue es el nivel de viremia. Las
personas con viremia alta proporcionan una dosis infecciosa mayor del virus al ser picadas por el mosquito
vector. Por ejemplo, una persona con viremia alta puede infectar el 100% de los mosquitos que ingieren su
sangre, y aunque la densidad de la poblacién de mosquitos sea baja, algunos de ellos pueden sobrevivir al
periodo extrinseco de incubacion y transmitir el virus. Por otro lado, una persona con viremia baja quiza no
infecte a ninguno de los mosquitos que ingieren su sangre, aunque la densidad de la poblacién del vector sea
alta. Para los factores propios de los vectores; ver Tabla 3 (OPS 1995).
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Tabla 3
Microfactores de riesgo determinantes

de la transmision del dengue

(OPS 1995)
Factores individuales del huésped
. Sexo
. Edad
. Grado de inmunidad
. Condiciones de salud especificas
. Ocupacion

Factores del agente de la enfermedad
. Nivel de viremia

Factores de los vectores
e Abundanciay focus de proliferacion de los mosquitos
Densidad de hembras adultas
Edad de las hembras
Frecuencia de la alimentacion
Preferencia de huéspedes
Disponibilidad de huéspedes

Suceptibilidad innata a la infeccién

3. Estrategias de control y prevencion del dengue. El control y la prevencion del dengue y DH se ha vuelto
mas urgente con la expansion de la distribucién geografica y el aumento de la incidencia en los dltimos 20
afios. Desafortunadamente, las herramientas disponibles para prevenir la infeccién por dengue todavia son
limitadas. Los programas de prevencion efectivos, deben tener varios componentes integrados, incluyendo
vigilancia activa de laboratorio, respuesta de emergencia, educacion de la comunidad médica para asegurarse
del buen manejo de los casos, control del mosquito integrado con la comunidad, y uso efectivo de las vacunas
cuando estén disponibles (Gubler 1993).

Los primeros programas de lucha contra Aedes aegypti estaban dirigidos a la fiebre amarilla. Se hicieron
grandes adelantos a comienzos del siglo en Cuba y Panama para controlar este vector, principalmente
mediante la reduccion de fuentes, la aplicacién de petroleo y el uso de piretrinas. En 1923, el Brasil inici6 una
campafa de erradicacion. La ultima epidemia urbana de fiebre amarilla en las Américas se notificé en 1942,
pero la amenaza permanente de reaparicion de esta enfermedad en las zonas urbanas y la mayor incidencia del
dengue llevaron a un continuo apoyo de los programas de control de vectores. Con el descubrimiento de las
propiedades insecticidas del DDT, la erradicacion continental de Aedes aegypti parecia factible. Antes del
comienzo de la campafia de erradicacion, todos los paises del hemisferio occidental, a excepcion de Canada,
estaban infestados por Aedes aegypti. Hacia 1962, 18 naciones del continente y varios pequefios paises
insulares del caribe habian logrado la erradicacién. Pero los programas de erradicacion fallaron porque no
todos los paises del continente lograron erradicar Aedes aegypti, y los paises que todavia estaban infestados se
convirtieron en fuentes de reinfestacion para los que estaban libres del vector. Con el correr del tiempo, en la
mayoria de los paises que lograron la erradicacion, los programas contra Aedes aegypti perdieron importancia
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politica y la vigilancia contra la reinfestacion se redujo gradualmente hasta que resulté inadecuada para
detectar reinfestaciones pequefias. Cuando se descubria una reinfestacion, por lo general se reaccionaba
demasiado tarde, y los recursos para eliminarla antes que se generalizara y su control fuera imposible, solian
ser insuficientes (OPS 2000).

Desde el fracaso definitivo de la campafia panamericana de erradicacion de Aedes aegypti se han
recomendado numerosos cambios, muchos de los cuales han sido puestos en practica, al menos parcialmente,
en los programas de control de vectores. En la XXXI Reunién del Consejo Directivo de la OPS, en 1985, se
efectu6 un importante cambio de politica. Mientras que resoluciones anteriores habian insistido en la politica
de erradicacion de Aedes aegypti en todos lo paises, la resolucion XXXVI reconocio, y por primera vez
apoyo, el hecho de que algunos paises tuvieran programas para el control de Aedes aegypti. Este fue un
importante paso adelante. La metodologia utilizada para una campafia de erradicacion es muy diferente de la
empleada en los programas de control. La erradicacion supone la cobertura completa y concienzuda de las
zonas infestadas, con ciclos de tratamiento frecuentes para erradicar el vector en el plazo de unos pocos afos.
El control es la utilizacién efectiva, en funcién de los costos, de recursos limitados para reducir las

poblaciones de vectores a niveles en los que ya no sean de gran importancia para la salud publica (OPS 1995).

a. Control del vector. Como el vector principal del virus del dengue es el mosquito Aedes aegypti, debe
ser también el blanco principal de las actividades de control. Otras especies deben de ser tomadas en cuenta,
Unicamente si existe evidencia de que juegan un papel importante en la transmision de la infecciéon (WHO,
1997). Para lograr el control del vector, en vez de aplicar un solo método deben combinarse e integrarse todas
las técnicas potenciales de control de vectores de la manera més compatible. En vez de seleccionar un solo
vector, en el mismo programa se pueden incluir varias especies relacionadas de vectores. Este enfoque mas
amplio, conocido como control integral de vectores, no sélo considera varios problemas de salud publica a la

vez, sino que también gana mejor aceptacion publica para el programa (OPS 1995).

Unos pocos paises (Bermuda, Chile, Islas Caiman y Uruguay) no han sido reinfestados en forma
permanente por Aedes aegypti después de la primera erradicacion satisfactoria, y algunos otros (Brasil, Cuba)
tienen grandes zonas sin el vector. En estos casos, la vigilancia contra la reinfestacion es de capital
importancia. Debe prestarse una atencion especial a los puertos de mar, aeropuertos, cementerios e

instalaciones para reencauchar neumaticos (OPS 1995).

1) Control fisico. Los métodos naturales incluyen cambios en el ambiente natural para suprimir la
proliferacion de formas inmaduras de los mosquitos vectores. Estas medidas pueden ser a corto o largo plazo.
Las primeras se basan en el rellenado o drenaje de los criaderos potenciales del vector. Entre otras medidas
provisionales figuran la modificacion del paisaje tendiente a eliminar la vegetacién que proporciona sombra,

alimento o acumulaciones de agua que puedan contribuir a la abundancia de estos mosquitos vectores.
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Cuando sea posible, se deben cortar o retirar las malezas de los alrededores inmediatos de las casas. Los
agujeros de arboles y otros dep6sitos naturales de agua de lluvia se deben de rellenar con cemento, arena,

tierra apisonada, grava u otros minerales apropiados (OPS 1995).

Una de las claves para el control de vectores urbanos, en particular Aedes, es la mejora del
abastecimiento doméstico de agua. La practica de almacenar agua en las casas persiste debido a que los
servicios de abastecimiento urbano de agua son irregulares. El mensaje es claro: se debe suministrar agua
potable en cantidad, calidad y con la regularidad suficiente durante todo el afio para reducir el uso de toneles,
tanques elevados y vasijas, que constituyen criaderos potenciales del vector. El abastecimiento individual de

agua corriente es la mejor alternativa al uso de pozos (OPS 1995).

Las actividades de control de vectores en las que se emplea el tratamiento de desechos solidos no
solo protegen la salud publica, sino que conservan los recursos naturales. EI almacenamiento, recoleccion y
eliminacion adecuados de los desechos sélidos protege la salud publica, mientras que la reduccién en la
generacion de desechos, la reutilizacidn y el reciclaje conservan los recursos naturales. Ambos enfoques
requieren la educacidn y participacién de la comunidad. El tratamiento de desechos sélidos para el control
satisfactorio de vectores consta de tres aspectos: la reduccidn, reciclaje y reutilizacién de desechos, la

recoleccion y la eliminacion apropiada (WHO 1997).

