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RESUMEN

Los Flavivirus (Familia Flaviviridae) son virus transmitidos por zancudos que causan
morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. Dentro de los Flavivirus mas importantes se
encuentran los virus de Fiebre Amarilla, Dengue, Virus de Encefalitis de San Luis y Virus del
Oeste del Nilo. El Virus del Oeste del Nilo (VON) es causante de varias patologias incluyendo
meningitis y encefalitis. Para comprender mejor la biologia del VON y de otros Flavivirus
transmitidos por zancudos, en este estudio se analizd la abundancia de zancudos de la especie
Culex quinquefasciatus y la presencia de VON y otros Flavivirus en zancudos de dicha especie
capturados en el 2006.

Al comparar la abundancia de los zancudos capturados en los diferentes sitios (rurales y
urbanos) se encontré6 que en sitios rurales se capturan menos zancudos significativamente.
Asimismo, al comparar la abundancia de los zancudos capturados con dos tipos de trampas (CDC
y gravida) se encontrd que no existe diferencia significativa en la eficiencia de ambos tipos para
capturar Culex quinquefasciatus.

Para la deteccion de Flavivirus en Culex quinquefasciatus se estandarizd una técnica
molecular utilizando los iniciadores especificos para Flavivirus FU2 y cFD3, la cual se utilizo
como primer tamizaje. El segundo tamizaje se realiz6 utilizando los iniciadores FU1 y cFD2. Se
detectd amplificacion del genoma de Flavivrus en 9 grupos o “pools” de zancudos. Para la
deteccion de VON en Culex quinguefasciatus se utilizo la técnica de TagMan, con la cual no se
encontrd ningun positivo.

Al analizar los resultados moleculares (tasa minima de infeccidn) se encontré que no existe
diferencia significativa en la infeccion por Flavivirus en Culex quinquefasciatus por tipo de
habitat y por tipo de trampa. Los resultados del analisis de la tasa minima de infeccion en el
tiempo podrian sugerir que la transmision por Flavivirus en Culex quinquefasciatus de Puerto
Barrios tiene cierta estacionalidad.

En general, los resultados obtenidos proveen herramientas para definir mejor la biologia de los
Flavivirus que circulan en Culex. quinquefasciatus de Puerto Barrios. En caso de identificar a
Culex quinquefasciatus como vector de algin Flavivirus potencialmente peligroso para la salud

humana o animal, se pueden implementar estrategias especificas de control vectorial.

Xii



I.  INTRODUCCION

Dentro de los virus causantes de maltiples enfermedades a humanos y otros vertebrados,
se encuentran los arbovirus (en inglés “arthropod-borne virus™). Se denominan de tal manera,
ya que su transmision es a través de artropodos que se alimentan de sangre (zancudos,
garrapatas, etc.). Estos artropodos mantienen los virus en la naturaleza transmitiéndolos a
hospederos susceptibles. Los arbovirus que pueden causar encefalitis humana pertenecen a
las familias Flaviviridae, Togaviridae y Bunyaviridae (CDC, 2005 [a]).

Los Flavivirus pertenecen a la familia Flaviviridae. Su genoma es de ARN de simple
hebra positiva. Entre estos, los virus mas importantes causantes de morbilidad y mortalidad
alrededor del mundo, son los virus de Fiebre Amarilla, Dengue, Virus de Encefalitis de San
Luis y Virus del Oeste del Nilo (Burke y Monath, 2001).

El Virus del Oeste del Nilo (VON) es causante de varias patologias, incluyendo
meningitis, encefalitis y en casos extremos, la muerte. En los afios 90, la distribucion
geografica del virus estaba limitada a Africa, el medio oriente, India y Asia, con epidemias
ocasionales en Europa. En 1999, caus6 un brote en Nueva York, Estados Unidos. Para
diciembre del 2002, el virus se habia expandido a casi todo el pais. En los afios posteriores,
continu6 expandiéndose, llegando a México, El Caribe y El Salvador (Davis, et. al. 2003).

A partir del 2003, se realizaron estudios en Guatemala, para detectar la presencia del
VON en varios departamentos (Morales-Betoulle, et.al. 2006). Gracias a estos estudios, se
detectd la circulacion del VON en el departamento de Izabal. En el 2006, se comenzd un
nuevo estudio basado en la hipétesis de un posible foco de transmision en el municipio de
Puerto Barrios, en este mismo departamento. A pesar de tener evidencia seroldgica de la
circulacion del virus en el municipio de Puerto Barrios, ain no se ha detectado en zancudos.
Por consiguiente, atn no se ha identificado el o los posibles vectores del VON.

En Estados Unidos, varias especies del género Culex son vectores principales del VON.
Entre ellos se encuentran: Culex quinquefasciatus, Culex pipiens y Culex restuans (Petersen y
Marfin, 2002). Culex quinquefasciatus es una especie con distribucion geografica amplia.
Ademas, es un vector importante de algunos arbovirus y de ciertas filiariasis (NSW, 1996).

Por otro lado, es importante comprender la biologia y el ciclo de transmision de los virus
dafiinos para proteger la salud humana y animal. Para ello, se debe conocer el o los vectores
potenciales del virus. Algunos factores tales como las densidades de poblaciones de
zancudos, las preferencias de alimentacion, la capacidad del vector para infectarse y
transmitir el virus, necesitan ser estudiados para determinar el papel de una determinada

especie en la transmision del virus (Turrell, et. al. 2001).



Para comprender mejor la biologia del VON y de otros Flavivirus transmitidos por
zancudos, se desea estudiar la abundancia de las poblaciones de Culex quinquefasciatus, asi
como también la presencia del VON vy otros Flavivirus en Culex quinquefasciatus capturados
en el 2006 dentro del estudio del foco de transmision. Y de esta manera, lograr asociar a

dicha especie como vector potencial del VON vy de otros Flavivirus.



Il.  ANTECEDENTES

A. Historia y epidemiologia de algunos Flavivirus

El género Flavivirus estd compuesto de mas de 70 virus. De estos, 40 virus han
sido asociados con enfermedades humanas, tales como el Virus de Dengue, Virus del Oeste
del Nilo (VON), Virus de Fiebre Amarilla, Virus de Encefalitis Japonesa y Virus de
Encefalitis de San Luis (Burke y Monath, 2001). Dentro de los Flavivirus que circulan en
Centro América se encuentran el Virus Jutiapa, el Virus de Encefalitis de San Luis, el dengue
y el VON. Estos dos Ultimos han sido de preocupacion para la salud publica en diferentes
localidades en todo el mundo (Kuno, et. al. 1998).

El Virus Jutiapa lleva ese nombre porque fue aislado en 1969 en el departamento de
Jutiapa, en Guatemala. No se conoce el vector, pero se aislo a partir de roedores. No se ha
observado hasta el momento ningln caso de patologia en humanos, y por €so no ha sido de
tanto interés ni ha sido estudiado a profundidad. A pesar de esto, se ha observado en varias
investigaciones que puede causar la muerte en roedores recién nacidos (Karabatsos, 1985).

