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RESUMEN

Los virus transmitidos por artropodos a los vertebrados, también llamados arbovirus,
pueden representar un problema para la salud humana. Los ortobunyavirus
(Orthobunyavirus: Bunyaviridae) son un género de arbovirus transmitidos principalmente
por zancudos hematdfagos. Los zancudos mas observados como vectores de los ortobun-
yavirus pertenecen al género Culex (Diptera: Culicidae). En Guatemala se ha aislado or-
tobunyavirus de zancudos Culex (Melanoconion) taeniopus Dyar y Knab 1907 en varias
ocasiones. Ademas, hay dos casos de enfermedad humana por ortobunyavirus reportados
en Guatemala. Ambos casos se originaron en habitats rurales con actividad documentada
de Cx. taeniopus. El aislamiento de estos virus en hébitats rurales con transmision viral
activa sugiere que los zancudos Cx. taeniopus podrian estar implicados en la ecologia de
los ortobunyavirus. El estudio realizado tuvo como objetivo estimar la tasa de infeccion
de los ortobunyavirus en poblaciones de Cx. faeniopus capturados en dos habitats rurales

de Puerto Barrios, Izabal, durante el periodo de 2007 a 2009.

Se optimizo6 un ensayo para la deteccion de ARN de ortobunyavirus en Cx. taeniopus.
Utilizando este ensayo se analiz6 114 lotes de Cx. tfaeniopus hembra, que contenian un to-
tal de 2942 zancudos. Se detect6 ARN de ortobunyavirus en 15 lotes. En base a estos re-
sultados se estimo la tasa de infeccion por ortobunyavirus en Cx. taeniopus. Se encontrd
que en los afios 2007 y 2008 hubo actividad de bunyavirus con tasas de infeccion signifi-

cativamente mayores a 1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos.

Se observo que la densidad relativa de Cx. taeniopus disminuy6 anualmente y no fue
posible la deteccion de bunyavirus en 2009. Sin embargo, se considera importante conti-
nuar estudiando la biologia de Cx. taeniopus para determinar su importancia como posi-

ble vector de bunyavirus en Guatemala.
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I. INTRODUCCION

Los bunyavirus (familia Bunyaviridae) son virus de ARN, envueltos, con genoma seg-
mentado. De los cinco géneros que pertenecen a la familia, cuatro contienen virus que
pueden infectar hospederos vertebrados. Tres de los géneros de bunyavirus que infectan
vertebrados pueden ser transmitidos por artropodos hematdfagos (Schmaljohn y Nichol
2007). Entre los vectores de estos virus se incluye una gran variedad de zancudos, algu-
nos de los cuales se encuentran en Guatemala (Morales-Betoulle et al., datos no publica-
dos). Los virus transmitidos por artropodos hematéfagos son llamados arbovirus (como
abreviacion de arthropod-borne virus, o virus acarreados por artropodos). La definicion

de arbovirus, establecida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS 1985b:8) es:

«Los arbovirus son virus que se perpetian en la naturaleza principalmente, o en
gran medida, gracias a la transmision bioldgica entre huéspedes vertebrados
sensibles efectuada por artropodos hematofagos, o mediante la transmision
transovarica y posiblemente venérea en artropodos; los virus se reproducen y
causan viremia en los vertebrados, se multiplican en los tejidos de artrépodos vy,
después de un periodo de incubacion extrinseca, son transmitidos a otros
vertebrados mediante las picaduras de los artropodos.»

Esta es la definicion que es utilizada en este trabajo para considerar a los bunyavirus
como arbovirus, con la aclaracion que la palabra huéspedes, sugerida en la traduccion del
documento original (OMS 1985a:8), fue reemplazada por la palabra hospederos, ya que

esta ultima se apega mejor al sentido original.

Actualmente la taxonomia de los virus es arbitrada por una rama de la International
Union of Microbiological Societies, el Comité Internacional para la Taxonomia de los Vi-
rus (ICTV, por las siglas del nombre en inglés: International Committee on Taxonomy of
Viruses). Esta entidad publica los nombres aceptados de virus y sus respectivas abrevia-
ciones. Segun la normativa del ICTV (Frauquet et al. 2005), los virus se clasifican en cin-
co taxones: orden, familia, subfamilia, género y especie. Por ejemplo: Bunyamwera virus
(Ortobunyavirus: Bunyaviridae), donde se muestra la especie, seguida por el género y la
familia, entre paréntesis, separados por un signo de dos puntos. Para tener mas exactitud y
mantenerse en conformidad con las normativas internacionales, en el presente trabajo se

utilizé la nomenclatura oficial establecida por el ICTV, vigente en enero de 2011.
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Este estudio fue realizado en el marco del proyecto FODECYT 34-2008: Implementa-
cion del diagnodstico molecular de bunyavirus utilizando zancudos del genero Culex como
fuente de material genético. El trabajo de campo fue realizado por miembros del equipo
ArboZoo durante los afios 2007 a 2009, en el contexto de los Acuerdos Cooperativos
CDC-CAP/CES-UVG vigentes durante ese periodo. El objetivo del estudio realizado fue
estimar la tasa de infeccion por bunyavirus en zancudos Culex (Melanoconion) taeniopus
Dyar y Knab 1907 colectados durante los afios 2007-2009 en un area rural de Puerto Ba-

rrios, Izabal, Guatemala.



II. ANTECEDENTES

A. Los bunyavirus

La familia Bunyaviridae comprende un grupo grande de arbovirus, compuesto por mas
de 300 especies (Soldan y Gonzalez-Scarano 2005). Estd dividida en los géneros
Orthobunyavirusl, Hantavirus, Nairovirus y Phlebovirus, con virus que pueden infectar
vertebrados, y el género Tospovirus, con virus que infectan plantas (Schmaljohn y Hooper
2001). La mayoria de bunyavirus” son transmitidos por artropodos, excepto los pertene-
cientes al género Hantavirus (Schmaljohn y Hooper 2001). Cada hantavirus se encuentra
asociado a una especie de roedor (subfamilias Sigmodontinae, Murinae y Arvicolinae)
como hospedero natural, con la que se ha relacionado por cientos de miles de afios (Zeier

et al. 2005).

1. Estructura de los virus. Los viriones son esféricos y presentan proyecciones de gli-
coproteinas de superficie (Gn y Gc), incrustadas en una envoltura lipidica (Schmaljohn y
Hooper 2001). La envoltura lipidica estd derivada de membranas de las células del hospe-
dero (Borucki et al. 2002). El interior de los viriones tiene la apariencia de un collar de
perlas, posiblemente debido a la presencia de ribonucleocapsides (Figura 1, en la pagina
4). En éstas, los tres segmentos de ARN del genoma se encuentran formando un complejo
con la proteina de la nucleocapside (N). Las ribonucleocapsides estan empacadas, junto
con la polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp, por sus siglas en inglés), dentro
de la envoltura lipidica (Schmaljohn y Hooper 2001).

! Antes, el género Orthobunyavirus se conocia como Bunyavirus (Schmaljohn y Nichol 2007, Soldan y
Gonzalez-Scarano 2005, Schmaljohn y Hooper 2001). Orthobunyavirus es el nombre aceptado actualmente
por el ICTV (ICTVdb Management 2006).

2 En publicaciones anteriores al 2003, el término bunyavirus se referia a los virus del género
Orthobunyavirus. A partir del 2003 se utiliza para referirse a cualquiera o todos los virus de la familia
Bunyaviridae. Es equivalente al término en inglés, en singular. El plural en inglés es bunyaviruses.



Figura 1: Esquema de corte transversal de un virion tipico de la familia Bunyaviridae.
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Las ribo-nucleocapsides (ARN gendémico y proteina N) estan asociadas a la proteina L
(Modificado de Schmaljohn y Nichol 2007).

2. Estructura y organizacion del genoma. Los bunyavirus tienen un genoma segmenta-
do de ARN. El genoma consta de tres segmentos, llamados grande, mediano y pequefio
(segmento L, M y S, respectivamente, por sus siglas en inglés). El segmento L codifica la
RdRp (proteina L) con una estrategia de transcripcion-traduccion (polaridad) de sentido
negativo. El segmento M codifica las glicoproteinas de superficie Gn y Gc con una pola-
ridad negativa. En algunos géneros (Orthobunyavirus, Phlebovirus y Tospovirus) el seg-
mento M también codifica una proteina no estructural (NSy), en el mismo marco abierto
de lectura (ORF, por sus siglas en inglés). El segmento S codifica la proteina de la nu-
cleocapside (N) con una polaridad negativa. En los ortobunyavirus también codifica una
proteina no estructural (NSg), en un ORF traslapado. Los virus de los géneros
Phlebovirus y Tospovirus utilizan una estrategia ambisentido para expresar dos proteinas,

Ny NSs (Schmaljohn y Hooper 2001).

Se ha observado la capacidad de reorganizaciéon génica en virus de los géneros
Orthobunyavirus (virus de los serogrupos Bunyamwera, California y Grupo C),
Hantavirus y Nairovirus (de Brito et al. 2007, Reese et al. 2008). Esta reorganizacion se
puede dar en células con infeccién dual por bunyavirus relacionados (mismo género). Al

replicarse los dos virus en la misma célula, los segmentos del genoma se pueden reorga-



nizar al empacarse el virion (de Brito ef al. 2007). Se ha conseguido obtener virus con ge-
noma reorganizado al infectar zancudos en el laboratorio, con una tasa alta de reorganiza-
cion. A pesar de esto, no se ha podido observar reorganizacion del genoma viral en mami-
feros pequefios (Borucki ef al. 2002). Recientemente se comprobd la reorganizacion del
genoma de La Crosse virus (LACV, Ortobunyavirus: Bunyaviridae) en la naturaleza.
Zancudos Aedes triseriatus de regiones donde circulan dos genotipos del virus mostraron
infeccion por un tercer genotipo, que contenia segmentos del genoma de los dos virus

(Reese ef al. 2008). En la Figura 2 se muestra un ejemplo.

Figura 2: [lustracion de la reorganizacion gendmica en un bunyavirus.
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Cada panel es una representacion de un genoma tripartito. Si una célula susceptible es infectada a
la vez por dos virus A y B diferentes pero relacionados, el ensamblaje viral podria generar un
virus reorganizado C, con segmentos de ambos virus. Una misma infeccion dual puede generar
muchos virus reorganizados.