Los neumaticos descartados son desechos sélidos de importancia critica para el control urbano de
Aedes. Nunca faltan neumaticos desechados en las zonas urbanas: solamente en Estados Unidos, 200 millones
de neumaticos usados entran en la corriente de desechos cada afio. Las pilas de neumaticos desechados son un
grave peligro para la salud (vectores) y para la seguridad (incendios) en las ciudades. Ademas, se cree que los
neumaticos usados importados son responsables de la introduccién de Aedes albopictus en los Estados Unidos
(OPS 1995).

Los neumaticos se pueden tratar con insecticidas, sal o jabén para el control quimico de mosquitos
inmaduros. Continuamente estan surgiendo nuevas tecnologias para la reutilizacion y eliminacion de
neumaticos, pero la mayoria de ellas han resultado limitadas en cuanto a su aplicacion o efectividad en
funcién de costo. Los neumaticos pueden reciclarse para hacer suelas para sandalias, esterillas para suelos,
arandelas y juntas industriales, baldes y tachos de basura y revestimiento de alfombras. La goma de los
neumaticos usados se puede combinar con goma virgen o virutas plasticas para hacer productos plasticos
moldeados por inyeccion, como tejas de goma para tejados, correas de ventilador de automdviles, sefiales de
cruces de ferrocarril y para cubrir el piso de los camiones a fin de proteger la carga. La goma triturada se
mezcla con asfalto (goma de asfalto) para pavimentar carreteras, sellar grietas de caminos y techos y revestir
tanques y lagunas artificiales. La eliminacién de neumdticos puede hacerse simplemente quemandolos
apilados en un patio o un terreno baldio, o incinerdndolos adecuadamente en plantas de transformacion de

desechos. La pirdlisis de los neumaticos (exposicidn a calor alto en ausencia de oxigeno), una tecnologia
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experimental, genera aceite que se puede vender para mezclarlo con materiales como aceites combustibles,

carbdn de lefia y materiales plasticos (OPS 1995).

Las cercas y los postes hechos de arboles huecos como el bambi deben ser cortados hasta el nédulo,
mientras que los bloques de cemento o las botellas rotas se deben Ilenar con cemento, arena compactada o
trozos de vidrio para eliminar los focos potenciales de Aedes. Los neumaticos y otros tipos de focos
potenciales almacenados en el exterior se deben cubrir adecuadamente con lonas o se deben acomodar con
cobertizos. Cuando sea posible, las casas se deben disefiar de manera que se reduzca al minimo la oportunidad
de que los mosquitos entren en ellas. Esta medida ayudaria a disminuir el contacto vector-hombre y por ende

el riesgo de contraer el dengue (Gubler 1989).

Las medidas de proteccién personal se han usado ampliamente en los esfuerzos para proteger a los
habitantes de las zonas rurales contra la malaria. Parece que los mosquiteros o cortinas impregnados con
piretroide ofrecen buena proteccion contra los vectores nocturnos de esta infeccidn. Sin embargo, en el caso
de vectores més diurnos, como Aedes, esas medidas pueden tener poca importancia. Estas barreras se pueden
usar para proteger grupos especiales de personas, como los que estan postrados en camas, los lactantes o los
trabajadores nocturnos. Los turistas u otros visitantes temporarios de una zona endémica pueden protegerse

usando repelentes (Gubler 1989).

2) Control quimico. Desde comienzos del siglo se han venido utilizando productos quimicos para el
control de Aedes aegypti. Cuando comenzé a surgir la resistencia a DDT en la década de 1960, ya se habian
desarrollado insecticidas organofosforados, y algunos de ellos, como el fentién, el malatidn, el fenitrotion y el
temefds empezaron a usarse sucesivamente para el control de Aedes aegypti. En la actualidad se tiende a
limitar el uso de los productos quimicos para el tratamiento de los recipientes que no puedan ser limpiados o
tratados de otro modo y para situaciones de emergencia. Los métodos de aplicacion de insecticidas para el
control de Aedes aegypti son: el tratamiento perifocal, el tratamiento focal y la aplicacion espacial. En la
Tabla 4 se listan insecticidas seleccionados para usar en forma de nieblas frias contra Aedes aegypti. Todos
los plaguicidas son toxicos hasta cierto punto, motivo por el cual se deben adoptar varias medidas de
seguridad importantes, entre ellas: tomar precauciones al manipular los plaguicidas, en particular las personas

que los aplican, y al realizar las aplicaciones en las casas ocupadas y alrededor de ellas (WHO 1997).

En la actualidad, el metopreno promete ser el larvicida quimico mas aceptable desde el punto de
vista ambiental que se puede utilizar contra los mosquitos. La ausencia aparente de toxicidad para los

mamiferos de esta hormona juvenil sintética permite el uso en el agua potable (OPS 1995).
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Tabla 4
Insecticidas seleccionados para usar en forma de niebla fria,
contra Aedes aegypti
(Modificado de WHO 1997).

Insecticida Dosis (gramos de
ingrediente activo per ha)
Organofosforados
Malatién 112-693
Fenitrotion 250-300
Naled 56-280
Pirimifos-metil 230-330
Piretroides
Deltametrin 0.5-1.0
Resmetrin 2-4
Bioresmetrin 5
Permetrin 5
Cipermetrin 1-3
Lamda-cialotrin 1

3) Control biolégico. El control del dengue basado en la introduccién de organismos vivos que
eliminen o parasiten a Aedes aegypti o Aedes albopictus, o que compitan con ellos, u otras medidas para
reducir su proliferacion, sigue siendo experimental o esta restringido a operaciones de campo de pequefia
escala que complementan otras medidas. Los peces larvivoros y el insecticida bioldgico Bacillus thuringiensis
H-14 (BTI) son las dos clases de organismos usados con mas frecuencia, mientras que algunos copépodos
depredadores parecen ser prometedores. Las ventajas de las medidas de control bioldgico incluyen: la no
contaminacion del ambiente con productos quimicos, la especificidad de la actividad contra el organismo
diana (el efecto de BTI, por ejemplo, esta limitado a mosquitos y dipteros afines) y la autodispersion de
algunos de estos agentes en sitios inaccesibles que no habian sido tratados facilmente por otros medios. Las
desventajas de estas medidas comprenden: el gasto de desarrollar los organismos, la dificultad de su
aplicacion y cria y la limitacion de su utilidad en medios acuaticos donde la temperatura, el pH y la
contaminacion organica constituyen un ambiente hostil a su adaptacién. Un inconveniente de los agentes
bioldgicos utilizados contra los mosquitos es que solo pueden emplearse contra las formas inmaduras de estos
insectos (WHO 1997).

Ciertos copépodos ubicuos (pulgas de agua) devoran las larvas recién eclosionadas. No obstante, si

estos mosquitos se desarrollan hasta el tercer estadio, son demasiado grandes para que puedan ser atacados
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con éxito por estos depredadores diminutos. El efecto principal del esfuerzo de aplicacion de ciclopoides es
tardio, pues ocurre solo después de una lluvia, cuando eclosionan un lote de huevos. Una desventaja, es que

solo matan las larvas recién emergidas, por lo que es preciso incluir BT1 (OPS 1995).

El BTI (Bacillus thuringiensis esraelensis H-14), descubierto en la década de 1970, es un larvicida
de mosquitos comprobado que no afecta al medio ambiente y que, ademas, parece totalmente inofensivo para
el hombre. Este producto de fermentacion de Bacillus thuringiensis esraelensis H-14 es el material mas
aceptable contra los mosquitos con que se cuenta en la actualidad. EI cuerpo paraesporal presente dentro de
este agente contiene una toxina que se degrada exclusivamente en un ambiente alcalino y solo los dipteros del
suborden Nematocera tienen sistema digestivo alcalino. La ventaja de este material es que su aplicacion
destruye las larvas de los mosquitos, pero no dafia a los depredadores entomofagos que pueden estar
presentes. La toxina es fotolabil, y por lo tanto es destruida por la luz solar. Este efecto obliga a realizar

aplicaciones frecuentes (WHO 1997).

4) Control genético. Se ha hecho mucho trabajo para evaluar el uso de métodos genéticos para el
control de las poblaciones del vector. En la actualidad, la importancia de este trabajo es el desarrollo de una
cepa transgénica competitiva y el aislamiento de elementos apropiados transposables. Entre los estudios que
se han hecho esta la esterilizacién de mosquitos. Todavia hay muchos mecanismos potenciales en estudio
(Beaty y Marquardt 1996).