El Virus de Encefalitis de San Luis es un virus transmitido por zancudos. Antes de la
introduccion del VON a Norte América, era el Flavivirus de mayor importancia médica en
Estados Unidos. Se aislo por primera vez en 1933 (en St. Louis, Missouri). Este virus circula
en Centro América y en Ameérica del Sur, generalmente en aves. Los casos de enfermedad
humana son raramente observados en estas regiones (Shroyer, 2004).

El Dengue se habia mantenido como enfermedad endémica en algunos paises de Asia
antes de la Segunda Guerra Mundial. Fue aislado por primera vez en 1943 (OPS, 2000). A
partir de 1944, se propag0 a otras regiones del mundo; entre éstas, América. A finales del
Siglo XX, en sus diferentes formas —dengue hemorragico y sindrome de choque del dengue —
afectaba cerca de 80 millones de personas al afio (Kuno, et.al. 1998).

Para el afio 2000, en Guatemala se notificaron 5,963 casos clinicos, en la semana
epidemioldgica 40. Se observo en este afio, un aumento de 85% del nimero de casos clinicos
notificados el afio anterior en el mismo periodo. Durante el afio 2000, se confirmaron 18 casos
de dengue hemorragico con seis defunciones y una tasa de letalidad de un 33%. Se observé
una incidencia acumulada de 52.38 casos por 100,000. Para ese entonces, los departamentos
maés afectados eran Zacapa, Santa Rosa, Escuintla y El Progreso. Durante ese afio, el serotipo
DEN-2 fue el Gnico aislado (OPS, 2000).

El VON ha sido causante de multiples brotes de meningitis alrededor del mundo (Kuno,
et. al. 1998). Fue aislado e identificado por primera vez en 1937 a partir de una persona

infectada en la regién del Oeste del Nilo en Uganda. Desde 1937, habia causado brotes



infrecuentes relacionados principalmente a fiebres. Sin embargo, la frecuencia y la severidad
en los sintomas aumentaron a mediados de los afios 90. Hasta 1999, el virus se encontraba
unicamente en el hemisferio este, con una amplia distribucion en Africa, Asia, el Medio
Oriente y Europa (Petersen y Marfin, 2002).

El primer brote causado por el VON en Estados Unidos fue en Nueva York, en 1999. En
los afios subsecuentes, el virus se expandi6 al este y norte, luego al sur y oeste del pais. En
los afios posteriores continud expandiéndose, llegando a Latino Américay El Caribe. (Komar
y Clark, 2006). La teoria de expansion del virus es que los principales hospederos
introductorios son las aves migratorias. Esto es debido a que al final del verano aumentan los
casos de enfermedad por VON en USA, que coinciden con la llegada de concentraciones
elevadas de aves migratorias (Rapoole, et. al. 2000).

La mayoria de las infecciones humanas por VON son asintomaticas. La fiebre es el
sintoma mas comuln observado en humanos. Otros sintomas incluyen dolores de cabeza,
dolor de cuerpo, anorexia, nausea, diarrea y debilidad muscular. Estos sintomas se observan
en el 20% de los casos. Menos del 1% de los casos desarrollan la enfermedad neuroinvasiva,
gue comienza con encefalitis y/o meningitis, y resulta en paralisis, coma, y posteriormente la
muerte. La mortalidad por la enfermedad neuroinvasiva es cerca del 10% (WHO, 2007).

El ciclo epidemioldgico del VON se muestra en la Figura 1. Este ciclo comienza con la
amplificacion del virus en un ciclo ave-zancudo-ave, por medio de la picadura ocasional de
un zancudo vector primario. EIl zancudo vector primario es un zancudo ornitofilico que
mantiene el virus entre los reservorios naturales. Las aves son los reservorios naturales, es
decir que amplifican el virus lo suficiente como para infectar a un zancudo vector en el
momento de la picadura (Dauphin, et. al. 2004). Cuando las condiciones ambientales
promueven la amplificacién del virus, los zancudos vectores que sirven como puente de
infeccion de los reservorios naturales a hospederos incidentales, se infectan con el virus y
posteriormente transmiten el virus de aves a estos hospederos incidentales. Entre los
hospederos incidentales se encuentran los humanos y otros mamiferos, como los equinos
(Petersen y Marfin, 2002). Dentro de los factores ambientales que afectan el ciclo de
amplificacion, se encuentran: el clima, depredadores y parasitos del vector y del hospedero,
asi como también el estado inmunoldgico del hospedero.

Es importante conocer las caracteristicas moleculares, y algunos factores ecoldgicos
como la transmision y la biologia de los vectores para comprender mejor la biologia y el ciclo
de transmision de los virus.

En la seccion a continuacion, se presentan las caracteristicas moleculares de los

Flavivirus en general y del VON especificamente



Figura 1. Ciclo de Transmision del VON.

Reservorio

Comienza con un primer ciclo de amplificacion del virus, zancudo (vector primario) — ave
(reservorio natural). Cuando hay suficiente amplificacion, un zancudo vector puente transmite
el virus a los hospederos incidentales (equinos, humanos y otros mamiferos).

(Modificado de CDC, 2005 [b])

B. Caracteristicas Moleculares de los Flavivirus
1. Flavivirus

a. Estructura del genoma: El genoma de los Flavivirus consiste en una simple

hebra de ARN en sentido positivo (ver Figura 2). Ademas, consiste de 11,000
a 12,000 nucledtidos de longitud. EI genoma codifica 10 proteinas funcionales, 3 estructurales
y 7 no estructurales (Petersen y Roehrig, 2001). Durante la traduccién, varias enzimas
(proteasas) cortan el polipéptido generado en estas proteinas funcionales. Algunas de estas
proteasas son proveidas por las células del hospedero (Brinton, 2002).

Dentro de las proteinas estructurales se encuentran la proteina de la capside (C),
de membrana (M) y de envoltura (E). La proteina M es sintetizada como una proteina
precursora (prM). La proteina prM es procesada a pr + M durante la maduracion del virus por
una convertasa (furina). Las proteinas no estructurales son NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b y NS5, son proteasas, polimerasas, etc (Petersen y Roehrig, 2001).



Figura 2. Estructura del Genoma de los Flavivirus.
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NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5).

(Modificado de Keen, 1999)

b. Replicacion: La replicacion de los Flavivirus se lleva a cabo en el citoplasma y

dura 20 — 30 horas (Keen, 1999). EI genoma es muy similar al ARN mensajero

(mARN) excepto por la ausencia del extremo poli-adenilado (poli-A). Por esta razon, el virus

es capaz de utilizar la maquinaria celular para la sintesis de las proteinas tanto estructurales,
como no estructurales (Burke y Monath, 2001).