Los bunyavirus tienen una secuencia terminal conservada (STC) en los extremos 5’ y
3’ de sus tres segmentos. Esta secuencia permite un apareamiento de los extremos, gene-
rando una estructura estable de ARN circular de unién no covalente, incluso al estar aso-
ciado con la proteina N (Schmaljohn y Hooper 2001). Estudios en LACV muestran que la
STC es complementaria a partes del ARNm de genes conservados en zancudos del género
Aedes y otros dipteros. Este ARNm es utilizado como cebador para la replicacion y trans-
cripcion del genoma viral en el artropodo (Borucki et al. 2002). Esa interaccion entre vi-
rus-vector podria explicar la alta conservacion de la STC. Otra funcion de la STC ha sido
observada en Bunyamwera virus (BUNV) mediante estudios de mutagénesis dirigida. En
estos estudios se observd que algunos nucleétidos de las STC son esenciales para la sefa-

lizacion de la transcripcion (Barr y Wertz 2005, Barr et al. 2005). Estas caracteristicas de



los ortobunyavirus han sido utilizadas para realizar estudios del genoma viral (ver seccion

Estudios basados en el genoma viral, en la pagina 7).

3. Replicacion. El primer paso para la replicacion del virus (Figura 3, en la pagina 7)
es la union del virus a la célula, mediada por las glicoproteinas virales y receptores celula-
res (Schmaljohn y Hooper 2001). Para LACV, se propone Gn como ligando de los recep-
tores celulares de vertebrados. Esta proteina se ha asociado a la capacidad del virus de al-
canzar altas viremias en la circulacion periférica (virulencia periférica). También se ha
asociado a su capacidad para invadir tejido nervioso (neuroinvasividad) (Borucki et al.
2002). Se ha propuesto que la proteina Gc puede ser un ligando de los receptores celula-
res en los zancudos. También se ha involucrado a la proteina Gn como ligando en tejidos
especificos de zancudos (Schmaljohn y Hooper 2001, Borucki ef al. 2002). En un segun-
do paso, el viridon ingresa a la célula blanco mediante fagocitosis. Se cree que la acidifica-
cion del endosoma induce un cambio conformacional en Gn y Ge, facilitando la fusién de
las membranas viral y celular y permitiendo la entrada de las ribonucleocapsides y la

RdRp al citoplasma (Schmaljohn y Hooper 2001).

En el citoplasma, ocurre la transcripcion primaria del ARNm a partir de plantillas del
genoma. Para esto se utiliza cebadores metilados, derivados de ARN mensajero del hos-
pedero (Schmaljohn y Hooper 2001). Bunyaviridae es la tnica familia de arbovirus que
utiliza cebadores de transcripcion derivados del hospedero (Borucki et al. 2002). Se ha
observado que solamente son necesarias las proteinas L y N para la transcripcion del
ARN viral (Kukkonen et al. 2005). La traduccion del ARNc generado a partir de los seg-
mentos L y S se realiza por ribosomas libres. La traduccion del ARNc del segmento M es
realizada por ribosomas unidos a membrana, en el reticulo endoplasmatico rugoso. La
transcripcion del genoma completo a ARNc es realizada por la RdRp. Se presume que pa-
ra esto es necesaria la proteina N, pero no se ha identificado los factores virales o celula-
res asociados (Schmaljohn y Hooper 2001). Se ha sugerido que la proteina N actia como

una chaperona de ARN (Mir y Panganiban 2006).

La morfogénesis incluye la acumulacion de las glicoproteinas primarias Gn y Gc en el

aparato de Golgi, glicosilacion N-terminal y adquisicion de membranas modificadas del



hospedero por gemacion hacia adentro de la cisterna del Golgi. Después hay una fusion
de las vesiculas citoplasmicas con la membrana plasmatica y se libera los viriones madu-

ros (Schmaljohn y Hooper 2001).

Se ha observado diferencias entre la replicacion en hospederos vertebrados y zancudos.
Aparentemente, algunos procesos de regulacion asociados a la transcripcion del genoma
viral a ARNm estan fuertemente controlados por el metabolismo de los ovarios de los
zancudos. Estos procesos permitirian una transmision transovarica muy efectiva, gene-

rando progenie infectada (Borucki et al. 2002).

Figura 3: Ciclo de replicacion de los virus de la familia Bunyaviridae.
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Fuente: Tomado y modificado de Schmaljohn y Nichol 2007.

B. Estudios basados en el genoma viral
Histéricamente se clasificaba los bunyavirus en base a sus relaciones antigénicas
(Schmaljohn y Hooper 2001). Se utilizaba pruebas como fijacion del complemento, neu-

tralizacion e inhibicién de la hemoaglutinacion para determinar esas relaciones (Nunes



et al. 2005). En base a las propiedades determinadas por estas pruebas, se dividio los gé-
neros en serogrupos. Los serogrupos, a su vez, eran divididos en complejos formados por
virus estrechamente relacionados (Schmaljohn y Hooper 2001). Las propiedades antigé-
nicas de los virus alin se utilizan para clasificarlos en serogrupos, pero se busca utilizar
una clasificacion basada en métodos moleculares, debido a la reproducibilidad, especifi-
cidad y rapidez de éstos (de Brito et al. 2007, Nakouné et al. 2007, Arai et al.
2008, Quinan ef al. 2008, Yadav et al. 2008, Lambert y Lanciotti 2009).

Como resultado de la caracterizacion genética de algunos bunyavirus se cuenta con in-
formacion para disefar cebadores especificos. Se ha publicado una gran variedad de en-
sayos para deteccion de acidos nucleicos de bunyavirus. En 2009 se publicé ensayos que
permiten detectar 47 virus diferentes de la familia Bunyaviridae (Lambert y Lanciotti
2009). Para esto los investigadores disenaron cebadores basados en secuencias de consen-
so de bunyavirus pertenecientes a distintos géneros y serogrupos. Con esa metodologia
lograron amplificar secuencias del segmento S de los virus analizados mediante reaccio-

nes de RT-PCR con multiples cebadores (cominmente llamadas multiplex).

Otro enfoque para amplificar los acidos nucleicos de bunyavirus es utilizar cebadores
dirigidos a la secuencia terminal conservada (STC). Se ha utilizado variaciones de la STC
del género Ortobunyavirus para detectar diversas especies (Dunn et al. 1994, Nunes et al.
2005, Nakouné et al. 2007, Lambert y Lanciotti 2008, Mores et al. 2009; M.E. Morales-

Betoulle, comunicacion personal).

C. Principales enfermedades asociadas a los bunyavirus

Entre los bunyavirus transmitidos por artropodos se encuentra muchos virus zoono6ti-
cos. Los sindromes asociados a éstos son variados. Los bunyavirus presentes en América
se asocian principalmente a dos sindromes: encefalitico (sobre todo serogrupos Califor-
nia y Bunyamwera) (Kuno ef al. 1996) y febril (sobre todo Grupo C) (Nunes et al. 2005).
Entre los bunyavirus mas estudiados que causan encefalitis se encuentra La Crosse virus.
La infeccion en nifios con este virus provoca una encefalitis aséptica. La presencia de an-
ticuerpos contra LACV se ha correlacionado con enfermedades mentales que requieren de

cuidados especializados (Borucki et al. 2002, Reese et al. 2008).



Los ortobunyavirus del Grupo C causan comunmente un sindrome febril, muy similar
al presentado por una persona enferma con Dengue (Scherer et al 1983, Scherer et al
1986). Durante estudios de VEEV en Guatemala, dos investigadores del equipo contraje-
ron una enfermedad febril sibita con sintomas similares al Dengue. En ambos casos se

identifico al agente causal como NEPV (Scherer et al. 1983).

D. Ecologia y distribucion

Los bunyavirus transmitidos por artropodos se mantienen en la naturaleza principal-
mente por dos ciclos: ciclo en reservorios artrépodos y ciclo de amplificacion en verte-
brados (Figura 4, en la pagina 10). El ciclo en reservorios artropodos perpetaa la transmi-
sion del virus entre los zancudos (Figura 4B). Un zancudo hembra infectado puede
transmitir verticalmente el virus a su descendencia (Borucki et al. 2002). Debido a la
transmision vertical, el virus puede sobrevivir el invierno en regiones templadas. Los zan-
cudos macho infectados verticalmente pueden transmitir el virus, por via venérea, a hem-

bras no infectadas (Soldan y Gonzalez-Scarano 2005).

En el ciclo de amplificacion enzoodtico se involucra la participacion de mamiferos pe-
quenos (Figura 4A). Al alimentarse de estos, las hembras infectadas pueden transmitir el
virus al mamifero. El mamifero puede desarrollar una viremia corta y alta, con capacidad
para infectar otros artropodos hematofagos. Si un artropodo infectado se alimenta de un
humano (Figura 4C), puede ocurrir una infeccion zoondtica (Nichol 2001, Soldan y
Gonzalez-Scarano 2005). También se ha observado ciclos de amplificacion urbana que
originan epidemias (Figura 4D) (Moraes 2007). En los tres géneros de bunyavirus trans-
mitidos por artrépodos se puede encontrar virus que utilizan como vector alguna especie
de zancudo (Nichol 2001). Los ortobunyavirus utilizan como vectores principalmente

zancudos, incluidos los géneros Culex y Aedes (Moraes 2007, Reese 2008).

La mayoria de estudios sobre bunyavirus, realizados en América tropical o subtropical,
se originan principalmente en Brasil (Nunes 2005, de Brito 2007, Moraes 2007, Quinan
2008). En otros paises se ha estudiado casos de infeccion humana por bunyavirus emer-
gentes (Scherer ef al. 1983, Tauro 2009). Entre 1968 y 1980 un equipo realiz6 estudios so-

bre Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV, Alphavirus: Togaviridae) en Guatemala
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(Scherer et al. 1976, Scherer et al. 1985, Cupp et al. 1986). Aunque el objetivo era anali-
zar la ecologia de VEEV, durante esos estudios se obtuvo 34 aislados de diversos ortobun-
yavirus. Entre los virus aislados se encontr6 28 del grupo C y 6 del grupo PAT. En total, se
identifico siete aislados como Nepuyo virus (NEPV) y tres como Patois virus (PATV). De
estos virus, 31 fueron aislados de hamsteres centinela en La Avellana, Santa Rosa, y Puerto
Barrios, Izabal (Scherer et al. 1985). Dos aislados de NEPV se obtuvieron de personas con
enfermedad febril (Scherer et al. 1983). El tnico aislado viral de zancudos macerados pro-

vino de un grupo de Cx. taeniopus y fue identificado como NEPV (Cupp et al. 1986).