5) Métodos de control en Guatemala. Actualmente el programa de control de Aedes aegypti incluye
el uso de un insecticida y un larvicida, caotrin y abate respectivamente. Estos insecticidas se aplican en
condiciones extremas, cuando la infesta de mosquitos es muy alta. Pero el principal enfoque de este programa
son actividades de prevencion, utilizando los medios de comunicacién (radio, prensa y television) para
informar a la poblacién los cuidados que debe tener para evitar los criaderos de mosquitos, poniendo énfasis
en la limpieza de recipientes para almacenar agua y en el desecho correcto de utensilios indtiles. (Montenegro
2004).

C. Genética de poblaciones

Es el estudio de la variacion genética en una poblacion natural y los factores
que influencian dicha variacién. La genética de poblaciones es un area de estudio de gran importancia en
cuanto a vectores artrépodos de enfermedades, ya que provee informacidn critica para conocer la capacidad

vectorial y el rol de éstos en la epidemiologia de la enfermedad (Black y Tabachnick 1996).

Los estudios de genética de poblaciones permiten investigar el flujo genético y la velocidad de
dispersion de genes entre una poblacidn, para poder desarrollar estrategias de control efectivas. Este flujo de

genes puede ser medido con respecto a varios factores: localizacién del alimento, hospedero principal,
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densidad poblacional y competencia vectorial (i.e suceptibilidad del vector a la infeccién del patégeno,
habilidad de transmisién). Se ha sugerido que una forma para controlar las poblaciones vectoriales puede ser
por medio de la introduccién de individuos manipulados genéticamente con capacidad vectorial reducida.
Pero esta vision s6lo puede ser alcanzada si se tiene el conocimiento necesario sobre el control genético de
caracteristicas vectoriales especificas, los efectos ambientales y la genética de estas poblaciones (Black y
Tabachnick 1995).

Las técnicas utilizadas para la identificacion de variaciones genéticas en poblaciones naturales han
evolucionado, y gracias a esto actualmente los estudios ya no son empiricos. Las primeras técnicas utilizadas
fueron la identificacion de mutantes morfologicos, variaciones cromosomicas estructurales y el uso de
isozimas, siendo esta Gltima la que ha proporcionado mayor informacion acerca de la genética de poblaciones
(Black y Tabachnick 1996).

1. Poblaciones naturales. EI término poblacidn se refiere a un grupo de organismos de la misma especie
que viven dentro de un area geografica restringida donde ocurre apareamiento al azar. La mayoria de
poblaciones se subdividen por caracteristicas geograficas u otras caracteristicas, en unidades pequefias

Ilamadas subpoblaciones (Hartl y Jones 2002).

Las poblaciones son dindmicas, pueden crecer y expandirse o disminuir y contraerse por cambios en
el indice de nacimientos o muertes, por migraciones o por aparemientos con otras poblaciones. Los cambios
en una poblacién tienen importantes consecuencias y con el tiempo pueden producir cambios en la estructura

genética de la poblacién (Cummings y Klug 2000).

Las unidades fundamentales de estudio en la genética de poblaciones son las poblaciones locales, es
decir, unidades dentro de una poblacion en las cuales ocurre cruzamiento entre parientes. Dentro de estas
unidades o poblaciones se producen cambios en la frecuencia de alelos, que son importantes para la evolucion

adaptativa de una caracteristica (Hartl y Jones 2002).

2.Variacion genética

a. Equilibrio Hardy-Weinberg. El equilibrio de Hardy-Weinberg establece que en una poblacioén grande
con apareamiento al azar y en ausencia de seleccion, migracion y mutacion, los genes y las frecuencias

genotipicas permanecen constantes de generacion en generacion (Black y Tabachnick 1996).

b. Factores que influencian la variacion genética. Los factores responsables de los cambios en los genes

y en las frecuencias genotipicas en cualquier poblacion son:
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1)Apareamiento. Cuando no hay apareamiento al azar entre genotipos, se producen cambios en la
frecuencia genotipica y como consecuencia, la reduccion en la frecuencia de heterocigotos en cada
generacion. La frecuencia con la que aumentan los homocigotos dentro de una poblacion es funcién del grado
de relacién entre los individuos que se aparean; es decir, que la frecuencia incrementa rapidamente cuando

existe apareamiento entre padre e hijos o entre los mismos hijos (Black y Tabachnick 1996).

2)Tamafio de la poblacién. El tamafio de la poblacién afecta el equilibrio Hardy-Weinberg, ya que
una poblacion muy pequefia esta sujeta a cambios en los genes y en la frecuencia genotipica. En teoria, el
tamafio de una poblacion debe ser grande y constante, pero en la realidad el tamafio de una poblacién varia
segln la época del afio, la estacidn y por métodos de control deficientes, produciendose cambios de frecuencia
al azar (deriva genética). La deriva genética afecta la heterocigocidad observada en una poblacion, de manera
que puede llegar a reducirse de tal forma que un solo alelo podria llegar a fijarse en una poblacion (Black y
Tabachnick 1996)

3) Migracion. La migracion de individuos hacia otra poblacion introduce nuevos genes produciendo
cambios en la frecuencia genotipica. Cuando dos poblaciones difieren en la frecuencia de genes e
intercambian emigrantes, la frecuencia genética en cada poblacion cambia dependiendo del nimero de
emigrantes. Si este intercambio de emigrantes es constante, la migracion provocara eventualmente que ambas
poblaciones tengan frecuencias genéticas similares. Al intercambio de genes entre poblaciones se le llama
flujo genético, el cual puede llegar a producir poblaciones genéticamente similares (Black y Tabachnick
1996).

4) Mutacion. La tasa de mutacion afecta la frecuencia genética (ya que es una fuente de material

genético nuevo) y esta estimada en el orden de 10 por locus por generacion (Black y Tabachnick 1996).

5) Seleccion. La seleccion natural es el proceso por el cual los genotipos con mejor adaptacion se
reproducen y proliferan. A medida que estos alelos favorables aumentan su frecuencia dentro de la poblacion,
mas de los genotipos mejor adaptados se van formando. Como resultado, los tipos y frecuencias de los alelos

de la poblacion gradualmente cambian hasta promover mejor adaptacion al ambiente (Hartl y Jones 2002).

c¢. Métodos moleculares utilizados para el estudio de variaciones genéticas. Actualmente, los métodos
utilizados para el anélisis de las variaciones genéticas en poblaciones naturales de vectores estan basadas en el
uso de marcadores moleculares de ADN, los cuales permiten detectar diferencias genéticas o polimorfismos.
Algunos de estos métodos se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 5
Métodos utilizados para determinar variaciones genéticas
en una poblacidn natural
(Modificado de Black y Tabachnick 1996)

Métodos moleculares Abreviaturas por sus siglas en inglés

Fragmentos de restriccion de largo polimorfico RFLP
(Restriction fragment length polymorphism)

ADN polimérfico amplificado al azar RAPD
(Random amplified polymorphic DNA)

Secuencia simple de largo polimorfico SSLP
(Simple sequence length polymorphism)

Polimorfismo en la conformacidn de banda simple SSCP
(Single strand conformational polymorphism)

Polimorfismo de un solo nucleétido SNP’s
(Single nucleotide polymorphism)

1) Polimorfismo en la conformacion de banda simple. Es una técnica importante en la genética de
poblaciones y se basa en la mobilidad electroforética de las diferentes conformaciones que adopta una
molécula de DNA simple hebra. La localizacién y el nimero de pares de bases en una banda de DNA
determinan las estructuras secundarias y terciarias de una conformacion (Black y Duteau, 1997). Las
mutaciones puntuales también son responsables de las diferentes conformaciones que adoptan las hebras de

ADN vya que alteran las interacciones intra-banda (Cummings y Klug 2000).

Las moléculas de ADN de doble hebra se desnaturalizan con calor y luego se colocan en hielo. La
temperatura fria promueve la formacién de complejos intra-banda e inhiben la renaturalizacion de la doble
hebra. Las muestras se colocan en geles de poliacrilamida y se realiza una electroforesis donde la mobilidad

de cada muestra dependerd de su conformacion (Black y Duteau 1997).