La union y entrada (Figura 3.1 y 3.2) es por medio de una interaccién de las
proteinas E con receptores. La endocitosis estd mediada por un receptor o se puede realizar
por medio de la fusién directa de la envoltura a la membrana plasmatica (Brinton, 2002).
Estos receptores celulares aun no se conocen, pero deben de estar ampliamente distribuidos
en el cuerpo en los sitios de infeccion con Flavivirus (Keen, 1999). Luego de la entrada a la
célula, hay una acidificacion de las vesiculas pre-lisosémicas, lo que permite la fusién con la
membrana. La nucleocépside se libera al citoplasma por medio de un cambio en la
conformacion de la proteina E y posteriormente se realiza el desensamblaje del virion (Figura
3.3y 3.4). El ribosoma celular es crucial para la replicacion de los Flavivirus, ya que este
traduce el ARN en una poliproteina (Figura 3.5) (Brinton, 2002).

Una vez traducida la poliproteina, ésta es cortada por una serie de proteasas, tanto
virales como celulares, para generar polipéptidos. Uno de estos polipéptidos, es una
polimerasa (proteina no estructural) encargada de sintetizar la hebra complementaria de ARN
en sentido negativo (Figura 3.6). Esta hebra es utilizada como templado para la sintesis del
ARN gendmico de la progenie (Brinton, 2002).

Subsecuentemente, las particulas virales son ensambladas en las vacuolas del
citoplasma. Se sintetiza y acumula la envoltura y ocurre la lisis celular (Figura 3.7 — 3.9)
(Brinton, 2002).



Figura 3. Replicacion de los Flavivirus.
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El virus entra a la célula por la interaccion de la proteina E con receptores de membrana (1 y
2). Se fusiona con la membrana (3), y la nucleocéapside se libera al citoplasma y se realiza el
desensamblaje del virion (4). El ribosoma traduce el ARN en una sola poliproteina (5), y la
polimerasa sintetiza la hebra complementaria en sentido negativo (6). Las particulas virales
son ensambladas (7), se sintetiza y acumula la envoltura y ocurre la lisis celular (8 y 9).
(Modificado de Burke y Monath, 2001)

2. Virus del Oeste del Nilo: Los viriones del VON tienen ~ 50 nm de didmetro, son

esféricos y envueltos. La nucleocépside tiene un diametro de 25 nmy estd compuesta
de multiples copias de la proteina C (Brinton, 2002).

Como tipico miembro del género Flavivirus, el Virus del Oeste del Nilo (VON) es un
virus de ARN de simple hebra en sentido positivo. EI genoma tiene una longitud de 11,029
nucledtidos y contiene un solo marco abierto de lectura de 10,301 nucleétidos (Brinton,
2002). La estructura del genoma y su replicacion es la de un Flavivrus comdn (Ver paginas 6
-8).



C. Transmision y prevencion

Una de las caracteristicas mas importantes para la transmision viral es su capacidad de
reproducirse en su vector, ya que sin ella no podrian ser transmitidos de un hospedero a otro
(Keen, 1999). Las etapas para la transmision bioldgica de los Flavivirus se resumen en la
Figura 4: 1) Ingestion de sangre que contiene el virus; 2) Infeccion de las células epiteliales
en el mesenterdn; 3) Escape del virus de las células del mesenteron; 4) Infeccién de las
glandulas salivares, y; 5) Secrecién del virus en la saliva durante la realimentacién en un

hospedero susceptible (Burke y Monath, 2001).

Figura 4. Etapas requeridas para la infeccion con Flavivirus y su transmision por un

artropodo.

Mesenterdn

Glandulas
Salivares

El artropodo ingiere sangre que contiene el virus (1). Las células epiteliales en el mesenterdn
se infectan (2). El virus escapa de las células del mesenteron (3). Las glandulas salivares del

artropodo de infectan (4). El artropodo secreta el virus en la saliva durante la realimentacion

en un hospedero susceptible (5).

(Modificado de Burke y Monath, 2001)

La clave para la prevencién de la enfermedad humana y animal asociada al VON y otros
Flavivirus es la respuesta apropiada a la informacion proveida por la vigilancia. Una
vigilancia completa en el caso de las enfermedades arbovirales comprende: la vigilancia en
aves, zancudos y en humanos (AMCA, 2005). También es importante enfocarse en los
vectores, identificar sus criaderos y realizar un control a través de la captura de larvas y
zancudos adultos. Para ello se debe saber cuél es el vector principal y conocer su biologia
(AMCA, 2005).



D. Vectores

De los 73 virus que comprende el género Flavivirus, 34 son transmitidos por zancudos,
17 por garrapatas, y 22 son agentes zoon6ticos transmitidos (generalmente entre roedores y
murciélagos) por un vector desconocido (Burke y Monath, 2001). EI VON ha sido aislado de
los zancudos del género Culex, Aedes, Ochlerotatus, Anopheles y otros, en Asia, Africa y
Estados Unidos (Brinton, 2002). Sin embargo, los Culex son los més susceptibles a la
infeccién por el VON. Probablemente, los vectores primarios (que amplifican el virus dentro
de las poblaciones de aves) mas importantes son Culex pipiens, Culex restuans y Culex
quinquefasciatus, por su capacidad vectorial, tasas de infeccién y preferencias de
alimentacion (Zinser, et. al., 2004; Virgina Arbovirus Plan, 2005). Sin embargo, los vectores
puente entre aves y mamiferos no estan bien identificados (Petersen y Marfin, 2002).

Culex quinguefasciatus representa una de las especies veterinaria y médicamente
importante (ISSG, 2006) entre los zancudos. Es vector de algunos Flavivirus tales como el
Virus de Encefalitis de San Luis en el este y sur de Norte América, el VON en el sur de
Estados Unidos y Europa. Se considera un vector puente y primario extremadamente
eficiente del VON. Ademaés, también es vector de otros patdgenos tales como Wuchereria
bancrofti y malarias aviares como Plasmodium relictum (ISSG, 2006). En Hawai, Culex
quinquefasciatus es un vector ciclopropagativo (en el cual el patégeno experimenta un
desarrollo y multiplicacién adicional) de malarias aviares, y un vector mecénico (en el cual el
patdgeno es acarreado en la patas y en la proboscis) de viruela aviar (ISSG, 2006).

A continuacion se presentan las caracteristicas morfologicas y biologicas de Culex

quinquefasciatus.