Figura 4: Transmision de bunyavirus por artropodos en la naturaleza.
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Entre los vectores de los bunyavirus transmitidos por artrépodos se encuentra zancudos
(principalmente para el género Orthobunyavirus), garrapatas (para el género Nairovirus), y
moscas culicoides y flebotominas (para los géneros Orthobunyavirus y Phlebovirus,
respectivamente). Los hospederos de amplificacion son principalmente mamiferos pequefios.

E. Artrépodos vectores de bunyavirus

Los arbovirus de la familia Bunyaviridae utilizan una variedad de artropodos para su
transmision en la naturaleza. Los ortobunyavirus utilizan como vectores principalmente
zancudos, ademas de moscas culicoides y flebotominas (Nichol 2001). Entre los zancudos

vectores de ortobunyavirus en América se encuentra varias especies del género Aedes
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(LeDuc 1987, Borucki et al. 2002, Soldan y Gonzalez-Scarano 2005, Moraes et al.
2007, Reese et al. 2008, Tauro et al. 2008) y varias especies del género Culex (Scherer et
al. 1976, LeDuc 1987, Nunes et al. 2005, Soldan y Gonzélez-Scarano 2005, Moraes et al.
2007, Tauro et al. 2008, Yadav et al. 2008).

En Guatemala se aislé Nepuyo virus de zancudos Culex (Melanoconion) taeniopus
(Diptera: Culicidae) (Cupp et al. 1986). La sistematica de estos zancudos ha sido muy
discutida (Galindo 1969, Cupp et al. 1989, Williams y Savage 2009). Es generalmente
aceptado que la identificacion hasta especie de hembras adultas del subgénero
Melanoconion es muy complicada y requiere mucha experiencia. Debido a esto, muchos
zancudos son solamente identificados como pertenecientes al complejo Cx. taeniopus
(Cupp et al. 1989). Las técnicas de identificacion actuales son tediosas y consumen mu-
cho tiempo. Si se encuentra que estos zancudos son vectores importantes de arbovirus se-
ra necesario desarrollar nuevas técnicas, mas apropiadas para la identificacion rutinaria

(Cupp et al. 1989, Williams y Savage 2009).

Los zancudos del complejo Cx. taeniopus se encuentran distribuidos desde el norte de
Suramérica hasta el sur de Florida y el Caribe (Cupp et al. 1989). Se ha encontrado que
estos zancudos son comunes en habitats boscosos y himedos, y en 4reas peridomiciliares
cercanas. La abundancia de hojas muertas y escombros de arboles es favorable para la
presencia de formas inmaduras de Cx. faeniopus (Galindo 1969). En pocas ocasiones es
posible encontrar los estadios larvarios en la naturaleza (M. Williams y H.M. Savage,
comunicacion personal). En habitats modificados, principalmente los cercanos a bosques
secundarios, Cx. taeniopus es uno de los grupos dominantes y presenta actividad desde el

comienzo de la noche (Cupp et al. 1986, Forattini et al. 1991).

Se ha encontrado que las hembras de Cx. taeniopus (Figura 5, en la pagina 12) son
atraidas por una variedad de hospederos vertebrados (Forattini ef al. 1991). En Guatema-
la, se determind que estos zancudos se alimentan principalmente de mamiferos, grandes y
pequefios, incluidos los humanos, y aves. También se determind que pueden llegar a ali-
mentarse de reptiles, cuando estos se encuentran en un ambiente peridomiciliar (Cupp et

al. 1986).
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Cx. taeniopus es un vector conocido de arbovirus como el VEEV (Cupp et al
1979, Scherer et al. 1987). El papel de Cx. taeniopus en la transmision de bunyavirus ha
sido sugerido por evidencia circunstancial. El aislamiento de bunyavirus a partir de Cx.
taeniopus en un habitat con transmision del virus sugiere un papel de estos zancudos en la
ecologia viral (Cupp et al. 1986), pero no comprueba un papel como vector. La transmi-
sion de diversos arbovirus por Cx. faeniopus ha sido evaluada de forma experimental. En
base a esos estudios, se sospecha que Cx. taeniopus puede ser un vector de ortobunyavi-
rus como Caraparu virus, Oriboca virus y Guama virus (Galindo y Srihongse 1967, Toda

y Shope 1967).

Figura 5: Hembra adulta de Cx. faeniopus.

1 mm I/
i

Espécimen disponible en la coleccion de referencia del Laboratorio de Entomologia Sistematica,
Departamento de Biologia, Universidad del Valle de Guatemala. Para detalles de la identificacion
de las hembras Cx. taeniopus adultas consultar el Apéndice B, en la pagina 51.



I1I. JUSTIFICACION

En el capitulo de antecedentes se expusieron las caracteristicas generales de los virus
de la familia Bunyaviridae. Entre los bunyavirus se encuentra una gran cantidad de virus
que estan involucrados en enfermedad humana (Schmaljohn y Nichol 2007). La mayor
actividad de los bunyavirus se ha observado en regiones tropicales y subtropicales alrede-
dor del mundo (Vasconcelos et al. 2001, Soldan y Gonzalez-Scarano 2005). Los virus del
género Orthobunyavirus (Bunyaviridae) son los mas reportados en la region tropical y
subtropical del continente americano (Scherer et al. 1983, Nunes et al. 2005, de Brito et
al. 2007, Moraes 2007, Quinan et al. 2008, Tauro et al. 2009). Las infecciones humanas
por ortobunyavirus se manifiestan tipicamente por una enfermedad febril, muchas veces
con sintomas similares al Dengue (Scherer et al 1983, Scherer et al 1986). Hay dos casos
documentados de enfermedad humana causada por bunyavirus (NEPV) en Guatemala
(Scherer et al. 1983). Ambos fueron asociados a la permanencia en zonas rurales simila-

res a los sitios de estudio del presente trabajo.

Desde mediados del siglo XX se ha observado brotes de enfermedad causada por or-
tobunyavirus en América (Vasconcelos ef al. 1998, Moraes 2007). Por ejemplo, variantes
muy virulentas de Oropouche virus (Ortobunyavirus: Bunyaviridae) han causado brotes
epidémicos de hasta 100 000 infecciones humanas en Brasil (Moraes 2007). Es general-
mente aceptado que la aparicion de arbovirus emergentes puede estar relacionada a la
modificacion del ambiente (Vasconcelos et al. 2001). La destruccion de hébitats naturales
para realizar proyectos de urbanizacion se ha asociado a aumentos en la circulacion de ar-
bovirus. Se ha propuesto que este aumento es debido a la proliferacion de artropodos vec-
tores (Dégallier et al. 1992). Otras actividades humanas, como la deforestacion y el desa-
rrollo agricola, se han asociado al cambio en la distribucion de zancudos vectores (Norris
2004). También se ha relacionado cambios climaticos con numerosos factores de riesgo
para brotes de bunyavirus. Se ha observado que en estas situaciones los virus pueden
adaptarse rdpidamente a nuevos vectores (Elliott 2009). La adaptacion de un virus a nue-
vos vectores puede facilitar el desarrollo de un ciclo de transmision urbana (Moraes

2007, Elliott 2009).

13
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La participacion de zancudos del género Culex en la transmision de bunyavirus en la
naturaleza estd bien documentada (Scherer et al. 1976, LeDuc 1987, Nunes et al.
2005, Soldan y Gonzalez-Scarano 2005, Moraes et al. 2007, Tauro et al. 2008, Yadav et
al. 2008). En Guatemala se encuentra varias especies de zancudos de este género (Equipo
de investigacion ArboZoo, CES-UVG, datos no publicados). En una serie de estudios en
Guatemala, se obtuvo aislados de bunyavirus del género Orthobunyavirus (Scherer et al.
1976, Scherer et al. 1985, Cupp et al. 1986). Uno de estos aislados fue obtenido de zan-
cudos Culex (Melanoconion) taeniopus (Cupp et al. 1986). Los aislamientos de ortobun-
yavirus del Grupo C en Cx. taeniopus de Guatemala (Cupp et al. 1986; M.E. Morales-
Betoulle et al., datos no publicados) sugieren que estos zancudos podrian estar implicados

en la ecologia de los bunyavirus en nuestro pais.

Para que exista transmision de un arbovirus en la naturaleza es necesaria al menos la
presencia del virus, vectores competentes y hospederos susceptibles. Aunque esté docu-
mentada la presencia de vectores competentes, es necesario que los factores ambientales
sean propicios para los zancudos. Entre estos factores se encuentra los dias con lluvia y la
presencia de cuerpos artificiales y naturales de agua. En Puerto Barrios, municipio en
donde se ubican los sitios de este estudio, se ha documentado la presencia de Cx.
taeniopus (ArboZoo, datos no publicados). Segun datos meteoroldgicos (Instituto Nacio-
nal de Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia ¢ Hidrologia, Guatemala. INSIVUMEH)
y de captura de zancudos en la zona de estudio se observa una relacion entre los dias con
lluvia y un aumento en la abundancia de zancudos (Cordon-Rosales et al., datos no publi-
cados). Por otra parte, en Guatemala se ha aislado ortobunyavirus de Cx. faeniopus y al-
gunos vertebrados. Recientemente, un ortobunyavirus del Grupo C fue aislado de Cx.
taeniopus capturados en un sitio cercano a los sitios del presente estudio (M.E. Morales-

Betoulle et al., datos no publicados).

Segun los datos anteriormente expuestos, se piensa que los sitios de estudio retinen las
condiciones apropiadas para la transmision de ortobunyavirus por Cx. taenioupus en la
naturaleza. Por todo esto, se considerd necesario determinar la tasa de infeccion por or-
tobunyavirus en zancudos de Guatemala, para poder estimar su importancia como posi-

bles amenazas a la salud humana.



IV. OBJETIVOS

A. General

Estimar por métodos moleculares la tasa de infeccion por ortobunyavirus en zancudos

Culex (Melanoconion) taeniopus colectados durante los afios 2007-2009 en un area rural de

Puerto Barrios, Izabal, Guatemala.

B. Especificos

1.

Implementar en Guatemala pruebas de RT-PCR para la deteccion del segmento S
del genoma de bunyavirus (Bunyaviridae) pertenecientes al género

Orthobunyavirus.

Implementar en Guatemala pruebas de RT-PCR para la amplificacion de la
secuencia completa del segmento S del genoma de bunyavirus (Bunyaviridae)

pertenecientes al género Orthobunyavirus.

. Detectar la presencia de ortobunyavirus en grupos de Cx. faeniopus colectados en

el sitio de estudio, durante los afnios 2007-2009.