El método de polimorfismo en la conformacion de banda simple es rapido, sencillo, y no se requiere

secuenciar el ADN para detectar cambios de una sola base (Cummings y Klug 2000).

d. Variaciones en el ADN mitocondrial. EI ADN mitocondrial posee varias caracteristicas que lo hacen

util para el estudio de relaciones genéticas entre organismos. EI ADN mitocondrial es heredado Gnicamente
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de la madre, y a diferencia de los marcadores nucleares, no hay recombinacidn entre genomas de diferentes

clones maternos (Black y Tabachnick 1996).

Estudios de variaciones intraespecificas en el ADN mitocondrial muestran que uno o mas clones
maternos pueden caracterizar a una poblacion. La presencia de estos clones fuera de los limites de la
poblacién proporcionan informacion sobre la dispersion y el flujo genético. Debido a la elevada sensibilidad
de este marcador y por ser transmitido Unicamente por la madre, se pueden elaborar estudios de filogenia y
evolucion (Black y Tabachnick 1996).

€.Medicion de la variacion genética

1) Estadistica F de Wright. Una poblacién subdividida presenta un caracteristico exceso de
homocigotos. Este efecto se mide por medio de la disminucion en la proporcion de heterocigotos. Una
poblacidn subdividida presenta tres niveles de complejidad: organismos individuales ( 1 ), subpoblaciones (S)
y poblacién total ( T ), y en estos terminos se definen las siguientes variables:

H, = Heterocigocidad de un individuo en una poblacion. Es el promedio de la
heterocigocidad observada (Hqs) entre subpoblaciones.

Hs = Heterocigocidad esperada de un individuo en una subpoblacién con cruzamiento al
azar. Es el promedio de la heterocigocidad experimental (Hexp) entre subpoblaciones.

H+ = Heterocigocidad esperada en una poblacidn total con cruzamiento al azar (Black y Tabachnick 1996).

La proporcidn de individuos que migran en relacion con la poblacion total se denomina tasa de
migracion y se denoma “m”. La tasa de migracién determina la velocidad de migracién con la cual las
poblaciones llegaran a tener una composicion genética similar, y es un pardmetro importante porque permite

estimar el potencial de expansion de un vector patégeno de una poblacidn a otra (Black y Tabachnick 1996).

Se puede estimar las desviaciones con respecto a la reproduccién al azar dentro y entre las diferentes
subpoblaciones utilizando tres estadisticas F introducidas por Wright, que permiten describir la estructura
reproductiva de las poblaciones naturales. Las tres estadisticas F son Fis, Fst y Fi7, donde | = individuos, S =

subpoblacion y T = poblacién total (Black y Tabachnick 1996).

El apareamiento no al azar dentro de una subpoblacién es descrita por Fis y se calcula con la
siguiente férmula:
Fis = (Hs — H)Hs

Este dato es el promedio de la correlacién entre gametos presentes en la misma subpoblacion. Se

dice que dos gametos estan correlacionados cuando los dos alelos se derivan de un mismo alelo con un
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ancestro comun. En una poblacion en la que los individuos se reproducen de manera selectiva con individuos
muy cercanos genéticamente, la correlacion entre los gametos que se unen es muy grande y la estadistica Fs
toma un valor positivo. Si la heterocigocidad observada y esperada son iguales, entonces Fis=0vy la
poblacidn esta en equilibrio Hardy-Weinberg ya que no hay correlacion entre los gametos. La endogamia
produce un exceso de homocigotos y Fs adquiere un valor mayor a cero, indicando que la subpoblacién no
esta en equilibrio Hardy-Weinberg y que existe correlacion entre los gametos. Cuando existe un exceso de

heterocigotos F;s es menor a cero (Black y Tabachnick 1996).

El apareamiento no al azar entre subpoblaciones es descrito por Fst, el cual es una correlacion entre
gametos tomados al azar dentro de una subpoblacién, en relacion con los gametos en la poblacion total. Esta
estadistica se calcula a partir del nimero de heterocigotos esperados en la poblacion total (Hy), y el promedio
de heterocigotos esperados en las diferentes subpoblaciones (Hs). Fst se calcula por medio de la siguiente
ecuacion:

Fst = (Hr - Hg)/Hy

Cuando existe flujo genético limitado entre dos subpoblaciones, los gametos tomados al azar dentro
de una subpoblacion tendran con mayor frecuencia alelos que se derivan de un ancestro comun, en relacion a
los gametos en la poblacion total. En este caso, la estadistica Fst sera positiva. La deriva genética y la
seleccidn local de algunos alelos, son factores que provocan que los gametos dentro de una subpoblacion

estén correlacionados (Black y Tabachnick 1996).

El valor de Fst también se conoce como indice de fijacion y se utiliza para medir diferencias entre
subpoblaciones. En un poblacion ideal, sin mutacion, migracion o seleccion, el valor de Fst puede
interpretarse facilmente en términos de deriva genética, pero la interpretacion no es tan sencilla en
poblaciones naturales, porque los valores observados de Fst estan influenciados no sélo por deriva genética,
sino también por mutacién y especialmente por migracion y seleccién natural. Sin embargo, las dificultades
en la interpretacion no invalidan la utilidad del parametro Fsy como indice de diferenciacion genética (Shoua
2000)

A pesar que el valor de Fst tiene un minimo teérico de cero (que indica que no hay divergencia
genética) y un maximo tedrico de uno (que indica la fijacion de alelos en las subpoblaciones), el maximo
observado es usualmente mucho menor que uno. Wright sugirio los siguientes alineamientos cualitativos para
la interpretacion de Fsr:

- El rango de 0 a 0.05 puede considerarse como indicador de una diferenciacién

genética muy pequefia.
- El rango de 0.05 a 0.15 indica diferenciacion genética moderada.
- El rango de 0.15 a 0.25 indica diferenciacion genética elevada.

- Los valores de Fst mayores de 0.25 indican una diferenciacion genética enorme.
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La estadistica F,r indica la desviacion con respecto a la reproduccion al azar en la poblacion total, y
se calcula con la siguiente formula:
Fir = (Hr = H)/Hr
Este parametro representa la correlacion entre los gametos que se unen para producir nuevos
individuos, en relacion con los gametos en la poblacion total. La estadistica Fir es un indicador del grado de
cruces entre individuos muy cercanos (Black y Tabachnick 1996).

La estadistica F de Wright utilizada para calcular la velocidad de migracién es la Fsr. La tasa de
migracion efectiva se calcula por medio de la siguiente formula:
Fst = 1/(1 + 4Nm) 6 Nm = (1- Fs7)/4Fst
donde Nm es el nimero total de individuos que migran de una poblacién a otra, sin importar el tamafio de la
poblacidn (Black y Tabachnick 1996).

Al incrementar el nimero de individuos que migran, se obtienen valores bajos de Fst ya que las
poblaciones se vuelven genéticamente similares. Se ha determinado que se necesita muy poca migracién para
mantener la homogeneidad entre las diferentes subpoblaciones. Cuando la velocidad de migracion efectiva
Nm se aproxima a 10, la estadistica Fst se reduce rapidamente a cero, indicando que las subpoblaciones son
homogeneas (Black y Tabachnick 1996).



I1l. OBJETIVOS E HIPOTESIS
A. Objetivos

1.General

Estudiar la genética de poblaciones del mosquito Aedes aegypti en diferentes regiones de América
Central, México, Cuba y Republica Dominicana.

2.Especificos

- Determinar la variacién y comparar la estructura genética que existe entre las poblaciones
de los distintos paises analizados.

- Estimar la variacidn genética existente entre las poblaciones de un mismo pais, es decir,
entre las poblaciones de México (Chiapas y Veracruz), Guatemala (Petén, Zacapa,
Escuintla, Guatemala), El Salvador (San Miguel, llopango y Soyapango), Nicaragua (Los
Novios, San Benito, Tipitapa), Panaméa (Puerto Armuelles y Rio Abajo), Cuba (Santiago
de Cuba, Guanabacoa y la Playa C), y Republica Dominicana (Villa Maria, Santa Ana 'y
La Gallera).

- Establecer si existe flujo genético entre las diferentes poblaciones estudiadas.