1. Culex quinguefasciatus: La hembra adulta de Culex quinquefasciatus es de
tamafio mediano (menor a 3/16 pulgadas de longitud). Son de color café y los tergos
abdominales contienen escamas oscuras con bandas basales palidas que se estrechan en los
laterales. No tienen bandas blancas en las patas, excepto por un parche de escamas pélidas en
la unién de la tibia con el primer tarsomero. La proboscis es oscura, pero contiene algunas
escamas claras al centro en la parte inferior. El escuto contiene escamas finas doradas y de
color bronce. Las alas contienen escamas oscuras y son venosas. Tiene palpos cortos y no
tiene cerdas pre y post-espericulares (ISSG, 2006). En la Figura 5, se puede observar una

fotografia de una hembra de Culex quinquefasciatus.
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Figura 5. Hembra adulta de Culex quinquefasciatus.
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(ISSG, 2006)

a. Ecologia
1) Distribucion geogréafica: Culex quinquefasciatus tiene una distribucion
geografica amplia. Es nativo de Norte América, pero se encuentra también
a través de tropicos y subtrdpicos, incluyendo todo el grupo de islas en el Pacifico (ISSG,
2006). Generalmente se asocia con lugares donde habitan humanos. Particularmente, se
encuentra en reas urbanas (NSW, 1996).
2) Vias de invasion a nuevas localidades: Existen varias vias de invasion del
zancudo a nuevas localidades, entre ellas via aérea, maritimay zancudos
transportados por el viento. Por via maritima se acarrean principalmente zancudos en etapas
inmaduras de su ciclo de vida (Kilpatrick, et.al. 2004)
3) Nutricion: Informacién publicada en Estados Unidos, sugiere que Culex
guinquefasciatus se alimenta principalmente de aves, y en un menor
porcentaje de humanos (< 1% del tiempo). Otros estudios mas recientes, sugieren que Culex
quinquefasciatus se alimenta igualmente de humanos y aves. Otros analisis de ingesta
sanguinea de ésta especie en dos sitios urbanos y un sitio boscoso, sugieren que los zancudos
son oportunistas que se alimentan facilmente de aves o humanos (ISSG, 2006). Usualmente
se alimentan por la noche, ya sea en interiores o exteriores (NSW, 1996).
4) Ciclo de vida: El ciclo de vida de los zancudos esta representado en la
Figura 6 y consta de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto. Las
hembras
necesitan alimentarse para obtener suficiente sangre, y asi poder desarrollar sus huevos. Culex
guinquefasciatus, al igual que todos los zancudos, necesita agua para completar su ciclo de
vida, ya que es alli donde depositan sus huevos después de la ingesta sanguinea (Alameda
Country Mosquito Abatement, 2007). Culex quinquefasciatus generalmente oviposita de 2 a

8 dias después de alimentarse (Salazar y Moncada, 2004).
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Figura 6. Ciclo de vida de Culex quinquefasciatus.
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Consta de cuatro etapas: huevo, larva, pupay adulto. Las primeras 3 etapas son acuaticas.
(Modificado de Enchanted Learning Search, 2007)

a) Huevo: Los huevos son depositados uno a la vez en el agua y se unen

unos con otros para formar una balsa de huevos, de 200 a 300 huevos.

Los Culex quinquefasciatus depositan sus huevos por la noche en la superficie del agua.

Prefieren ovipositar en recipientes, toneles, barriles, estanques ornamentales, piscinas,

charcos, rios o0 &reas pantanosas. Pueden depositar cada 3 tres noches durante su etapa adulta

(Alameda Country Mosquito Abatement, 2007). Una balsa de huevos (Figura 7) se ve como

una mancha de hollin flotando en el agua y mide ¥ de pulgada de largo y 1/8 de pulgada de

ancho. La mayoria de huevos maduran a larva de 24 a 48 horas (Alameda Country Mosquito
Abatement, 2007).

Figura 7. Representacion grafica de una balsa de huevos.
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(Alameda Country Mosquito Abatement, 2007)
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b) Larva: La larva vive en el agua y sale a la superficie para respirar por

medio de un aparato parecido al tubo de respiracion de los buzos. Se

alimenta de microorganismos y materia organica en el agua. Viven de 7 a 14 dias debajo del
agua dependiendo de la temperatura del agua (Alameda Country Mosquito Abatement, 2007).
Las larvas mudan su piel cuatro veces y crecen después de cada muda. Las etapas dentro de
cada muda se llaman estadios (Alameda Country Mosquito Abatement, 2007). El cuarto
estadio se representa en la Figura 8, y llega a medir hasta % pulgada. Después de la cuarta

muda, se convierten en pupa (Jarratt, et. al. 2004).

Figura 8. Representacion gréfica de una larva en el cuarto estadio de Culex quinquefasciatus.
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(Modificado de Jarratt, et. al. 2004)

c) Pupa: La pupa (Figura 9) vive en el agua de 1 a 4 dias antes de
convertirse en adulto. Es menos densa que el agua, y por tal razén flota
en el agua. Es una etapa de reposo, pero existen momentos en los que se inquieta, salta y

vuelve a reposar en la superficie del agua. La pupa no se alimenta, Unicamente toma oxigeno
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por medio de dos tubos de respiracién llamados “trompetas”. Después de la maduracion
completa de la pupa, emerge el zancudo adulto y reposa en la superficie del agua hasta que su

cuerpo esté completamente seco (Alameda Country Mosquito Abatement, 2007).

Figura 9. Representacion grafica de una pupa.

(Alameda Country Mosquito Abatement, 2007)

d) Adulto: Varios dias después de emerger como adulto, la hembra

comienza a buscar fuentes de alimentacion, ya sea aves o mamiferos. El

tiempo de vida de los zancudos depende de varios factores, tales como humedad, temperatura,

tiempo del afio y sexo del zancudo (Alameda Country Mosquito Abatement, 2007). El macho

generalmente vive acerca de una semana. La vida de la hembra depende de los otros factores,
pero generalmente vive de 30 a 64 dias (Kilpatrick, et. al. 2004).

Culex quinquefasciatus, y en general todos los zancudos del género

Culex, no viajan muy lejos de sus criaderos, aunque pueden viajar hasta 2 millas. Ademas,

viven solo unas pocas semanas en los meses méas calidos del verano. Sin embargo, son mas

activos durante estos meses, ya que el calor hace que las hembras busquen agua en donde

depositar sus huevos (Alameda Country Mosquito Abatement, 2007). Al contrario, en épocas

de lluvia disminuye la oviposicién (O’Meara, et. al. 1989). Ademas, se adaptan con facilidad

a ambientes con altitudes altas (Salazar y Moncada, 2004).

b. Estrategias de control vectorial

1) Meétodos fisicos: La reduccion de sitios en donde los zancudos puedan hacer sus
criaderos — aguas estancadas, etc. — ayuda a reducir las poblaciones de

zancudos (ISSG, 2006).
2) Métodos quimicos: El método mas cominmente utilizado para el control de
zancudos vectores es la aplicacion de insecticidas. Sin embargo, los mosquitos
desarrollan diversos mecanismos de resistencia a esos insecticidas. Culex quinquefasciatus y
otros miembros del complejo Culex pipiens, tienen una reputacion sobresaliente por su
capacidad de desarrollar resistencia a ciertos insecticidas. Entre estos insecticidas se
encuentran organofosfatos, carbamatos y piretroides. Cuando el control vectorial por medio
de insecticidas no es efectivo (debido a la evolucion de cepas resistentes), la solucion es

aumentar la dosis o el uso de un insecticida diferente (ISSG, 2006).
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En Guatemala, generalmente se utiliza deltametrina como adulticida en
aplicacion intradomiciliar para el control de la malaria. Sin embargo, Culex quinquefasciatus
es resistente a deltametrina y otros métodos quimicos de control vectorial (Gonzélez, et.al.
1999).