Determinar si existe una relacion entre la densidad relativa de Cx. taeniopus en los
sitios de estudio y la tasa de infeccién por ortobunyavirus en los mismos, durante

los afios 2007-2009.
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V. HIPOTESIS

En los afios 2007-2009 habia ortobunyavirus detectables por RT-PCR en la poblacion
de Cx. taeniopus de un area rural de Puerto Barrios, Izabal. La tasa de infeccion por estos

virus puede ser estimada en artropodos mediante el uso de ensayos moleculares.

Hy: La tasa de infeccion por ortobunyavirus en los zancudos Cx. taeniopus del estudio

es menor o igual a 1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos.

H;: La tasa de infeccion por ortobunyavirus en los zancudos Cx. taeniopus del estudio

es mayor a 1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos.
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VI. MARCO METODOLOGICO

A. Procedimiento

Este estudio se realiz6 como parte de un proyecto a cargo del Laboratorio de Arbovirus
y Virus Zoondticos, del Centro de Estudios en Salud del Instituto de Investigaciones de la
Universidad del Valle de Guatemala (CES-UVG). Las actividades relacionadas con este
trabajo estan documentadas como Procedimientos de Operacion Estandar (POEs). Estos
documentos son de uso rutinario del laboratorio y se han generado a partir de la literatura
publicada. Debido a que la Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia (SENACYT) po-
see los derechos sobre el proyecto FODECYT 34-2008 el documento de tesis y los POEs
fueron publicados con previa autorizacion. A continuacion se describe las actividades que

se realizaron durante este estudio.

1. Muestreo. El trabajo realizado fue un estudio retrospectivo en zancudos capturados
previamente. Estos zancudos fueron capturados como parte del estudio de vigilancia eco-
logica del West Nile virus, en el CES-UVG/CDC-CAP. Las capturas mencionadas se rea-
lizaron durante el periodo de los afios 2007-2009 en Puerto Barrios, Izabal. Para realizar
el trabajo se utilizd zancudos previamente capturados, identificados como Culex

(Melaconion) taeniopus.

a. Sitio de estudio. Los sitios de estudio (15°45'38.64", -88°32'13.63" Yy
15°45'43.62", -88°3219.82") estan localizados en el municipio de Puerto Barrios,
departamento de Izabal, Guatemala. Los sitios se encuentran a aproximadamente 4 km, en
linea recta, de la ciudad de Puerto Barrios (Figura 6, en la pagina 18). Estos sitios han si-

do descritos previamente como habitats rurales (Monzon 2007).
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Figura 6: Sitios de estudio.
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En el panel de la izquierda se observa una ortofoto compuesta del municipio de Puerto Barrios,
Izabal. Los cuadrantes 1 y 2 son considerados habitats rurales. En el panel de la derecha se
observa una ortofoto de una porcion de los cuadrantes 1 y 2. El punto negro indica el sitio
aproximado en que se colocaba las trampas. Fuente: Ortofotos obtenidas del servidor de datos
geograficos de SINIT, http://ide.segeplan.gob.gt. Datos originales de MAGA, 2006.

b. Métodos de colecta e identificacion. Se trabajo con zancudos Cx. taeniopus
colectados mensualmente en los sitios de estudio, durante el periodo de 2007-

2009. Para colectar los zancudos se utilizd trampas CDC de luz (John W. Hock Co. Gai-
nesville, FL, USA) y trampas gravidas (Reiter 1983). Durante cada colecta se utiliz6 una
trampa CDC y una trampa gravida por sitio. Para la trampa CDC se utilizo CO, a partir de
hielo seco como atrayente para los zancudos. Para la trampa gravida se utilizo estiércol de
vaca y agua como atrayente. Las colectas se realizaron durante la noche. Por la mafiana se
extrajo los contenidos de la trampa y se separd los zancudos culicoides de los demads insec-
tos. Se almacend los zancudos en hielo seco, separados segun fecha, sitio de colecta y tipo
de trampa utilizada. Se transport6 los zancudos al laboratorio en la UVG. En el laboratorio

se almaceno los zancudos a -70 °C hasta su identificacion.

La identificacion de los zancudos colectados fue realizada por entomologas especiali-
zadas. Los zancudos fueron separados por sexo y las hembras identificadas hasta género
o especie. La identificacion de las hembras se realizo siguiendo sugerencias de una clave

previamente publicada (Sallum y Forattini 1996). Utilizando la misma clave se comprob6
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la identificacion de los especimenes de referencia guardados (ver el Apéndice B, en la
pagina 51). Las hembras fueron separadas en gravidas (cargadas de huevos), alimentadas,
y no-alimentadas (vacias). Se organizé las hembras en grupos (lotes) de 50 individuos
maximo, segun las caracteristicas mencionadas. Cada lote de zancudos hembra est4 cons-
tituido por individuos de la misma especie que provienen de la misma colecta (fecha, sitio

de colecta y tipo de trampa) y estan alimentadas, o estan vacias o gravidas.

2. Procesamiento de zancudos colectados. Los zancudos utilizados fueron procesados
hasta el macerado (ver mas adelante) segun los procedimientos rutinarios del laboratorio
documentados como POE. Los zancudos macerados fueron almacenados a -70 °C hasta la

extraccion del ARN.

a. Macerado de zancudos. Se macer6 los zancudos segtin el procedimiento documen-

tado del laboratorio, basado en un procedimiento proporcionada por la Dra. B.W.
Johnson (CDC, Fort Collins, datos no publicados). Brevemente, cada lote fue suspendido
en solucion amortiguadora (buffer) BA-1 (Medio 199 — Sales de Hank 1X con L-
Glutamina, Tris-HCI 0.05 M pH 7.5, albumina sérica bovina 1% pH 7.0, L-Glutamina 2
mM, NaHCO3; 0.35 g/L, penicilina 100 u/mL, estreptomicina 100 pg/L y anfotericina B 1
pg/mL. Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). Este buffer contiene suplementos y antibioti-
cos, y es utilizado para preservar el virus (Lanciotti et al. 2000). Se agregd un balin de co-
bre estéril y se macer6 en un macerador eléctrico (Retsch. Newton, PA) modelo MM 301, a
25 rpm por 4 minutos. Se centrifugd por 12 min a 2 750 g y 4 °C. Se prepar6 dos alicuotas

de cada lote macerado y se almacen6 a -70 °C.

b. Extraccion de ARN viral. Se extrajo el ARN de los lotes macerados de

Cx. taeniopus utilizando el kit QIAamp Viral RNA mini® (QIAgen. Valencia,

CA) o el kit High Pure Viral RNA® (Roche Diagnostics GmbH. Mannheim, Alemania).
Para ambas metodologias se uso el procedimiento propuesto por el fabricante. El kit
QIAamp es utilizado rutinariamente en el laboratorio para la extraccion de ARN viral. La
efectividad del kit QIAamp ha sido comprobada previamente (Lanciotti et al. 2000). Se
confirmo la efectividad del kit Roche comparando la integridad del ARN extraido con

ambas metodologias (ver el inciso ¢, en la pagina 23). Para esto se extrajo ARN de un
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mismo lote macerado de zancudos hembra del género Culex utilizando ambas metodolo-

gias. EI ARN extraido fue evaluado mediante el ensayo de integridad de ARN extraido.

3. Pruebas de laboratorio
a. Preparacion de los controles positivos. Se obtuvo controles positivos con ARN
genomico de diferentes bunyavirus. Estos controles fueron proporcionados por
Amy Lambert y B.W. Johnson de la Division of Vector-Borne Infectious Diseases
(DVBID), Centers for Disease Control and Prevention (CDC), del gobierno de los Esta-
dos Unidos de América. Los controles fueron obtenidos en forma de virus inactivo, lisado

con la solucion de lisis viral del kit QIAamp.

A partir de cada lisado viral obtenido se extrajo ARN utilizando el kit QIAamp y el
procedimiento especificado para ese kit, con algunas modificaciones. Brevemente, se uti-
liz6 350 pL del lisado viral para extraer ARN a partir del paso inicial con columnas de
extraccion. Se realizo el resto del protocolo especificado. Se eluyd dos veces la columna.
La primera vez se utilizdo 125 uL de buffer AVE. La segunda vez se utiliz6 50 puL de
AVE. Los extractos fueron almacenados a -70°C en tubos de 1.5 mL libres de ARNasas.
Se prepar6 diluciones de 1/100, 1/250, 1/500 y 1/1000 de cada extracto para determinar la

concentracion adecuada de los controles para las reacciones de RT-PCR.

b. Amplificacion y deteccion del genoma viral. Se utilizé dos ensayos de RT-PCR

para detectar el ARN viral extraido de los grupos de zancudos analizados. Un

ensayo se consider6 exitoso si: a) no hubo amplificacion en los controles negativos y b)
hubo amplificacion del tamafio esperado en los controles positivos. Para cada ensayo exi-
toso, una muestra fue considerada positiva si se observé amplificacién del tamafio espe-
rado. Las muestras que presentaron amplificacion no especifica fueron consideradas du-
dosas y se analizaron otra vez. El ensayo para detectar ortobunyavirus del serogrupo
California/Bunyamwera demostré un limite de deteccién de entre 0.1 y 660 unidades

formadoras de placa por mL (Lambert y Lanciotti 2009).