B.Hipotesis

Las poblaciones de Aedes aegypti de las diferentes regiones de México, América Central, Cuba y

Republica Dominicana presentan variaciones genéticas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A.Colecta de mosquitos

Se trabajé con mosquitos Aedes aegypti colectados durante los afios 2002 y 2003 en diferentes ciudades

endémicas de dengue de México (Chiapas) y América Central (ver Figura 11).

Los paises de Centro América con los cuales se trabajé fueron Guatemala, El Salvador, Nicaragua y

Panama. Ademas, se incluyeron en este estudio muestras provenientes de Republica Dominicana y Cuba.

En la tabla 6 se presenta las regiones de coleccidn de los mosquitos y el nimero de individuos por
poblacion.

B.Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de mosquitos, los cuales fueron colocados individualmente en tubos de 1.5mL
con 100uL de buffer de extraccion (NaCl 0.1M, Sucrosa 0.2M, Tris-HCI0.1M, EDTA 0.05M y dodecil
sulfato de sodio [SDS] 0.5%, mezcla ajustada a pH 9.2). Los mosquitos fueron completamente macerados con
un pistilo. El contenido de cada tubo fue centrifugado levemente e incubado a 65°C por 30min. Luego se
agrego a cada tubo 14puL de acetato de potasio 8M, se colocaron en hielo por 30min y se cetrifugaron a
velocidad maxima, por 15min, a temperatura ambiente. Se removio el sobrenadante a un segundo tubo de
1.5mL, se agregaron 200uL de etanol frio al 100% y se incubo a temperatura ambiente por 5min. Los tubos
fueron centrifugados a 10,000rpm a 4°C por 20 minutos y el precipitado fue lavado con etanol al 70% seguido
de un segundo lavado con etanol al 100%. El precipitado fue secado en “SpeeVac” por 8 min y resuspendido
en 500uL de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 0.5M, pH 8.0). De esta dilucion se tomaron dos alicuotas de
trabajo de 50uL cada una. El resto fue almacenado a -20°C con 400uL de etanol al 100% para su posterior

uso.

C. Amplificacion de DNA

La amplificacion de DNA se realiz6 mediante el uso de la reccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). El volumen final de la reccion fue de 50uL, utilizando Buffer 1X, MgCl, 3mM, dNTP 20mM,
iniciador ND4 500pmol/uL y 1uL de muestra de DNA. Los iniciadores utilizados para amplificar el gen
mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 4 fueron ND4+(5" -GTD YAT TTA TGA TTR CCT AA- 3")
y ND4- (5° -CCT CGD CTT CCW ADW CGT TC- 3’), donde Y = pirimidina, D=A,GoTyW=AorT.
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La reaccion de amplificacién se llevé a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research) y consistié en una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5min, luego 20min a 80°C donde se adicion6 1 unidad de Taq

polimerasa.

Tabla 6

Regiones de coleccion de Aedes aegypti y nimero de individuos trabajados

Pais y sitio de coleccion Fecha de colecta NUmero de individuos | Colectas realizadas
trabajados por:
Guatemala 232 Dr. Jaime Abraham
(1)La Sabana, La libertad 11/06/2002 58 Juarez
Petén 12/06/2002 58
(2)Llano de Piedra, 28/05/2002 58
Zacapa 27/05/2002 58
(4)Escuintla
(3)La Verbena
El Salvador 174 Dr. Eduardo Romero
(5) Soyapango Ago/Sept/2002 58
(6) llopango Ago/Sept/2002 58
(7) San Miguel Ago/Sept/2002 58
Nicaragua 174 Dra. Emperatriz Lugo
(8) Los Novios Oct/2002 58 Villalta
(8) San Benito Oct/2002 58
(9) Tipitapa Oct/2002 58
Panamé 116 Dr. Lorenzo Céceres
(10) Puerto Armuelles 29/01/2003 58
(11) Rio Abajo Enero/2003 58
Cuba 174 Dr. Israel Garcia Avila
(12) Playa, Ciudad 15/03/2003 58
Habana 25/03/2003 58
(13) Guanabacoa 18/03/2003 58
(14) Santiago de Cuba 10/04/2003
12/05/2003
14/05/2003
Republica Dominicana 174 Dr. Guillermo
(15) La Gallera, Dajabon 9/07/2003 58 Gonzalmez
(16) Santa Ana 5/09/2003 58
(16) Villa Maria 11/07/2003 58
México 109 Dra. Carmen Martinez
(17) Veracruz 18/03/2003 58
(18) Tuxtla, Chiapas Ago/2003 51




Figura# 11
(Mérida, 2004)
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El programa consistié en 1min a 92°C, 1min a 48°C, 2 min a 72°C y 10 ciclos de 1 min a 92°C,
seguido de 35segundos a 52°C, 2 min a 72°C y 32 ciclos de 1min a 92°C. La reaccion de extension final
ocurri6 durante 7min a 72°C y las muestras fueron conservadas a 4°C. Se utilizaron controles negativos (que

incluye todos los reactivos y agua como sustituto del ADN ) para verificar la ausencia de posibles
contaminantes.

D. Electroforesis en gel de agarosa

Se disolvieron 1.92g de agarosa en 160mL de buffer TBE 1X y se agitd constantemente mietras la
solucién alcanzaba la ebullicién. Se dejé enfriar la solucidn a aprox 50°C, se le agregé 5uL de bromuro de
etidio, se virtié en el molde con el peine y se dejé polimerizar por 20 minutos. La camara de electroforesis fue
llenada con 1200mL de buffer TBE 1X, se colocé el gel polimerizado y en cada pozo se cargaron 10uL de
producto de PCR mezclado con 2uL de buffer de montaje. En los pozos de los extremos se colocaron 5uL de
marcador de tamafio 1Kb (Invitrogen). Se dejaron correr las muestras por una hora a 90V. Las bandas de

ADN fueron visualizadas con luz ultravioleta utilizando una camara fotografica (Polaroid) de luz UV.

E. Electroforesis en gel de poliacrilamida

1. Preparacion del sistema. Se cubri6 la placa de vidrio con solucién limpiadora “Uncle Bills" (NaOH
10M, SDS 0.2M), se dejo reposar 10 min y se restregd fuertemente con una esponja. Luego se enjuagd con
abundante agua corriente y con 8 litros de agua destilada. Se sec6 la placa y se rocié con etanol 70%
limpiandola con un kimwipe grande. Se repitio el procedimiento con etanol 95% y se dejo secar por 5
minutos. Sobre la placa se distribuy6 uniformemente una solucion de Bind Silano (10ul de Bind Silano
mezclados a 2mL de etanol 95% con acido acético 0.5%). Se dejo secar por 5min y se lavé tres veces con
etanol 95%.

La placa de vidrio adherida a la cAmara superior se restregd con alconox 2% con una esponja suave y
se desagud con abundante agua corriente y agua destilada. Se dejo6 secar y se limpi6 con etanol 70% y etanol
95%. Se rocié la placa con 2mL de Sigmacote (1mL a la vez), se distribuy6 uniformemente sobre la superficie
y se dejo secar por 5 minutos. Para ensamblar las dos placas de vidrio ya tratadas se colocaron espaciadores
de por medio (0.4mm), se alinearon y se ajustaron con las pinzas.

2. Preparacion del gel. Se mezclaron 52 mL de agua destilada, 2.5mL de glicerol, 20mL de TBE 1X 'y
25.5mL de una solucién de acrilamida / bis al 30%. Se degasifico la solucion por 30 minutos filtrandola al

vacio a través de dos filtros Whatman #1. Se prepar6 una solucion de persulfato de amonio (APS), agregando
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250uL de agua destilada a 62.5mg de APS. A la solucion de acrilamida se le agreg6 95uL de APS y 95uL de
TEMED, se agité y se inyecto en las placas evitando la formacion de burbujas. Rapidamente se colocé el lado
del revés de un peine de 0.4mm para hacer un solo pozo en la parte superior del gel. Se dejé polimerizar el
gel por dos horas.