3) Métodos bioldgicos: Debido al desarrollo de resistencia a insecticidas

(Salazar y Moncada, 2004), la expansion de genes de resistencia entre
los miembros del complejo Culex pipiens a través de los continentes se ha convertido
en una aplicacion considerable y de interés cientifico basico (ISSG, 2006).

La bacteria Bacillus thuringiensis se descubrié a mediados de los 1970s en Israel,
y se demostrd que era eficiente para el control de larvas de varias especies de zancudos. Esta
eficacia contribuyd al desarrollo de BTI como ingrediente activo para larvicidas bacterianos
comerciales. Estos larvicidas son utilizados actualmente en programas de control vectorial en
todo el mundo. Y a pesar de ser utilizado en multiples de estos programas, no se ha reportado
resistencia a BTI (1SSG, 2006).

Los larvicidas bacterianos basados en formulaciones comerciales de B.
sphaericus 2362 son utilizados en varios paises. Sin embargo, en algunos de estos paises se
ha reportado que poblaciones de Culex quinquefasciatus son resistentes a B. sphaericus 2362.
En 1999, Wirth Walton y Frederici, descubrieron que afiadiendo Cyt1A (proteina de Bacillus
thuringiensis subsp. Israelensis) a una razon de 1:10 a los larvicidas de B. sphaericus,
restauraba la toxicidad incluso a las poblaciones altamente resistentes de Culex
quinquefasciatus. De tal manera que, Cyt1A provee una herramienta préctica para el manejo
de resistencia a B. sphaericus (ISSG, 2006).

E. Metodos de colecta de zancudos del género Culex

1. Trampas de luz y dioxido de carbono: Inicialmente se utilizaban trampas
convencionales con cebo de luz Gnicamente, siendo la mas comdn la tipo CDC
(Figura 10). Sin embargo, Reeves y Hammon (1942) propusieron la adicion de diéxido de
carbono para incrementar la captura de zancudos. Actualmente, con el aumento de la
disponibilidad de hielo seco, fuente de CO,, se utiliza éste como cebo en trampas CDC de luz
en muchos programas de vigilancia. Esta estrategia de agregar hielo seco a trampas de luz,
aumenta la captura de zancudos de 4 a 6 veces y el nimero de especies capturadas en un 19-
25 % mas que en trampas de luz sin cebo. Otro de los beneficios de la incorporacion de hielo
seco a trampas de luz es que lugar donde se coloca la trampa no es critico para asegurar una
buena captura (Service, 1993). Sin embargo, existen algunas recomendaciones para la
colocacion de las trampas, siendo las mas importantes colocar la trampa cerca de posibles

areas de reposo de zancudos, lejos de posibles competencias (gj.: luces), y lejos de areas
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donde se genere humo ylo con mucho viento (tomado de
http://www.cdphe.state.co.us/dc/Zoonosis/wnv/MosgCollect.pdf) .

Se ha demostrado en otras localidades geograficas que la utilizacion de cebo de CO,
ademas de la luz en las trampas CDC permite incrementar la cantidad total de zancudos
capturados, obtener una mayor diversidad de especies y aumenta la probabilidad de obtener
aislados virales (Leake, et al., 1986).

Las trampas CDC con cebo de luz y CO, son utilizadas esencialmente para capturar
zancudos en busca de alimentacion, sin embargo estas capturan también zancudos
alimentados (1-8 %). Aunque son efectivas y cominmente utilizadas, un punto limitante de
estas trampas es que no necesariamente atraen a todas las especies del género Culex. Por lo
tanto se debe tomar en cuenta que algunas poblaciones de zancudos pueden estar sub-
representadas cuando se usa este tipo de trampa (Allan y Kline, 2004).

Figura 10. Fotografia de una trampa CDC de Luz
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o

(New York State Department of Health)

2. Trampas gravidas: Se necesita al menos dos ciclos completos de alimentacion y
oviposicion para que un zancudo adquiera un patégeno y lo pueda transmitir.

Se ha demostrado que las posibilidades de deteccion de arbovirus son significativamente
mayores en hembras grévidas (Allan y Kline, 2004). Por lo tanto, es recomendado para
detectar infeccion viral utilizar hembras gravidas para obtener un mejor estimado de las

poblaciones infectivas (Braks y Cardé, 2007).
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La trampa gravida CDC (Figura 11) es la mas utilizada para capturar especies del
género Culex. Estas atraen especialmente hembras en busca de sitios para ovipositar, en
general sitios que contienen grandes cantidades de materia organica en agua (Reiter, 1983;
Reiter, 1987). Ha sido reportado que estas trampas capturan de 57-95 % de hembras gravidas

(Allan y Kline, 2004) y 88 veces mas Culex que otras trampas (Service, 1993).

Figura 11. Fotografia de una trampa gravida.

(National Park Service)

F. Vigilancia ecoldgica del Virus del Oeste de Nilo en un foco de

transmision en Puerto Barrios, Izabal

En afios anteriores, se realizaron estudios para detectar el Virus del Oeste del Nilo (VON)
y otros Flavivirus, en varios departamentos de Guatemala. En estos estudios, se detectd la
circulacion del VON en el departamento de Izabal por medio de serologia en aves. En el afio
2006 se comenzd un nuevo estudio basado en la hip6tesis de un posible foco de transmision
en el departamento de Izabal.

En el afio 2006, con el fin de estudiar la biologia del VON en Guatemala y establecer
modelos de vigilancia ecoldgica aplicables a regiones similares, se disefi6 un estudio
denominado “Vigilancia Ecoldgica del VON en un Foco de Transmision” en el Municipio de
Puerto Barrios, Departamento de lIzabal. Los componentes de este estudio comprenden: la
vigilancia seroldgica en aves centinelas para determinar la estacionalidad en la transmision
del virus; encuestas serologicas en aves silvestres para identificar los reservorios naturales;
conteos de aves presentes en el sitio de estudio para estimar la densidad relativa de aves

silvestres y domesticas en el sitio de estudio; captura e identificacion de especies de zancudos
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y deteccién y caracterizacion en laboratorio de Flavivirus en los zancudos capturados para
identificar los posibles vectores de estos virus.

Esto Gltimo se realiza sabiendo que, para implicar a una determinada especie de zancudo
como vector de un determinado Flavivirus, se debe considerar: 1) las densidades de la
poblacion de la especie en cuestion; 2) demostrar la presencia del virus en zancudos
capturados en el campo; 3) la especie de zancudo en cuestion debe ser susceptible a la
infeccion del virus, capaz de amplificarlo y transmitirlo en condiciones controladas de
laboratorio (competencia vectorial); 4) el zancudo se debe alimentar del potencial hospedero
amplificador en la naturaleza; y 5) debe existir una asociacion entre la abundancia del
zancudo Yy la transmision del virus en la naturaleza (Anderson, R. y L. Harrington, sitio de
internet). En este estudio fueron analizados los dos primeros indicadores mencionados:

densidades de zancudos y presencia de Flavivirus en estos mismos.