1) Estandarizacion de los ensayos de RT-PCR para amplificacién del ARN viral
a) Ensayo de RT-PCR con cebadores especificos para ortobunyavirus del
serogrupo California/Bunyamwera (Cal/Bwa). Se implementd un ensayo

para amplificar ARN de ortobunyavirus en base a un protocolo de amplificacion de con-
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senso molecular de bunyavirus (Lambert y Lanciotti 2009), proporcionado por colabora-
dores del DVBID. Para las reacciones se utilizé el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR
(QIAgen. Valencia, CA). Brevemente, se analiz6 diluciones 1/100, 1/250, 1/500 y 1/1000
del ARN de control positivo siguiendo exactamente el protocolo mencionado. Se realizd
modificaciones al protocolo y se verifico cada vez su funcionamiento. Se analizd cada
muestra mediante el protocolo optimizado, en una reaccion de 20 pL utilizando los ceba-
dores Cal/Bwa group forward (5'-GCA AAT GGA TTT GAT CCT GAT GCA G-3')y
Cal/Bwa group reverse (5'-TTG TTC CTG TTT GCT GGA AAA TGA T-3'), publica-
dos previamente (Lambert y Lanciotti 2009). La composicioén de las mezclas de reaccion
fue: 5 uL de extracto de ARN, 1 uM cada cebador (par Cal/Bwa), 1X cada buffer del kit y
agua libre de ARNasas suficiente para alcanzar un volumen de 20 pL. Las mezclas de
reaccion fueron analizadas mediante un RT-PCR de un paso. El programa de amplifica-
cion incluyd un ciclo de transcripeion reversa a 50 °C por 30 min y a 95 °C por 15 min,
seguido de 55 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30s, hibridizacién a 55 °C por 1 min
y extension a 72°C por 2 min, seguidos de 10 min de extension final a 72 °C. El tamafo
esperado del producto sera de 210 pb. La Figura 7 en la pagina 22 muestra un esquema

sencillo del programa utilizado.

b) Ensayo con cebador BunC para amplificacion de la secuencia completa del

segmento S. Se implementd un ensayo para amplificar la secuencia com-

pleta del segmento S del ARN gendmico de ortobunyavirus (Nunes et al. 2005). Para las
reacciones se utilizo el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR. Brevemente, se analizé di-
luciones 1/100, 1/250, 1/500 y 1/1000 del ARN de control positivo siguiendo exactamen-
te el protocolo mencionado. Se realizé6 modificaciones al protocolo y se verifico cada vez
su funcionamiento. Se analiz6 cada muestra mediante el protocolo optimizado, en una
reaccion de 20 uL utilizando el cebador BunC (5'-AGT AGT GTG CTC CAC-3'), pu-
blicado previamente (Nunes et al. 2005). La composicion de las mezclas de reaccion fue:
5 uL de extracto de ARN, 2 uM cebador (BunC), 1X cada buffer del kit y agua libre de
ARNasas suficiente para alcanzar un volumen de 20 pL. Las mezclas de reaccion fueron
analizadas mediante un RT-PCR de un paso. Se utiliz6 el mismo programa de amplifica-
cioén que en el ensayo con el par de cebadores Cal/Bwa. El tamafio del producto para este

ensayo depende del virus presente. El prototipo del género Orthobunnyavirus, el
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Bunyamwera virus, tiene un genoma de ~961 bases (Schmaljohn y Hooper 2001). En este
género se observa muchos virus con segmentos S de ~900-1000 bases (Nunes et al.

2005), por lo que ese sera el tamafio esperado del producto.

Figura 7: Esquema del programa de RT-PCR utilizado para amplificar ARN de
ortobunyavirus.

72°C 72°C
2 min 10 min

Condiciones del paso

4 °C

Transcurso del programa de RT-PCR

2) Amplificacion del ARN viral por RT PCR. Se utilizé el ensayo de RT-PCR
optimizado con los cebadores Cal/Bwa para analizar el ARN extraido de los

grupos de zancudos. Las reacciones fueron realizadas en un termociclador ATC-402 o
ATC-201 (NyxTechniK. San Diego, CA). Los productos de amplificacién obtenidos fue-
ron analizados por electroforesis en gel de agarosa. Las muestras positivas para el
RT-PCR con los cebadores especificos para ortobunyavirus fueron analizadas con el en-
sayo RT-PCR con el cebador BunC, para intentar amplificar la secuencia completa del
segmento S. Los productos de amplificacion obtenidos fueron analizados por electrofore-

sis en gel de agarosa.

3) Analisis de los productos de amplificacion por electroforesis. Los productos de
amplificacion de cada ensayo fueron separados por electroforesis en gel de aga-
rosa al 2% y visualizados mediante tincion con bromuro de etidio. Brevemente, se prepa-

r6 un gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM borato, | mM EDTA.
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Premixed Dry Pack Buffer, Mercury, CLP. San Diego, CA). A la agarosa liquida se agre-
26 ~50 uL de bromuro de etidio 10 mg/mL. Cada producto de amplificacién fue mezclado
con un buffer de carga 6X (Blue-Orange Loading Dye, Promega. Madison, WI). Se carg6
10 pL de la mezcla en los pozos del gel de agarosa. Se cargd un pozo con marcador mo-
lecular de 100 pb como referencia (BenchTop 100 bp Molecular Ladder, Promega. Madi-
son, WI). La electroforesis fue realizada en una céamara de electroforesis RunOne
(Embitec. San Diego, CA) a 50 V por 1 hora y 30 minutos. Se visualizoé las bandas de
producto en una cdmara con transiluminador de luz ultravioleta (BioDoclIt, UVP. Upland,

CA).

c. Control interno de extraccion de ARN. Se comprobd la eficiencia de la extraccion

de ARN con un ensayo disefiado para detectar el ARN ribosomal 18S de zancu-

dos de los géneros Aedes y Culex (Hoffmann et al. 2004). Esta prueba se basa en la de-
teccion de la alta cantidad de copias de este ARN y su secuencia conservada: si se extrajo
ARN correctamente, el ensayo debe ser positivo. Brevemente, se analizé cada muestra en
reacciones de RT-PCR de 40 pL. Los cebadores que se utilizaron para esta reaccion fue-
ron 185417 (5’ -ACG GGG AGG TAG TGA CGA GAA ATA-3')y 185920c (5’ -TAA
TAC TAA TGC CCC CAA CTA CTT-3’), publicados previamente (Hoffmann et al.
2004). La composicion de cada reaccion fue: 16 pL. de extracto de ARN, 1 uM de cada
cebador, 1X cada buffer del kit y agua libre de ARNasas suficiente para alcanzar un vo-
lumen de 40 pL. Se utilizé agua libre de ARNasas como control negativo. El programa de
amplificacion incluy6 un ciclo de transcripcion reversa a 45 °C por 1 hora 'y a 94 °C por 3
min, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30s, hibridizacion a 60 °C por
I min y extension a 68 °C por 3 min, seguidos de 7 min de extension final a 72 °C. Los
productos de amplificacion obtenidos fueron visualizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2%. La presencia de un producto de ~500 pb en un ensayo sin amplificacion en
los controles negativos se considerd como un resultado positivo. Esta prueba fue utilizada
para comprobar la extraccion de ARN en muestras seleccionadas al azar y la extraccion

de ARN con el kit Roche.
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B. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa y lenguaje estadistico R
(v.2.10.1, R Development Core Team 2009). Los datos crudos fueron organizados en el
programa Excel, del paquete Microsoft Office 2003 6 2007 (Microsoft Corporation.
Redmond, WA). Los datos organizados fueron importados a R para su analisis. El nivel

de significancia para todas las pruebas realizadas fue de o = 0.05.

Para analizar la tasa de infeccion por bunyavirus en los zancudos analizados se utiliz6
un método de estimacion de maxima verosimilitud (MLE, por sus siglas en inglés)
desarrollado en el departamento de Bioestadistica de la University of Alabama at Bir-
mingham. Este método estd basado en la estimacion de la probabilidad de infeccion de un
solo zancudo en base a los resultados negativos del tamizaje molecular (Barker
2000, Katholi y Unnasch 2006). Para analizar los datos se utiliz6 el programa Poolscreen
(Katholi et al. 1995) v.2, proporcionado por C.R. Katholi. Este programa estd disponible

a solicitud en el Department of Biostatistics, School of Medical Sciences, UAB.

Se realiz6 una prueba de hipoétesis a partir de un método sugerido por C.R. Katholi en base
a la metodologia de colecta y la estructura de los grupos de zancudos colectados (C.R.
Katholi, comunicacién personal). El estadistico de prueba se calcula mendiante una prueba de
punteo (Score test). Se utilizd como tasa de infeccion alternativa p, = 0.005. Otros
parametros utilizados en el andlisis fueron el total de lotes analizados (114), la cantidad
maxima de zancudos por lote (50), el total de zancudos (2942) y la distribucion real del

tamafio de los lotes analizados (la cantidad de zancudos en cada lote analizado).



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Deteccidn de ortobunyavirus en zancudos

Para estimar la tasa de infeccion por ortobunyavirus en zancudos hembra Cx. faeniopus
se estandariz6 dos ensayos de RT-PCR de deteccion de punto final (convencional). El en-
sayo Cal/Bwa (Metodologia, en la pagina 20) amplifica especificamente una region del
segmento S de ortobunyavirus del serogrupo California/Bunyamwera, que corresponde al
gen que codifica la proteina no estructural (NS). La region amplificada tiene un tamafo
de aproximadamente 210 pb. El tamafio exacto del producto de amplificacién depende de
la especie de ortobunyavirus detectada, y comprende un rango de 210 a 300 pb (Lambert
y Lanciotti 2009). El ensayo BunC se basa en el uso de un cebador complementario a los
extremos conservados de los tres segmentos gendmicos de los bunyavirus del género
Orthobunyavirus (Nunes et al. 2005). Debido al tamafio de los segmentos (Schmaljohn y
Hooper 2001), solo se puede amplificar facilmente el segmento S. Los productos de am-

plificacion del ensayo BunC tienen un tamafio aproximada de 900 pb.

Para comprobar el funcionamiento de los ensayos estandarizados se utiliz6 ARN ex-
traido de Inkoo virus (INKV, Orthobunyavirus) no viable. INKV es un ortobunyavirus del
serogrupo California/Bunyamwera presente inicamente en Europa (Schmaljohn y Hooper
2001). Ya que este virus no circula en América, utilizarlo como control positivo provee la
ventaja de un control de calidad: si se observa un resultado positivo a partir de una reac-
cion en que se utilizdé como plantilla ARN extraido de una muestra, se puede secuenciar el
producto de amplificacion. Si la secuencia coincide completamente con la de INKV se
puede concluir que el resultado es debido a una contaminacion y, por lo tanto, es invalido.
Con un genoma de 986 bases, INKV tiene un producto de amplificacion de 208 pb para el
ensayo Cal/Bwa (bases 112-320). Para el ensayo BunC tiene un producto de amplifica-
cion del tamafio del segmento S, 986 pb. En el Apéndice A (pag. 50) se presenta informa-

cion detallada de la cepa de INKV utilizada como control.

1. Optimizacion del ensayo de RT-PCR para la deteccion de ortobunyavirus. Se im-
plemento los ensayos de RT-PCR utilizando condiciones de reaccion publicadas previa-

mente (Lambert y Lanciotti 2009). Se modificé la composicion de las reacciones del en-

25
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sayo BunC para acoplarlo al ensayo Cal/Bwa con las mismas condiciones de tiempo y
temperatura en el programa de termociclado. En la Figura 8 se observan los productos de
amplificacion de estos ensayos, separados mediante electroforesis en gel de agarosa y vi-
sualizados por tincién con bromuro de etidio. Se modificod la composicion de la mezcla de

reaccion de cada ensayo para disminuir el volumen total. En la Figura 8 se observa los re-

sultados de la implementacion.