3. Montaje del gel. Se prepar6 2L de TBE 1X, colocando 500mL en la base del sistema y 1,100mL en la
camara superior del gel. Se sac6 el peine, y se coloco nuevamente empujandolo con los dientes hacia abajo
hasta apenas pinchar el gel. Se ajustd el peine con clips metalicos. El producto de PCR (6uL de 50uL) fue
mezclado con 4uL de buffer de montaje (NaOH 1M, formamida 95%, azul de bromofenol 0.05% y xileno
cianol 0.05%) y se calent6 a 95°C por 5 minutos en el termociclador. Inmediatamente fue colocado en hielo
por Sminutos y 6uL de la muestra se colocaron directamente en el gel. En los extremos y parte media del gel
se colocaron 2uL de marcador de tamafio 1Kb. Se removieron los clips metélicos, se conectaron los
electrodos y se dejo correr el gel a amperaje constante (15mA) y a temperatura ambiente por 20horas (toda la
noche).

4. Tincion del gel. Los fragmentos de DNA migrados en el gel fueron visualizados por medio de una
tincion con nitrato de plata. Al finalizar la corrida del gel, éste se colocé en 2L de acido acético 10% con
agitacion suave por 30minutos. Se hicieron 3 lavados con 2L de agua destilada cada uno y con agitacion
moderada por 2min. Posteriormente se prepar6 una solucién de nitrato de plata 0.1% (2L) con 3mL de
formaldehido 37%, donde se coloco el gel por 30 minuntos con agitacién constante. Se descarté la solucién de
plata 'y se lavd por 10seg con 2L de agua destilada. Inmediatamente se sumergi6 el gel en una solucién
reveladora fria (Na,CO3 3% en 2L de agua destilada + 3mL de formaldehido 37% y 40uL de tiosulfato de
sodio, elaborado con 90mg en 200uL de agua destilada) con agitacion fuerte hasta la aparicién de bandas
color gris intenso. Esta reaccion de revelado se neutralizd con una solucién de acido acético 10%. Se agito
suavemente el gel hasta que la reaccion entre el acido acético y el carbonato de sodio cesara. Esta solucion se

desecho y se lavd el gel con 2L de agua destilada con agitacion constante por 20 minutos.

5. Lectura del gel. Se dejé secar completamente el gel y se rotulé en la parte superior, colocando fecha de
corrida del gel, nombre de la poblacion y a que muestra pertenecia cada pozo. Al marcador de tamafio se le
asigno el valor de pares de bases de cada banda. Posteriormente se puso el gel sobre una fuente continua de
luz blanca para visualizar bien las bandas de DNA . Se analizd el nimero y la posicién de bandas de cada
muestra y se determinaron los haplotipos de cada poblacion. Para determinar con precision los difererentes
haplotipos, se realizaron pruebas preliminares, donde se determinaron exactamente seis haplotipos diferentes,

los cuales fueron usados como controles de referencia en cada gel preparado, para hacer el analisis de bandas.
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F. Purificacion del ADN

Para la purificacién del ADN se utilizo el kit de Promega “Wizard PCR Preps DNA purification
System, Cat No. A7170”.

Se utilizaron tubos ependorf (3 por cada muestra) de 1.5ml, jeringas, embolos y minicolumnas, los
cuales fueron debidamente rotulados. Se colocaron 100pl de “Direct Purification Buffer” en tubos de 1.5ml.
Se agregaron 40ul de producto de PCR, 1ml de resina y se agitaron tres veces a lo largo de un minuto. Se
unieron las jeringas a las minicolumnas y se les agreg6 la mezcla de buffer, PCR y resina. Se introdujo
cuidadosamente el émbolo y se oprimid6 para eluir el buffer. Posteriormente se lavaron las minicolumnas con
2ml de isopropanol 80% frio. Se removieron las minicolumnas y se colocaron en un tubo no marcado. Se
centrifugaron las minicolumnas por 2min a 14,000xg para secar la resina. Se transfirieron las minicolumnas a
un tubo nuevo debidamente rotulado, se les agregd 50ul de ddH,O y se dejaron incubando por un minuto. Se
volvieron a centrifugar por 20seg a 14,000xg, para eluir el ADN. Se removieron las minicolumnas y los tubos
con el ADN purificado fueron almacenados a 4°C, para luego ser enviados a secuenciar. Se purificaron 36

muestras en total.

G. Andlisis de datos

Los haplotipos encontrados y el nimero de muestra de cada poblacién se ingresaron en una hoja de

Microsoft Excel donde se determinaron las frecuencias.

La variacion en la frecuencia de los haplotipos fue examinada con el programa Arlequin 2.0, donde se analiz6
la varianza molecular (AMOVA). El programa Arlequin 2.0 también se utilizé para determinar Fst entre todas
las poblaciones y entre pares de poblaciones. Finalmente, las secuencias de ND4 fueron manualmente

alineadas de acuerdo a sus codones y se determind la relacion filogenética entre los haplotipos.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

A.Frecuencias de los haplotipos de ADN mitocondrial

Se analiz6 ADN mitocondrial de 1,153 mosquitos Aedes aegypti por medio de geles de SSCP y se
encontraron 7 haplotipos diferentes.
Para determinar el nimero exacto de haplotipos, se secuenciaron 3 muestras de cada haplotipo encontrado y
se compararon con las secuencias encontradas en un estudio realizado en México (Gorrochotegui-Escalante et
al., 2000).

El andlisis de las secuencias de los haplotipos encontrados demostré que la técnica de SSCP es
especifica y reproducible. Ademas, también se confirmd que esta técnica es muy sensible inclusive para
sustituciones de una sola base, ya que se encontré que los haplotipos 5 y 6 difieren por una sola base
nitrogenada, C-T , donde ocurre una transicion en la posicion 73. Los haplotipos 1y 2 difieren por dos bases

nitrogenadas, una transicion en la posicion 217 (A-G) y una transversion (T-G) en la posicion 271.

Se analizo la frecuencia de haplotipos por pais (Graficas 1y 2), y se determind que fue similar en la
mayoria de ciudades de Centroamérica y México mientras que Cuba y Republica Dominicana si presentaron

ciertas diferencias.

Gréfica # 1. Frecuencias de los haplotipos de la subunidad 4 de NADH deshidrogenasa (ND4) de Aedes
aegypi agrupados por pais.
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Gréfica # 2. Comparacion de las frecuencias de haplotipos ND4 agrupados por ciudad.
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En la gréfica # 3 se encuentran las frecuencias de los haplotipos de Chiapas, y las ciudades de

Guatemala, El Salvador, y Nicaragua, donde se puede observar muy poca variacion entre las poblaciones

entre los paises centroamericanos y la ciudad de Chiapas.

Se compararon las frecuencias de los haplotipos de las poblaciones de Panama, Cuba y Republica

Dominicana, donde se observa algunas diferencias entre estas poblaciones. También se pueden apreciar
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ciertas diferencias no solo entre los paises de Cuba y Republica Dominicana sino entre las mismas ciudades

de cada pais. (Gréfica 4).

El analisis de frecuencias muestra que las poblaciones de Centroamérica y Chiapas son

genéticamente similares. Estos resultados sugieren que la separacion geografica entre las poblaciones no esta

sirviendo de barrera genética, permitiendo el flujo de genes. Sin embargo, las diferencias genéticas que se

encontraron entre las poblaciones de Panama y las islas de Caribe sugieren que la separacion geografica si

funciona como una barrera genética.



Gréfica # 3. Comparacién de las frecuencias de haplotipos ND4 entre las ciudades de Guatemala, El

Salvador, Nicaragua y México.
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Gréfica # 4. Frecuencias de haplotipos ND4 entre las ciudades de Cuba y Republica Dominicana.
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También, se detemino el ndmero de haplotipos en cada pais estudiado (Grafica 5). El Salvador,
Guatemala, Panama y Cuba tienen 6 haplotipos circulando, mientras que Republica Dominicana tiene 5

haplotipos y Nicaragua y el Sur de México s6lo presentan 4 haplotipos en circulacidn.

En los haplotipos encontrados en cada pais se pudo observar que los haplotiopos 2 y 6 fueron los
mas frecuentes en México y América Central; los haplotipos 3 y 7 fueron los mas frecuentes en Cuba y el
haplotipo 1 fue el mas frecuente en Republica Dominicana. (Graficas 1y 2). No se encontrd ningun haplotipo

que fuera Unico para alguna region.