I1l. JUSTIFICACION

El VON vy los Flavivirus en general, han sido causantes de muchas enfermedades y
muertes alrededor del mundo. Uno de los métodos para la prevencion de enfermedades
arbovirales, es la vigilancia ecoldgica del patégeno y la eliminacidn de posibles criaderos de
vectores (AMCA, 2005). Para ello es importante conocer el vector principal de la
enfermedad. En los estudios anteriores realizados en Guatemala, no se ha podido identificar
el o los vectores potenciales del VON, a pesar de la evidencia serolégica que se tiene de la
circulacion del virus (Morales-Betoulle, et. al. 2006).

En estudios realizados en Estados Unidos, las tasas minimas de infeccién por VON
reportadas para las poblaciones de Culex quinquefasciatus van desde 1.29 hasta 8.09 (Komar
y Clark, 2006; Reisen, 2005). Ademas, se ha reportado como vector principal de algunos
arbovirus y de ciertas filiariasis (NSW, 1996).

Por las razones anteriormente mencionadas, se decidi6 estudiar la densidad relativa de las
poblaciones de Culex quinquefasciatus, asi como también la presencia y tasa minima de
infeccion del VON y otros Flavivirus en Culex quinquefasciatus capturados en el 2006 dentro
del estudio del foco de transmision. Lo anterior, con el objeto de comprender mejor la
biologia del VON y de otros Flavivirus, y poder asociar a Culex quinquefasciatus como
vector potencial de estos virus.

Dentro de los estudios en Guatemala, basados en la vigilancia ecolégica del VON vy de
otros Flavivirus, se han observado ciertos problemas para la deteccion de Flavivirus con la
técnica que se utiliza (transcriptasa reversa - reaccion en cadena de la polimerasa [RT-PCR]
estandar); entre ellos, falsos positivos y precios elevados. Debido a ello, se estandariz6 un
RT-PCR adecuado para la deteccion de Flavivirus. Por otro lado, en los dos tipos de trampas
utilizadas en este estudio (CDC y gravidas), se espera capturar zancudos en diferentes etapas
de su ciclo de vida y de alimentacién. Por tal razén, es importante comparar los resultados
obtenidos a partir de los zancudos capturados por los distintos métodos de colecta.
Finalmente, el habitat de los vectores de enfermedades arbovirales juega un papel importante
en la distribucién de estas mismas. Por lo tanto, también es importante comparar los

resultados obtenidos en los dos tipos de habitat (rural y urbano).
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I\VV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Estudiar la abundancia de las poblaciones de Culex quinquefasciatus, asi como también la

presencia del VON y otros Flavivirus en Culex quinquefasciatus capturados en el 2006 dentro

del estudio del foco de transmision, para asociar a dicha especie como vector potencial de

estos virus.

B. Objetivos especificos

1.

Analizar la abundancia de Culex quinquefasciatus en el foco de transmision vy

comparar los resultados por tipo de habitat y por tipo de trampa.

Analizar la asociacién de la abundancia de Culex quinquefasciatus con la

precipitacion pluvial.

Implementar en Guatemala una técnica molecular adecuada para la deteccion de

Flavivirus.

Detectar la presencia de VON y Flavivirus en las poblaciones de  Culex

guinquefasciatus en el municipio de Puerto Barrios, con la técnica implementada.

Analizar la asociacion de la presencia de Flavivirus en Culex quinquefasciatus con el

mes y la abundancia de Culex quinquefasciatus
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V. HIPOTESIS

Existen diferencias significativas en la abundancia de los Culex quinquefasciatus

capturados en los dos diferentes tipos de trampas y tipos de habitat.

Existe una correlacion significativa entre la abundancia de Culex quinquefasciatus y

la precipitacién pluvial.

Existen diferencias significativas en la presencia de Flavivirus en los Culex

quinquefasciatus capturados en los dos diferentes tipos de trampas y tipos de habitat.

Existe una correlacion significativa entre la presencia de Flavivirus en Culex

quinquefasciatus y el mes de captura.

Existe una correlacion significativa entre la presencia de Flavivirus en Culex

quinquefasciatus y la abundancia de Culex quinquefasciatus.
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VI. MARCO METODOLOGICO

A. Sitio de estudio

El 4rea de estudio cubre 80 Kms? del municipio de Puerto Barrios en donde se habia
reportado la presencia del VON por serologia. Al inicio del estudio, se escogieron al azar (en
lugares con rutas de acceso, que contaran con casas y seguros para los investigadores) 10
sitios o cuadrantes en los cuales se realiza el muestreo de aves centinelas y la captura de
zancudos.

Este municipio esta ubicado en el Departamento de Izabal, Costa Caribe de Guatemala y
cubre un &rea aproximada de 1,292 Km? Comprende una poblacién total de alrededor de
81,000 habitantes, 40% del los cuales residen en el area rural. Su habitat se caracteriza por ser
una zona de vida con bosque humedo subtropical, con condiciones climéticas
correspondientes a un régimen himedo y caliente, sin una estacion de sequia bien definida.

En la Figura 12, se puede observar la ubicacion de los 10 sitios de muestreo, los cuales se
clasificaron como rural o urbano segun el tipo de hébitat. Los distintos pardmetros que se

utilizaron para clasificar los cuadrantes segun el tipo de hébitat se resumen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de cuadrantes de estudio segin tipo de habitat.

No. % % % % % potrero % cerco  Tipo de
Cuadrante casas calle  jardin  guamil soleado Vivo habitat
1 10 10 48 0 30 2 Rural
2 10 10 20 40 10 10 Rural
3 0 10 60 30 0 0 Urbano
4 10 10 80 0 0 0 Urbano
5 35 15 50 0 0 0 Urbano
6 50 20 30 0 0 0 Urbano
/ 40 15 45 0 0 0 Rural
8 50 15 35 0 0 0 Rural
9 25 15 60 0 0 0 Urbano
10 25 15 60 0 0 0 Urbano
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Figura 12. Mapa de estudio de foco de transmision.
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B. Muestreo y métodos de colecta

Se realizaron colectas de zancudos de marzo a octubre de 2006 en los diez diferentes
cuadrantes descritos en la seccién anterior. Se utilizaron trampas CDC de luz y trampas
gravidas. En cada sitio de trabajo se coloc6 1 trampa de CDC de luz (John W.Hock Co.,
Gainesville, FL, USA) utilizando CO; (hielo seco) como cebo, y 1 trampa gravida (Reiter,
1983) con estiercol de vaca y agua como cebo. Las trampas se colocaron por la noche - una
noche cada mes, exceptuando los meses marzo, junio y agosto en los cuales se colocaron dos
noches. Los zancudos se guardaron en hielo seco (para matarlos) y se separaron de otros
insectos. Se colocaron en tubos criogénicos (rotulados con lugar, fecha y tipo trampa) en
grupos de ~ 50 individuos. Se transportaron al laboratorio en hielo seco. Se guardaron a -70°

C hasta el momento de su identificacion.
C. Identificacién de zancudos capturados