Figura 8: Ensayo inicial de RT-PCR para deteccion de ortobunyavirus.
MM1 2 3 4 5 6 7 8 MM1 2 3 4 5 6 7 8

~900 -
1000 pb

En el panel A se observa los productos del ensayo Cal/Bwa. En el panel B se observa los
productos del ensayo BunC. Los carriles 1-4 son diluciones 1/100, 1/250, 1/500 y 1/1000 del
control de INKV. Los carriles 5-8 son controles negativos duplicados, de agua y sin plantilla.

Figura 9: Ensayo optimizado de RT-PCR para deteccion de ortobunyavirus.
MM1 2 3 4 56 7 8 9 10 11

< INKV, 50 pL INKV, 20 pL
f_/%
g
-
& ~200 pb
~900 pb

En los paneles A y B se observa los productos de amplificacion de los ensayos Cal/Bwa y BunC,
respectivamente. Se utilizo diluciones 1/100, 1/250, 1/500 y 1/1000 del ARN extraido del control de
INKYV. Los carriles 1-4 corresponden a reacciones de 50 pL con diluciones de INKV como plantilla,

los carriles 8-11 a reacciones de 20 uL. Los carriles 5 y 7 son controles negativos para las reacciones
de 50 y 20 pL.
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2. Deteccion de ortobunyavirus en Cx. taeniopus. Para detectar el ARN gendémico de
ortobunyavirus en acidos nucleicos se utilizo las pruebas estandarizadas. Un ensayo se
consider6 positivo si se observaba un producto de amplificacion de la longitud esperada.
Se trabajo con ARN extraido de dos tipos de muestra: lote de zancudos no-alimentados y
zancudos alimentados individuales. Para considerar positiva una muestra se requirid que
ambos ensayos (Cal/Bwa y BunC) tuvieran un resultado positivo. Se observo que el ensa-
yo BunC amplificaba inespecificamente acidos nucleicos, generando productos de ampli-
ficacién de muchos tamanos (datos no mostrados). Ya que este ensayo utiliza un solo ce-
bador corto (15 b), es posible que se una inespecificamente en acidos nucleicos con
secuencias similares. Debido a esto, se optd por considerar presuntamente positiva una
muestra con amplificacion del tamafio esperado para el ensayo Cal/Bwa. En la Figura 10

se observa un ejemplo del ensayo Cal/Bwa.

B. Tasa de infeccion por bunyavirus en Cx. taeniopus

La vigilancia de arbovirus en sus posibles vectores se basa en la captura sistematica de
artropodos y el andlisis de los mismos para detectar el virus. Recientemente la vigilancia
en artropodos se ha utilizado como una herramienta para prevenir o intervenir en brotes
de arbovirus transmitidos por zancudos (Gu et al. 2004, Condotta et al. 2004).
Generalmente la tasa de infeccion por un arbovirus en la poblacién de vectores es baja,
pero en las condiciones adecuadas la transmision puede aumentar y la tasa de infeccion en
los vectores puede alcanzar rapidamente niveles altos (Gu et al. 2008). Esto puede
resultar en eventos que afecten la salud humana o animal (Gu y Novak 2004, Vitek ef al.

2009).

En ausencia de altos niveles de transmision, es necesario analizar un gran numero de
zancudos para poder estimar adecuadamente la tasa de infeccion por el patdogeno en los
vectores (Gu et al. 2004, Katholi y Unnasch 2006). Debido al costo y dificultad de
analizar muchos zancudos individuales, generalmente se recurre al analisis de lotes de
zancudos. Estos lotes estan conformados por individuos que comparten caracteristicas de
interés. Entre estas caracteristicas se considera principalmente la especie, ya que es

importante identificar las especies vector (Condotta et al. 2004). También es necesario
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considerar el sitio y el periodo de captura, ya que al agregar multiples sitios y periodos en
el andlisis se pierde informacion de la transmision focal de arbovirus (Gu et al. 2008).
Debido a limitaciones técnicas (Vitek e al. 2009) y analiticas (Katholi y Unnasch 2006),
los lotes estan limitados a contener un maximo de individuos, tipicamente menor a 100.
Por esto, los lotes generalmente tienen un tamafio variable entre 1 y 50 zancudos (Katholi

y Unnasch 2006).

Figura 10: Fotografia de los productos de amplificacion del RT-PCR Cal/Bwa para
deteccion de ortobunyavirus.
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En ambos paneles (A yB) los extremos izquierdo y derecho son marcadores moleculares de ADN
de doble hebra con masa molecular a intervalos de 100 pb. Los carriles 1-21 contienen productos
de amplificacion de reacciones con muestra. El carril 22 contiene control negativo de agua y el
carril 23 contiene control positivo de INKV. Las bandas de amplificacion del tamafio esperado se
muestran rodeadas por un circulo blanco.

La proporcion de zancudos infectados en un periodo de tiempo es comunmente
estimada como la tasa minima de infeccion (MIR, por sus siglas en inglés). Este estimado

se basa en la suposicion de que al menos un zancudo esta infectado en cada lote positivo.
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Ya que no es posible saber si mas de un zancudo del lote estaba infectado, calcular la
MIR puede subestimar el nivel real de infeccion (Gu 2003, Katholi y Unnasch 2006). Una
alternativa para estimar la tasa de infeccion es el método del estimador de méxima

verosimilitud (MLE, por sus siglas en inglés).

En el método MLE se asume que la prueba de deteccion es perfectamente sensible y
especifica (i.e. siempre que hay infeccion ésta es detectada, y nunca se detecta si no la
hay), que cada zancudo es independiente de los demas (i.e. todos tienen la misma
probabilidad de estar infectados), y que todos los lotes estan distribuidos identicamente
(i.e. agrupar los zancudos no afecta la probabilidad de que estén infectados). Asumiendo
esto, aunque no se puede saber si hay mas de un individuo infectado en un lote positivo,
se puede asegurar que no hay individuos infectados en los lotes negativos. Tomando en
cuenta los lotes negativos y la cantidad de zancudos que continenen, es posible estimar la

probabilidad de que un solo zancudo esté infectado en la poblacion (Barker 2000).

Para estimar la tasa de infeccidon por ortobunyavirus en Cx. taeniopus se calculo la MIR
y el MLE a partir de los resultados del tamizaje molecular realizado con el ensayo
optimizado. Cada lote contenia como maximo 50 zancudos. En total, se analizo 114 lotes
de zancudos, que contenian 2942 Cx. taeniopus hembra. Las hembras no-alimentadas se
procesaron por lotes. Las hembras alimentadas fueron analizadas individualmente en otro
trabajo de tesis (Ramirez 2010) para determinar la fuente de la ingesta sanguinea. Por
esto, las hembras alimentadas se procesaron individualmente en este estudio. El Cuadro 1
muestra los datos de cada lote de Cx. taeniopus positivo para ortobunyavirus. Se observa
que, excepto el lote GU-2007-09991, los lotes positivos de zancudos no-alimentados
contienen el maximo posible de zancudos. Ya que mientras mas zancudos hay en el lote,
mas posible es encontrar uno positivo, se espera que para tasas de infeccion bajas la

mayoria de lotes positivos contenga un niimero grande de zancudos.

En contraste con los lotes positivos de Cx. faeniopus no-alimentadas, en el Cuadro 1 se
observa que los lotes positivos de zancudos alimentados contienen tanto cantidades
grandes como pequeiias de zancudos. Esto se espera cuando hay tasas de infeccion altas,

ya que la probabilidad de encontrar al menos un zancudo infectado en un lote con pocos
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zancudos es similar a la de encontrar varios zancudos infectados en un lote mayor. Como
se menciond en la metodologia, las Cx. faeniopus alimentadas fueron analizadas
individualmente. Esto se realiz6 como parte del estudio de arbovirus en Cx. faeniopus
mencionado anteriormente, para poder analizar la relacion entre la deteccion de ARN de
bunyavirus en un zancudo alimentado y la fuente de su ingesta sanguinea. Debido a los
resultados para zancudos alimentados individuales es posible observar que en varios
casos hay mas de un zancudo infectado por lote, a pesar de que estos contienen pocos
zancudos. Esto refuerza la explicacion de que lo observado se debe a una tasa de
infeccion alta. Debido a que la prueba de hipotesis desarrollada se basa en el resultado por
lote, se asign6 un resultado positivo a los lotes con al menos una hembra positiva para
ortobunyavirus. A los lotes sin hembras positivas por RT-PCR se asign6 un resultado

negativo.

Cuadro 1. Lotes de Cx. taeniopus no-alimentadas y alimentadas, positivos para
ortobunyavirus por RT-PCR. Se trabajo un total de 81 lotes de zancudos no-alimentados,
que contenian 2721 zancudos. Se trabajé un total de 33 lotes de zancudos alimentados,
que contenian 221 zancudos.

ID Lote Fe;cha colec’ta Cuadrante No. de zancudos por IndiYifiuos Trampa
(aflo-mes-dia) lote positivos

NA1* 2007-8-1 1 50 nd*** CDC
NA2 2007-8-29 2 50 nd CDC
NA3 2007-8-29 1 50 nd CDC
NA4 2007-8-29 1 50 nd CDC
NAS 2007-9-19 1 7 nd CDC
NA6 2007-11-8 1 50 nd CDC
AL1** 2007-1-12 1 1 1 CDC
AL2 2007-8-29 2 12 2 CDC
AL3 2007-11-8 2 50 10 CDC
AL4 2007-11-29 2 15 3 CDC
AL5 2008-1-30 1 2 1 Gravida
AL6 2008-2-19 2 12 1 CDC
AL7 2008-3-12 2 9 4 CDC
AL8 2008-6-5 1 9 1 CDC
AL9 2008-7-16 1 14 2 CDC

* zancudos no-alimentados;
** zancudos alimentados;
*** no determinado.
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Con los datos anteriores se calcul6 la tasa minima de infecciéon (MIR) y se estim¢ la
tasa de infeccion por el método MLE para las Cx. taeniopus alimentadas y no-
alimentadas. Se determin6 mediante una prueba de Mann-Whitney que hay una diferencia
significativa entre las tasas de infeccion de cada grupo (p = 0.0061, o = 0.05, datos no
mostrados), con una tasa de infeccion en zancudos alimentados con proporcidon ~25 veces
mayor a la tasa de infeccién en zancudos no-alimentados. Se ha observado que los
vectores competentes de bunyavirus presentan muchas veces la capacidad de transmision
vertical del virus a su decendencia (Borucki ef al. 2002). Si una hembra no-alimentada
estd infectada con un bunyavirus, es posible que el virus haya sido transmitido
verticalmente. Ya que la tasa de infeccion es significativamente mayor en zancudos
alimentados, podria suponerse que la presencia de un bunyavirus es debida a la ingesta de
sangre infectada. Esto sugiere que la poblacion de Cx. taeniopus analizada se alimentaba
de vertebrados susceptibles a la infeccion por ortobunyavirus, lo que podria ser un factor
importante para la adecuacion de Cx. faeniopus como un posible vector de los

ortobunyavirus en los sitios de estudio.