Gréfica # 5. Nimero de haplotipos encontrados en cada pais.
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B.Andlisis estadistico AMOVA

La variacion en la frecuencia de haplotipos dentro y entre las poblaciones estudiadas fue determinada
usando andlisis de varianza molecular (AMOVA), con el programa Arlequin 2.0. Para hacer este andlisis se
dividieron las poblaciones en varios grupos. Inicialmente se compararon las poblaciones de Chiapas y
Centroamérica, luego se compararon las poblaciones de Cuba y Republica Dominicana y finalmente se

compararon las poblaciones centroamericanas versus las poblaciones del caribe.

Para hacer el analisis de varianza molecular entre México y Centroamérica se hicieron cinco grupos,

como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla#7
Distribucion de los grupos analizados por AMOVA para poblaciones de México y Centroamérica

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
1. Tuxtla 1. Cementerio General 1. San Miguel 1. Los Novios 1. Puerto
Escuintla 2. llopango 2. San Benito Armuelles
2. Cementerio La 3. Soyapango 3. Tipitapa 2. Rio Abajo
Verbena

3. La Sabana Petén
4. Llano de Piedra,
Zacapa

En la tabla # 8 se presentan los resultados para el analisis de varianza AMOVA entre México y
Centroamérica. Estos resultados muestran que existe un porcentaje de variacion mucho mayor entre los
individuos dentro de una poblacion (84.07%), que entre las poblaciones de un mismo grupo (15.99) y entre

los cinco grupos analizados (0.06%).

Tabla #8.

Anélisis de varianza AMOVA para los poblaciones de México y Centroamérica

Fuente de Grados de Suma de Componentes | Porcentaje de
variacion libertad cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 4 14.570 -0.00021 Va -0.06
Entre 9 33.257 0.05886 Vb 15.99
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 790 244.456 0.30944 Vc 84.07
poblaciones
Total 803 292.282 0.36808

El programa Arlequin 2.0 también se utiliz6 para determinar el indice de fijacion de Wright. El valor
del indice de fijacion total (Fst) para las poblaciones de México y Centroamérica fue de 0.15933 (tabla 9), que
indica una diferencia genética moderada. El indice de fijacion total corresponde a la heterocigocidad de una

subpoblacion comparada contra la heterocigocidad total.

Tabla#9
Indice de fijacién Wright para las poblaciones de México y Centroamérica
Fsc (Fis) 0.15982
Fst 0.15933
Fet (Fi7) -0.00058
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Para el analisis de varianza molecular entre las poblaciones de Cuba y RepuUblica Dominicana se

formaron dos grupos, como se presenta en la siguiente tabla:

Tabla # 10
Distribucion de los grupos analizados por AMOVA para poblaciones de Cuba y Republica Dominicana
Grupo 1 Grupo 2
1. LaPlaya 1. La Gallera
2. Guanabacoa 2. Villa Maria
3. Santiago de Cuba 3. Santa Ana

El analisis AMOVA para Cuba y Republica Dominicana (Tabla 11) mostré que existe un porcentaje
de variacion elevado entre los individuos dentro de una poblacion (71.99%), sin embargo el porcentaje de

variacion entre las poblaciones de un mismo grupo también es significativo (21.87%).

Tabla# 11

Analisis de varianza AMOVA para las poblaciones de Cuba y Republica Dominicana

Fuente de Grados de Suma de Componentes | Porcentaje de
variacion libertad cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 1 9.951 0.02537 Va 6.14
Entre 4 22.149 0.09034 Vb 21.87
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 342 101.707 0.29739 Vc 71.99
poblaciones
Total 347 133.807 0.41310

En la tabla # 12 se presenta el indice de fijacion de Wright para las poblaciones de Cuba y Republica

Dominicana. Este indice de fijacion muestra que existe una diferencia genética alta (0.28010).

Tabla # 12
Indices de fijacion de Wright para las poblaciones de Cuba y Republica Dominicana
Fsc (Fis) 0.23301
Fst 0.28010
Fct (Fi7) 0.06141

Finalmente, se hizo el analisis de AMOVA entre las poblaciones de Centroamérica, Chiapas y El

Caribe, donde se formaron dos grupos para hacer el andlisis (Tabla 13)
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Tabla # 13
Distribucion de los grupos analizados por AMOVA para poblaciones de Centroamérica, Chiapas y El Caribe
Grupo 1 Grupo 2
1. Tuxtla 1. LaPlaya
2. Cementerio General Escuintla 2. Guanabacoa
3. Cementerio La Verbena 3. Santiago de Cuba
4. La Sabana, Petén 4. La Gallera
5. Llano de Piedra, Zacapa 5. Villa Maria
6. San Miguel 6. Santa Ana
7. llopango
8. Soyapango
9. Los Novios
10. San Benito
11. Tipitapa
12. Puerto Armuelles
13. Rio Abajo

En la tabla 14 se muestran los resultados de AMOVA entre Chiapas, Centroamérica y El Caribe.
Estos resultados indican que los individuos dentro de una poblacién presentan mayor variacion (75.40%)
comparado con la variacion entre las poblaciones de un mismo grupo (17.70%) y entre los dos grupos
(6.90%)).

Tabla # 14
Anélisis de varianza AMOVA entre las poblaciones de México, Centroamérica y el Caribe.

Fuente de Grados de Suma de Componentes | Porcentaje de
variacion libertad cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 1 18.051 0.02798 Va 6.90
Entre 18 79.927 0.07180 Vb 17.70
poblaciones
dentro de
grupos
Dentro de 1132 346.163 0.30580 Vc 75.40
poblaciones
Total 1151 444,141 0.40558

El indice de fijacion total para estas poblaciones fue de 0.24602 (tabla 15), lo que indica una

diferencia genética moderada entre las poblaciones.

Tabla # 15

Indices de fijacion de Wright para las poblaciones de México, Centroamérica y el Caribe

Fsc (Fis) 0.19015
Fst 0.24602
Fct (Fi7) 0.06899
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El anélisis de varianza AMOVA confirmé los resultados obtenidos con las frecuencias de los
haplotipos ya que se determin6 que las poblaciones de Centroamérica y Chiapas son genéticamente similares,
mientras que las poblaciones de Cuba y RepuUblica Dominicana si presentan una diferencia genética
moderada. Esta diferencia genética sugiere que el mar caribe podria estas sirviendo de una verdadera barrera

genética para el flujo de genes (Figura 11).

Estos resultados son similares a los obtenidos en un estudio realizado en México, donde también se
encontraron 7 haplotipos utilizando como marcador molecular ADN mitocondrial (ND4), y ademas se detectd
que no hay aislamiento por distancia entre las poblaciones de la costa nororiente de México (Gorrochotegui-
Escalante et al., 2000).

Las similitudes genéticas entre las poblaciones estudiadas puede deberse al gran incremento de rutas
comerciales donde pueden transportarse huevos o larvas de Aedes aegypti; la deriva genética y los ambientes

aridos también contribuyen a reducir el aislamiento genético entre poblaciones.

Ademas, las similitudes genéticas entre las poblaciones de Aedes pueden deberse al efecto de “cuello
de botella” (bottleneck effect). Este fenémeno se debe a la presencia de ambientes aridos y a constantes
fumigaciones. Estos efectos de botella se ven frecuentemente en algunos paises latinoamericanos, ya que
ademas de poseer algunas regiones aridas, se hacen aplicaciones constantes de insecticidas donde se reportan
altas infestas de mosquitos, reduciendo asi temporalmente las poblaciones de Aedes, hasta que se reporte una

nueva proliferacién de mosquitos.

Este ciclo de fumigaciones es el que se mantiene debido principalmente al deterioro de los

programas de control de Aedes aegypti.

También, otro factor que contribuye a producir poblaciones genéticamente similares es el incremento
de migraciones humanas, ya que el aumento de estas migraciones determinan el trafico de microorganismos

entre regiones, paises y continentes.

Debido a que las poblaciones de Centroamérica y Chiapas son genéticamente uniformes, se sugiere
que en ausencia de seleccidn local, los genes responsables de la susceptibilidad al virus del dengue y/o de la

resistencia a insecticidas, podrian mantenerse uniformes en frecuencia.
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Ademas, la liberacion de los mosquitos transgénicos hacia las poblaciones podrian dispersarse

rapidamente dentro de éstas.