La identificaciébn de los Culex quinquefasciatus fue realizada por entomologos
especializados. La separacion se realizé por fecha, sitio de captura, tipo de trampa, Yy sexo.
Las hembras ademas, se clasificaron por alimentadas, vacias y gravidas, separando las
gravidas y vacias (que se colocaron en un mismo grupo) de las alimentadas. A cada grupo o
“pool” de zancudos, con no mas de 50 individuos, se le asigné un cédigo. Se guardaron a -

70° C hasta el momento de su procesamiento.
D. Macerado de zancudos

A cada grupo o “pool” de zancudos colectado e identificado, se le agregd 1,750 uL de
buffer BA-1 (Medio 199 - Sales de Hank 1X con L-Glutamina, Tris-HCI 0.05 M pH 7.5,
albimina sérico bovina 1% pH 7.0, L-Glutamina 2 mM, Bicarbonato de sodio 0.35 g/L,
penicilina 100 u/mL, estreptomicina 100 pg/L, y anfotericina B[Fungizona] 1 pg/mL) y un
balin de cobre. Se utiliz6 un macerador eléctrico (Retsch, Newtown, PA) modelo MM 301,
con el cual se agitd a 25 rpm por 4 minutos. Se centrifug6 a 4000 rpm por 12 minutos. Se

guardd cada “pool” en alicuotas de 750 pL a — 70° C hasta el momento de extraccion.
E. Extraccion de ARN viral

Se extrajo ARN viral de los “pools” de zancudos utilizando el kit extraccion “QlAamp
viral RNA Mini Kit” (QIAGEN, Valencia, CA), siguiendo las especificaciones del fabricante.
A 140 pL de macerado se agregaron 560 UL de solucidn tampdn AVL y etanol al 100%. Esta
solucion se coloco en columnas de elusion y se sometié a varias centrifugaciones y varios
lavados de 500 uL de soluciones tampon (AW1y AW?2). Posteriormente, el ARN se eluyé en
un volumen final de 60 pL de solucion tampon de elusion (AVE). Las columnas de elusion y
todas las soluciones tampo6n que se utilizaron estan incluidas en el kit (QIAGEN, Valencia,

CA). Se utiliz6 agua libre de ARNasas como control negativo. Se guardé a -70° C.
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F. Deteccidn del genoma viral por métodos moleculares

Se utilizaron dos técnicas de la transcripcion reversa- reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR), una para la deteccion de Flavivirus y otra para la deteccion del VON
especificamente. A continuacion se describen ambas técnicas.

1. Deteccion de Flavivirus: Debido a algunos problemas observados en la deteccion

de Flavivirus (falsos positivos y precios elevados), se estandarizd una prueba molecular
adecuada, es decir econémica y eficiente para la deteccion de Flavivirus.

a. Implementacion de RT-PCR para la deteccion de Flavivirus: En base a la
bibliografia (Kuno et. al., 1998), se escogid un par de iniciadores consensos para
Flavivirus: FU2 (5"-GCT GAT GAC ACC GCC GGC TGG GAC AC- 3") y cFD3 (5"-AGC
ATG TCT TCC GTG GTC ATC CA- 3"), que amplifican un fragmento de ~ 850 pares de
bases (pb). Se probaron 3 kits con los iniciadores seleccionados: 1) “QuantiTect SYBR
Green RT-PCR” (Qiagen, Valencia, CA), RT-PCR en un solo paso “One Step RT-PCR”
(Qiagen, Valencia, CA), y “SuperScript Il RT” (Invitrogen, Carlbald, CA), seguido de “Taq
DNA polymerase” (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para el primero se usé como base un
protocolo de R.S. Lanciotti modificado por B.W. Johnson (2004). Para los dos restantes se
utilizaron como base los protocolos sugeridos por el fabricante. En todos los casos se
cambiaron ciertas condiciones, principalmente la concentracion de los iniciadores y la
temperatura de hibridizacién, segin lo requerido.
b. Utilizacién de la técnica implementada para la deteccién de Flavivirus:
Se eligié el kit comercial, volumen final de reaccion, concentraciéon de
reactivos y programa de termociclador mas adecuados para la deteccion de Flavivirus. Se
visualizaron los resultados por medio de una electroforesis en gel de agarosa.
c. Electroforesis en gel de agarosa: Se disolvieron 1.2 g de agarosa en 60 mL
de solucion tampoén TBE (Tris — Borato — EDTA) 1X. Se calent6 la solucién
hasta disolver completamente la agarosa y luego se dejo enfriar. Se agregaron 1.2 pL de
bromuro de etidio 10 mg/mL. Se vertié en un molde con peines incrustados y se dejara
polimerizar por 30 minutos. Se llend la cAmara de electroforesis “Run One” (Embitec, San
Diego, CA) con TBE 1X y se colocoé en ella el gel polimerizado. Se cargd en cada pozo 5 L
de cada producto de RT-PCR mezclado con 1 pL de solucién tampdn de montaje azul-naranja
6X (Promega, Madison, WI). En los pozos extremos se carg6é 7 uL de marcador molecular
(Promega, Madison, WI) de 100 pares de bases (pb) diluido de la siguiente manera: 1 pL de
marcador molecular + 1 pL de solucion tampon de montaje + 4 uL DEPC (Invitrogen,
Carlbald, CA). Se dejo correr las muestras a 50V por 1 hora 15 minutos. Las bandas se
visualizaron en luz ultravioleta en un transluminador (UVP, Upland, CA) vy se le tomd una
fotografia con el software Grab-it.
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2. Deteccidon de VON: Se realizé por medio de RT-PCR en tiempo real utilizando
sondas especificas. Se utilizd el kit comercial “TagMan Probe RT - PCR”
(Qiagen, Valencia, Ca). Se agregaron a la mezcla de reaccion 15 pmol de los iniciadores
10668 (5"-CAG ACC ACG CTA CGG CG- 3") y 10770c (5-CTA GGG CCG CGT GGG-
37), 0.15 pL/ reaccion de “Quanti Tect RT mix”, 7.50 L/ reaccion de “Master Mix” 2X y
2.25 pmol de la sonda 10691 (5°-TCT GCG GAG AGT GCA GTC TGC GAT- 37). Un
volumen de 1.5 pL de ARN se mezcl6 con 13.50 pL de la mezcla de reaccion. Como control
positivo se utilizo ARN de VON a una dilucion 1:500, y como controles negativos agua libre
de ARNasas y un control sin templado (NTC). EI programa en el termociclador PTC-200
(MJ Research, Nevada, USA) consistio en un ciclo a 50° C por 30 minutos para la
transcripcién reversa y uno a 95° C por 15 minutos para inactivarla; la amplificacion consistio
en 45 ciclos a 95° C por 15 segundos para la desnaturalizacion y 60° C por 1 minuto para la
hibridizacion y elongacion. Finalmente, se incubd a 22° C indefinidamente.