Para estimar la tasa de infeccion de la poblacion de Cx. taeniopus estudiada, se calculd
la MIR y se estimo6 la tasa de infeccion por el método MLE con los datos de todos los
lotes de zancudos. En la Grafica 1, en la pagina 32, se observa la tasa de infeccion
mensual estimada por ambos métodos. Para la estimacion de MLE se incluye los limites
de confianza al 95% (LC95%). El eje vertical se muestra en escala logaritmica de base 10

para poder evaluar las tasas de infeccion bajas y altas.

La tasa de infeccion de enero 2007 no pudo ser calculada por el método MLE, ya que
no se puede resolver el estimador si todos los lotes son positivos (C.R. Katholi,
comunicacion personal). En este caso un unico lote, con un solo zancudo alimentado,
resultd positivo. Debido a eso, la estimacion por MIR es el méaximo posible (1000
zancudos infectados por cada 1000 zancudos, es decir una tasa de infeccion del 100%).
Aunque es posible que la tasa de infeccion en ese mes sea muy alta, ya que el tGnico
zancudo de esa captura resultd positivo, no se puede confiar en esa estimacion porque el
tamafio de la muestra no cumple con los requisitos minimos para el estimador MIR

(Condotta et al. 2004).
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Grafica 1. Tasas de infeccion (MLE y MIR) por bunyavirus en Cx. taeniopus,
2007-2009. *, significativo por prueba de punteo, o = 0.05, pa = 0.005
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Los limites de confianza para el MLE son un reflejo del sesgo del estimador (Katholi y
Unnasch 2006). Es decir, mientras mayor sea el rango de confianza menos exacto es el
estimado. Debido a que la cantidad de lotes por cada mes es baja, los estimados de tasa de
infeccion cero (e.g. febrero 2007) tienen limites de confianza muy amplios. Esto es
porque con la cantidad de informacién disponible (i.e. solemante lotes negativos) no es

posible asegurar que la tasa de infeccion sea realmente cero.

Se puede observar que la tasa de infeccion estimada por ambos métodos es similar. Se
determind mediante una prueba de Mann-Whitney que no hay una diferencia significativa
entre las tasas de infeccion calculadas por cada método (p = 0.5787, o = 0.05). Esto
sugiere que la tasa de infeccion estimada es cercana a la tasa de infeccion real, ya que

MIR estima la tasa minima de infeccion posible con los resultados obtenidos.
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C. Prueba de hipotesis

El andlisis de datos de tasa de infeccion por patdgenos en sus vectores tipicamente no
incluye una hipotesis. Esto se debe a la dificultad del analisis de hipdtesis con los datos
obtenidos generalmente en los estudios de tasas de infeccion (Katholi et al. 2009). Para

analizar la hipotesis se modifico una metodologia publicada previamente (Gao et al.
2009).

Este método estd basado en una simulacion por computadora que construye zonas de
rechazo de hipdtesis en base a la estructura de los datos del estudio (Katholi 2006, Gao et al.
2009). Para esto, se modifico el protocolo propuesto por Gao y colaboradores, para adaptarlo
a las caracteristicas de la muestra analizada en este trabajo. Ademads, se modificé el protocolo
para adaptarlo al lenguaje R y optimizarlo para algoritmos de computacion paralela. El
método utilizado para probar una hipotesis sobre la tasa de infeccion p, de una infeccion
dentro de una poblacion de vectores requiere proponer una tasa de infeccion alternativa p,,.
Ya que se hipotetizo una tasa de infeccion de p, = 0.001 (1 zancudo infectado por cada 1000
zancudos), se utilizé una tasa de infeccion alternativa p, = 0.005, cinco veces mayor a la tasa
de infeccion hipotetizada (Gao et al. 2009). En el Cuadro 2, mas adelante, se muestra las

tasas de infeccion mensuales que son significativamente mayores a 0.001.

Cuadro 2. Resultados de la prueba de hipotesis para la tasa de infeccion mensual por
bunyavirus en Cx. taeniopus. Se muestra inicamente las tasas de infeccion indicadas
como significativamente mayores a 1 zancudo infectado por cada 1000 (a = 0.05).

Afio Mes Zancudos Lotes
Capturados Cantidad Positivos MLE MIR
1 1 1 1 - 1000*
7 301 9 1 3.63 3.32
2007 8 1198 29 4 3.58 3.34
9 229 7 1 4.43 4.37
10 441 13 2 5.13 4.54
1 6 3 1 183.50 166.67
2 193 6 1 5.34 5.18
2008 3 63 3 1 16.98 15.87
6 10 2 1 225.73 100.00
7 54 5 1 21.21 18.52

* Estimado no es confiable debido a que la muestra contiene un Unico zancudo y éste es positivo. Ver
discusion en la pagina 31.
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Se observa que la tasa de infeccion por ortobunyavirus en Cx. taeniopus es significati-
vamente mayor a 1 zancudo infectado por cada mil. Esto podria indicar que hubo bunya-
virus circulando en los sitios de estudio durante 2007-2008. Para que estos resultados ten-
gan mayor validez es necesaria la confirmacion de la infeccion en los zancudos mediante
cultivo celular. Ademas, para poder considerar a Cx. taeniopus como un vector de bunya-
virus en Guatemala primero es necesario: 1) demostrar la presencia del arbovirus en los
zancudos; 2) demostrar la competencia vectorial del zancudo mediante estudios controla-
dos en laboratorio; 3) demostrar que el zancudo se alimenta de posibles hospederos com-
petentes en la naturaleza; y 4) sabiendo lo anterior, demostrar que la abundancia del zan-

cudo es suficiente para la transmision del virus (H.M. Savage, comunicacion personal).

D. Densidad relativa de Cx. faeniopus

La tasa de infeccion por un arbovirus en un posible vector artropodo es un factor util
para vigilancia del patogeno (Katholi y Unnasch 2006). Pero, para definir mejor la impor-
tancia del patégeno como un riesgo es necesario el uso de otros indicadores, como la
abundancia del posible vector (Gu et al. 2008) o los patrones de alimentacion (Cupp et al.
1986). La densidad relativa es una medida estandarizada de la cantidad de zancudos que
fueron capturados y no esta sesgada por el esfuerzo de captura. En la Grafica 2, en la
pagina 36, se observa la densidad relativa de Cx. taeniopus en los sitios de estudio (cua-

drantes 1 y 2) y el resto de cuadrantes en Puerto Barrios.

Se observa que la distribucion de Cx. faeniopus es predominantemente rural. Datos re-
cientes indican que su habitat principal es el pastizal soleado (Equipo de investigacion
ArboZoo, CES-UVG, datos no publicados). Esto coincide con descripciones previas del
habitat donde este zancudo se alimenta y reproduce (Cupp et al. 1986, Forattini et al. 1991).

Se observa que la densidad relativa de Cx. taeniopus varia con el tiempo. Aparente-
mente la densidad relativa disminuye anualmente. Mediante un analisis de varianza de
Friedman se determind que si hay un cambio significativo en la densidad relativa media
de Cx. taeniopus (p = 0.0377, a = 0.05). Esta disminucioén en la densidad de una pobla-

cion de zancudos puede deberse a diversos factores, principalmente ambientales. Por
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ejemplo, el desplazamiento del hébitat natural del zancudo por modificaciones intencio-
nales para agricultura o ganaderia. Aunque en este caso se observa una disminucién en la
densidad del zancudo, modificaciones al ambiente pueden desplazar a los artrépodos a
nuevas areas con hospederos susceptibles u otras condiciones favorables para un aumento

en la transmision de algin arbovirus (Vasconcelos et al. 2001, Norris 2004, Elliot 2009).

Al comparar la tasa de infeccion por bunyavirus y la densidad relativa de Cx. taeniopus
se observa una similitud en los patrones de ambos (Grafica 3, en la pagina 37). Mediante
un analisis de correlacion de Spearman se determind que si hay correlacion entre la den-
sidad relativa y la tasa de infeccion por bunyavirus en Cx. faeniopus (r = 0.4360, p =
0.0204, oo = 0.05). La deteccion de un pico de tasa de infeccion con un retraso respecto al
pico de densidad relativa puede tener varias explicaciones. Podria ser que al haber mas
zancudos alimentandose, mas hospederos vertebrados estén expuestos al virus. Las pobla-
ciones de posibles hospederos cambian poco en periodos cortos de tiempo, por lo que la
disminucién en la poblacioén de posibles vectores aumenta la probabilidad de que un zan-
cudo se alimente de un vertebrado infectado. Esto, a su vez, aumenta la probabilidad de

capturar un zancudo infectado.

Es importante tomar en consideracion que este trabajo provee estimaciones de la tasa
de infeccion por ortobunyavirus en Cx. taeniopus a partir de técnicas moleculares de de-
teccion de acidos nucleicos. Se mencioné en los antecedentes que estas técnicas desplaza-
ron a los métodos tradicionales de deteccidon de virus, incluido el cultivo en células sus-
ceptibles para permitir el aislamiento viral. El cultivo celular es la técnica definitiva de
deteccion de una infeccion viral, ya que toma en cuenta Gnicamente particulas virales via-
bles. Como las técnicas moleculares pueden tener una alta sensibilidad, es posible que se
detecten particulas virales no viables, que podrian haber sido ingeridas por el zancudo atn
sin que éste sea un hospedero competente para la replicacion del virus. Debido a esto, hay
que recurrir a la confirmacion por cultivo celular de los resultados positivos. Sin esta con-
firmacion, no puede asegurarse que la presencia de ortobunyavirus en Cx. taeniopus tenga

alguna relevancia para la transmision del virus en la naturaleza.
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Grafica 2. Densidades de Cx. taeniopus, 2007-2009.
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Grafica 3. Tasa de infeccion (MLE) por bunyavirus y densidad relativa mensual de Cx. taeniopus, 2007-2009
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Entonces, son necesarios mas estudios para determinar la importancia de Cx. taeniopus
como un vector de bunyavirus. Este trabajo complementa otros estudios realizados alre-
dedor de Cx. taeniopus, que incluyen los patrones de alimentacion del zancudo y la pre-
sencia de otros arbovirus. Se espera que este trabajo sea de utilidad para quienes desarro-
llan estrategia de control de vectores y prevencion de enfermedades arbovirales. Se ha
observado que el control de vectores se realiza principalmente en areas urbanas (S. Sosa,
comunicacion personal). Se ha observado que bunyavirus de zonas selvaticas o rurales
pueden representar un riesgo a la salud humana en asentamientos urbanos, debido posi-
blemente al aumento del territorio ocupado por las ciudades (Moraes 2007). Estudiar
a Cx. taeniopus como un posible vector de bunyavirus en zonas rurales podria proporcio-

nar las bases para realizar control de vectores en lugares como los sitios de estudio.