El comprender los patrones de dispersion del mosquito Aedes aegypti es importante para el

desarrollo de estrategias de control efectivas y para la prediccion de epimias de dengue.

C.Anadlisis filogenético

Los patrones de variacion en las frecuencias de haplotipos de ADN mitocondrial que fueron usadas
para estimar el flujo genético, también permiten determinar la relacion filogenética entre y dentro de las
poblaciones de Aedes aegypti debido a que el ADN mitocondrial es maternalmente heredado y no se
recombina, por lo que cuando se colectan las secuencias de datos estas propiedades del ADNm permiten

hacer una analisis filogenético del linaje materno.

Para llevar a cabo el andlisis filogenético, las secuencias de los haplotipos de ND4 de Aedes aegypti

fueron manualmente alineadas con las regiones homologas de An.gambiae y An. Quadrimaculatus.
El analisis filogenético mostro tres haplotipos ancestrales (1,2 y 4). También, se determind que los
haplotipos 6 y 7 parecen ser los mas recientes. La existencia de estos linajes maternos en Aedes aegypti

probablemente refleja la existencia de distintos linajes maternos dentro de la especie.

Figura # 13. Relacion filogenética entre los haplotitos ND4



VI. CONCLUSIONES

1. Se determing la presencia de siete diferentes haplotipos ND4 de Aedes aegypti en las poblaciones

estudiadas.

2. No se encontr6 ningun haplotipo que fuera Gnico para alguna region estudiada.

3. Las poblaciones de Aedes aegypti de las diferentes regiones de América Central y Chiapas no presentan

variaciones genéticas significativas, mientras que las poblaciones de Cuba y Republica Dominicana presentan

variaciones genéticas moderadas

4. Existe flujo genético entre las poblaciones de Centroamérica y Chiapas.

5. Se identificd, con el analisis filogenético, la presencia de 3 haplotipos ancestrales (1, 2 y 4).

6. Los resultados de este estudio son cosistentes con los resultados obtenidos por Gorrochotegui-Escalante et

al., 2000 en un estudio de genética de poblaciones de Aedes aegypti en la costa nororiente de México.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Determinar y comparar la competencia vectorial y la resistencias a insecticidas de Aedes aegypti en las

poblaciones estudiadas.

2. Se recomienda comparar las poblaciones estudiadas con poblaciones de Aedes aegypti de Costa Rica para
determinar si existe flujo genético en este pais, ya que en un estudio realizado previamente (Molina et al.,
2004) en donde se analizd la genética de poblaciones de An. Albimanus, utilizando ADN mitocondrial como
marcador molecular, se encontr6 que las poblaciones de Costa Rica difieren del resto de poblaciones de

Centroamérica.

o1
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APENDICE A

Glosario

Choque: estado fisiolégico anormal que constituye la primera fase de la reaccion del organismo frente a una
lesién traumatica. Los signos clinicos mas frecuentes son reduccion del gasto cardiaco, insuficiencia
circulatoria, taquicardia, hipotension, inquietud, palidez y disminucion de la diuresis (Mosby, 1995).
Cianosis circunoral: coloracion azulada de la piel alrededor de la boca debida al exceso de hemoglobina no
oxigenada en la sangre o a un defecto estructural de la molécula de hemoglobina (Mosby, 1995).

Cuello de botella (efecto de): Reduccion del pool genético de una poblacion acompafiado de cambios en la
frecuencia genética, producido cuando algunos miembros de la poblacion sobreviven a la eliminacion de la
especie. (Encyclopedia of Science, 2004).

Deriva genética: Cambio aleatorio en la frecuencia alélica en una pequefia poblacion reproductiva (Villee et
al., 1996)

Disemina: esparciado o extendido por una zona muy amplia (Dorland, 1988).

Endémica: Una enfermedad de morbilidad baja que se presenta constantemente en una comunidad (Dorland,
1988).

Endogamia: Apareamiento de individuos genéticamente similares. La homocigosidad aumenta con cada
generacion endogamica sucesiva (Villee et al., 1996).

Enfermedad bifasica: padecimiento que tiene dos fases, partes, aspectos o estadios (Mosby, 1995).
Epidemiologia: rama de la medicina que se relaciona con la frecuencia y distribucion de las enfermedades en
las poblaciones humanas (Anagnostakos et al., 1993).

Extravasacion: paso o escape hacia los tejidos de un liquido, generalmente sangre, suero o linfa (Moshy,
1995).

Haplotipo: Es una combinacién particular de alelos en una region definida de algun cromosoma, es un
genotipo en miniatura (Lewin, 2000).

Hematocrito: medida del volumen de la fraccién de hematies de la sangre expresado como porcentaje de
volumen sanguineo total. Los margenes normales del hematocrito son del 43 al 49% en el hombre, y del 37 al
43% en la mujer (Mosby, 1995).

Hemoconcentracién: disminucion del contenido liquido de la sangre, con aumento resultante en la
concentracion (Dorland, 1988).

Hepatomegalia: aumento del tamafio del higado que suele deberse a una enfermedad del mismo (Mosby,
1995).

Iniciador: Es un pequefio fragmento de ARN o ADN simple hebra que forma pares de bases con una hebra
patrén y actua como punto de inicio para la sintesis de la hebra complementaria dirigida por la ADN

polimerasa. Primer en inglés (Brown, 2001).
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Linfoadenopatia: trastorno inflamatorio de los ganglios linfaticos. Los ganglios pueden encontrarse
aumentados de tamafio, duros, con superficie lisa o irregular y calientes; la piel que los recubre esta a veces
enrojecida (Moshy, 1995).

Palpos: organos tactiles de los crustaceos o insectos (Villee et al., 1996).

Patogénesis: el surgimiento o desarrollo de una enfermedad o un estado mérbido (Anagnostakos et al., 1993).
Polimorfismo: Diferencias en la secuencia de ADN entre individuos.Variaciones genéticas en una poblacién
mayores al 1%, que se consideran Utiles para mapeo genético (Cummings, 2000).

Sindrome: complejo de signos y sintomas resultantes de una causa comun o que aparecen en combinacion
como expresion del cuadro clinico de una enfermedad o de una alteracion hereditaria (Mosby, 1995).
Reservorio: Organismo en el que se reproducen virus, bacterias o parasitos y que generalmente no es
afectado por éstos (Dorland, 1988).

Respuesta anamnésica: formacion acelerada o mas intensa de anticuerpos con una exposicion a un antigeno
subsecuente a la inicial (Anagnostakos et al., 1993).

Torniquete: aparato utilizado en el control de la hemorragia. Consiste en una banda ancha constrictora
aplicada en el extremo proximal de la zona de hemorragia. Su uso es una medida dréastica y s6lo debe
recurrirse al mismo en el caso de hemorragias que comprometan la vida o cuando otras medidas hayan
demostrado ser ineficientes (Mosby, 1995).

Transovarica: Se refiere a la transmision de agentes patdgenos desde el organismo materno por invasion del
ovario e infeccion de los 6vulos, a individuos de la siguiente generacion, como puede suceder en infecciones
de los artrépodosn (Dorland, 1988)

Venipuntura: técnica que consiste en puncionar transcutaneamente una vena con una aguja de acero unida a
una jeringa o un catéter, o con un estilete rigido y agudo. El objeto del procedimiento es extraer una muestra
de sangre, realizar una flebotomia, administrar una medicacioén o una infusién intravenosa o inyectar una

sustancia radioopaca (Mosby, 1995).
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Secuencias de haplotipos encontrados
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APENDICE C
Ejemplos de Gel SSCP después de tincidn con nitrato de plata
(Acrilamida 7.5%-Glicerol 2.5%)
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APENDICE D
Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorréagico en América y el Caribe, por ciudad.
(PAHO, 2003)
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Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorragico en las Américas, por ciudad.
(PAHO, 2003)
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Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorragico en las Américas, por ciudad.
(PAHO, 2003)
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Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorragico en las Américas, por ciudad.
(PAHO, 2004)
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Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorragico en las Américas, por ciudad.
(PAHO, 2004)
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Tablas del nimero de casos reportados de dengue y
Dengue hemorragico en las Américas, por ciudad.
(PAHO, 2004)
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