Para justificar este tipo de estudios, también es necesario evaluar la posible importancia
de los bunyavirus directamente en la salud humana. Estd previsto evaluar las metodolo-
gias implementadas en este trabajo como posible herramienta de diagnéstico de enferme-

dades febriles de etiologia no determinada.



VIII. CONCLUSIONES

. Culex (Melanoconion) taeniopus puede encontrarse infectado por
ortobunyavirus en los sitios de estudio.

. La densidad relativa de Cx. faeniopus disminuy6 desde 2007 hasta 2009.

. Existe una correlacion entre la densidad relativa de Cx. taeniopus y la tasa de
infeccion por bunyavirus en los mismos.

. La tasa de infeccion por bunyavirus en Cx. taeniopus es significativamente
mayor a 1 zancudo infectado por cada 1000.
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IX. RECOMENDACIONES

. Se recomienda analizar Cx. taeniopus capturados en otros sitios para investigar
la posible infeccion con bunyavirus.

. Verificar el funcionamiento del ensayo de deteccion de ortobunyavirus
utilizando varios bunyavirus de identidad conocida.

. Realizar estudios de competencia vectorial de Cx. taeniopus con bunyavirus.

. Extender los estudios de patrones de ingesta sanguinea para identificar posibles
hospederos de bunyavirus en la naturaleza.

. Continuar con estudios sobre la biologia de Cx. taeniopus para definir su
importancia como posible vector de bunyavirus u otros arbovirus.
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XI. APENDICE A
Control positivo de INKV

Control positivo: Inkoo virus cepa KN 3641
Secuencia del segmento S del virus /nkoo marcada con los sitios de hibridacion de cada par de
cebadores (ver clave de colores al final):

>inkv-kn3641-s inkoo virus strain kn3641 segment s;dbxref=vbrc:94284

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

AGTAGTGTGC
tacttggttg
TTTGATCCAG

11...

TCCACttgaa
atatgggaga
ATGCAGggtt

gcagccgtta
ccggagcgga
TTTCCTGGAA

ggatcttctt
aagctactcc
ACAGGAACAA

ggatatttag
gaactcataa
aatggcccag
aaattctacc
tacctaaaga
cagaagacag
ggaggactta
acaagagcag
tggttaaaat
gcataatggg
aaatgtattc

caagatgggt
gaagcaccat
aaatttatct
ctttaaccat
aggcacttag
tgctcattgc
gtgatgctgc
tgacgaaatt
tcaattctta
tgggtggtag
aGTGGAGCAC

21...
tactttgaga
tttggttttc
tgtggcattt
ccttaatgca
taaatttgga
cccaattggt
ccttgagcat
cataaacccg
ttcattctte
tggaatttac
gcaacgttat
taaaagccta
aagaactttc
tgagtaaatt
taattggctt
gggacagcaa
ACTACT

31...

atatattgaa
tatgatgaag
atggctgacc
gcaaaagcca
gagtggcagg
aacaacgatc
ttcactgaag
attgcagaat
ccaggaacag
agagtcaagc
ggcaccttga
aaggatgttg
ttgatcaaat
ttggattaat
ccaaaaggtc
cttaatagat

41...

ataaacttct
catccacagg
atggagaatc
aagctgctct
tggagattgt
ttaccatcca
atgacgatga
caaatggcat
aaatgtttct
atggtatgat
ctgcagagaa
agcagcttaa
ttggtgtaaa
aaattgacaa
ttatgaccat
ctcaggtcat

51...

ataaaaggca
tGCAAATGGA
tatcaatttg
cgctcgtaaa
caataATCAT
ccggctttcet
gtcccaaaga
tcattggaac
agaagttttc
ggatcctcag
atggatggca
atggggaaga
gctgccttaa
attttacaat
aaacatagca
tgatttagtt

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores, sitio de hibridacion y longitud del segmento
amplificado con su pareja

Cebador Secuencia (5°>3°) H?b-ridaci(m (b) Longitud
Inicio Fin (pb)
Cal/BwaF  GCAAATGGATTTGATCCTGATGCAG 112 136
Cal/BwaR TTGTTCCTGTTTGCTGGAAAATGAT 320 296 209
BunC F AGTAGTGTGCTCCAC 1 15
BunC R AGTAGTGTGCTCCAC 986 972 986

5

0

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



XII. APENDICE B

Identificacion morfologica de hembras Cx. taeniopus adultas

Como parte del trabajo de identificacion de zancudos capturados, se almacena especi-
menes completos en una coleccion del equipo ArboZoo. Se utiliz6 una clave previamente
publicada (Sallum y Forattini 1996) para comprobar la identidad de los especimenes de la
coleccion inicialmente identificados como Culex (Melanoconion) taeniopus. El uso de es-
ta clave fue sugerido por H.M. Savage, un colaborador de DVBID experto en el
ro Culex (M. Miiller, comunicacion personal). Este trabajo fue realizado con el apoyo y la

supervision de Maria Luisa Miiller, entomologa del equipo ArboZoo.

Se selecciond especimenes completos identificados como Cx. taeniopus para identifi-
carlo morfologicamente segun la clave de Sallum y Forattini. En base a estos caracteres
se confirmo la identidad de los especimenes seleccionados. Esta confirmacion respalda la
identificacion de los especimenes analizados en este trabajo de tesis. Un espécimen con-
firmado como Cx. taeniopus fue depositado en la coleccion de referencia del Laboratorio
de Entomologia Sistematica, Centro de Estudios Ambientales y Biodiversidad, UVG. El
espécimen esta disponible a solicitud para su observacion. A continuacion se presenta una

descripcion de los caracteres morfoldgicos presentes en Cx. taeniopus:

1) Escamas delgadas del vertex numerosas, parche de escamas anchas y espatuladas

restringido a laterales del vertex (Figura 1);
2) Pleura con parche de escamas blancas espatuladas (Figura 2);

3) Tarsomeros traseros 1-4 con anillos blancos en las articulaciones, tarsomero 5 cu-

bierto completamente por escamas blancas (Figura 3).

En la Figura 4 se sefiala la localizacion de los caracteres en el insecto.
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Figura 1: Vertex de Cx. taeniopus (superficie superior de la cabeza). La flecha en el pa-
nel A sefiala las escamas delgadas. La flecha en el panel B senala el parche de escamas
anchas y espatuladas.

Figura 2: Pleura con dos parches de escamas blancas espatuladas. Las flechas senalan los
parches de escamas.




Figura 3: Pata trasera
de Cx. taeniopus. Los nimeros en
la derecha identifican cada tarso-
mero de la para trasera (delimita-
dos por las lineas horizontales pun-
teadas). Se observa el anillo blanco
caracteristico en cada articulacion
entre los segmentos 1—4. Se obser-
va el segmento 5 cubierto comple-
tamente por escamas blancas. La
barra en la esquina inferior iz-
quierda indica la escala.
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Figura 4: Hembra adulta de Cx. taeniopus. Las
etiquetas indican la localizacion de: a) el vertex,
b) la pleura, y c) las patas traseras.




Pagina dejada en blanco intencionalmente.



	Prefacio

	Contenidos

	Tabla de contenidos

	Lista de figuras 
	Figura 1: Esquema de corte transversal de un virión típico de la familia Bunyaviridae.
	Figura 2: Ilustración de la reorganización genómica en un bunyavirus.
	Figura 3: Ciclo de replicación de los virus de la familia Bunyaviridae.
	Figura 4: Transmisión de bunyavirus por artrópodos en la naturaleza.
	Figura 5: Hembra adulta de Cx. taeniopus.
	Figura 6: Sitios de estudio.
	Figura 7: Esquema del programa de RT-PCR utilizado para amplificar ARN de ortobunyavirus.
	Figura 8: Ensayo inicial de RT-PCR para detección de ortobunyavirus.
	Figura 9: Ensayo optimizado de RT-PCR para detección de ortobunyavirus.
	Figura 10: Fotografía de los productos de amplificación del RT-PCR Cal/Bwa para detección de ortobunyavirus.

	Lista de cuadros

	Cuadro 1. Lotes de Cx. taeniopus no-alimentadas y alimentadas, positivos para ortobunyavirus por RT-PCR. Se trabajó un total de 81 lotes de zancudos no-alimentados, que contenían 2721 zancudos. Se trabajó un total de 33 lotes de zancudos alimentados, que contenían 221 zancudos.
	Cuadro 2. Resultados de la prueba de hipótesis para la tasa de infección mensual por bunyavirus en Cx. taeniopus. Se muestra únicamente las tasas de infección indicadas como significativamente mayores a 1 zancudo infectado por cada 1000 (α = 0.05).

	Lista de gráficas

	Gráfica 1. Tasas de infección (MLE y MIR) por bunyavirus en Cx. taeniopus, 20072009. *, significativo por prueba de punteo, α = 0.05, pa = 0.005
	Gráfica 2. Densidades de Cx. taeniopus, 2007-2009.
	Gráfica 3. Tasa de infección (MLE) por bunyavirus y densidad relativa mensual de Cx. taeniopus, 2007-2009


	Capítulos

	Introducción
	Antecedentes
	Los bunyavirus
	Estructura de los virus
	Estructura y organización del genoma
	Replicación

	Estudios basados en el genoma viral
	Principales enfermedades asociadas a los bunyavirus
	Ecología y distribución
	Artrópodos vectores de bunyavirus

	Justificación
	Objetivos
	Hipótesis
	Marco metodológico
	Procedimiento
	Muestreo
	Procesamiento de zancudos colectados
	Pruebas de laboratorio
	Estandarización de los ensayos de RT-PCR para amplificación del ARN viral


	Análisis estadístico

	Resultados y discusión
	Detección de ortobunyavirus en zancudos
	1. Optimización del ensayo de RT-PCR para la detección de ortobunyavirus
	2. Detección de ortobunyavirus en Cx. taeniopus

	Tasa de infección por bunyavirus en Cx. taeniopus
	Prueba de hipótesis
	Densidad relativa de Cx. taeniopus

	Conclusiones
	Recomendaciones

	Bibliografía
	Apéndices

	Apéndice A
	Apéndice B