El principio de ésta técnica (Figura 13) se basa en la deteccion de ADN por medio de
fluorescencia. Después de la transcipcidon reversa (el paso de ARN a ADN), si se encuentra el
fragmento de ADN de interés, la sonda se pega en una secuencia especifica de este fragmento.
La sonda estd marcada en el extremo 5’ con un fluoréforo (R en la Figura 13) y en el extremo
3’ con una molécula secuestradora de fluorescencia (Q en la Figura 13), de tal manera que el
fluordforo no puede producir fluorescencia. A medida que se amplifica el fragmento de ADN
la enzima polimerasa, gracias a su actividad 5’ exonucleasa, corta la sonda y se libera el
fluoroforo. Como resultado, aumenta la fluorescencia que puede ser detectada en tiempo real.

Esto ocurre en cada ciclo de amplificacion (Biosoft International, 2007).

Figura 13. Principio de RT-PCR en Tiempo Real utilizando sondas especificas.
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(Modificado de Biosoft International, 2007)

Se utilizé el Ct (ciclo en el cual la fluorescencia pasa la linea base de fluorescencia)
para determinar si la muestra fue positiva o no. El parametro para decidir el resultado fue: si
Ct < 38 entonces la muestra es positiva, si Ct > 39 es negativa y si el Ct se encuentra entre 38

y 39 es un resultado dudoso. Un ejemplo de un resultado positivo se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Representacion de una muestra positiva utilizando RT-PCR en tiempo real con
sondas especificas: en rojo y verde se presentan las gréaficas obtenidas para los controles
positivos (ARN de VON).
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G. Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd por medio del programa SAS 9.1. Este andlisis constd de
dos partes. La primera parte del andlisis tuvo como objetivo evaluar la abundancia de las
poblaciones de Culex quinquefasciatus, y en la segunda parte se evalud la presencia (tasa
minima de infeccion) de Flavivirus en los zancudos capturados.

En la primera parte se analiz6 la abundancia por medio de la densidad relativa de Culex
quinquefasciatus en el estudio de foco de transmisién. Se expresé la densidad relativa como
zancudos/trampa/noche. Se analiz6 si existen diferencias significativas entre la densidad
relativa de los zancudos capturados en cada tipo de habitat y tipo de trampa. Para ello se
realizd una regresion de Poisson y se calculd el coeficiente de riesgo relativo (RR por sus
siglas en ingles). El RR se define como la razon de la probabilidad de que ocurra un evento
sobre otro (RR = pEventol/ pEvento2). De tal manera que si el RR > 1, existe una mayor
probabilidad de que suceda el evento 1, y si RR < 1, existe una mayor probabilidad de que
suceda el evento 2. Por otro lado, se evaluo la relacion de la densidad relativa de Culex
quinquefasciatus con la precipitacion pluvial (datos obtenidos de INSIVUMEH, 2006), por
medio de una correlacion de Spearman.

En la segunda parte se analiz6 la presencia de Flavivirus por medio de la tasa minima de
infeccion (MIR por sus siglas en inglés). Esta se calculd con la siguiente formula: MIR= (#
de pools positivos/total de zancudos analizados)*1000. Con los resultados obtenidos, se
realizaron dos tipos de andlisis: 1) Se evalud la diferencia en la presencia de Flavivirus por

tipo de trampa y tipo de habitat. Lo anterior se realiz6 por medio de una prueba exacta de
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Fisher para proporciones. 2) Se determind la relacion de la tasa minima de infeccion relacion
con el mes y con la densidad relativa de Culex quinquefasciatus. Estos analisis se realizaron
por medio de una correlacion de Spearman.

La significancia se evalu6 a un nivel de o = 0.05 para todos los casos, con un poder

estadistico de 0.80 (valor estandar).



VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Anélisis de la abundancia de Culex quinquefasciatus en el sitio de

estudio

Con el fin de analizar la abundancia de Culex quinquefasciatus, inicialmente se determiné
el porcentaje de zancudos por tipo de habitat y la distribucion de estos mismos por tipo de
trampa y tipo de habitat. Luego, se determind la densidad relativa de Culex quinquefasciatus
en el estudio de foco de transmision. La densidad relativa se define como el nimero de
zancudos capturados en una trampa y en una noche (zancudos/trampa/noche) en determinada
localidad. Se realizaron analisis estadisticos para: 1) comparar la densidad relativa de Culex
quinquefasciatus por tipo de habitat (rural y urbano); 2) comparar la densidad relativa por tipo
de trampa (CDC vy gravida); y 3) analizar la correlacion de la precipitacion pluvial con la
abundancia de Culex quinguefasciatus. Los dos primeros analisis se realizaron por medio de
una regresion de Poisson, determinando el RR (coeficiente de riesgo); y el tercer andlisis se

realizé por medio de una correlacion de Spearman (Ver Marco Metodoldgico, seccion G).

1. Porcentaje de Culex quinquefasciatus por tipo de habitat y su

distribucion por tipo de trampa y tipo de habitat: Durante los 8 meses de estudio

se capturaron un total de 1699 Culex quinquefasciatus en los 10 diferentes cuadrantes.
En la Grafica 1 se presenta el porcentaje de estos en relacion con el total de zancudos
capturados en cada cuadrante. En esta grafica se observa que el porcentaje es mayor en la

mayoria de los cuadrantes urbanos que en los rurales.

Gréfica 1. Porcentaje de Culex quinguefasciatus por cuadrante y tipo de habitat.
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De los 1699 Culex quinquefasciatus, 558 fueron capturados en trampas CDC de luz y
1141 fueron capturados en trampas gravidas, 250 de estos zancudos fueron capturados en

cuadrantes rurales y 1449 en cuadrantes urbanos.

2. Analisis de la abundancia de Culex quinquefasciatus por tipo de habitat

y tipo de trampa: Debido a que el habitat de los vectores de enfermedades

arbovirales juega un papel importante en la distribucién de estas mismas, se comparé
la densidad relativa en los dos tipos de habitat (rural y urbano).

La densidad relativa de los zancudos capturados en los cuadrantes rurales (2.31
zancudos/trampa-noche) fue significativamente menor a la de los cuadrantes urbanos (9.54
zancudos/trampa-noche) (RR = -1.5907, p = 0.0003), independientemente del tipo de trampa
y mes en que fueron capturados. Este resultado era esperado debido a que ha sido descrito
anteriormente que Culex quinquefasciatus esta asociado a sitios urbanos o sitios habitados por
humanos (NSW, 1996). En la Grafica 2 se muestra la densidad relativa de Cx.
quinquefasciatus.

Gréfica 2. Abundancia de Culex quinquefasciatus segun el tipo de cuadrante.
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Luego de observar gue existe una diferencia significativa en la densidad de Culex
quinquefasciatus por tipo de héabitat, se procedié a determinar si existia alguna diferencia
significativa por tipo de trampa (CDC y gravidas) en cada tipo de habitat.

Se puede observar en la Grafica 3 que en los cuadrantes urbanos, la densidad relativa
en las trampas CDC fue menor que en las trampas gravidas en unos pocos meses (marzo, abril

y julio). Esta diferencia fue significativa inicamente en el mes de marzo (RR =-2.2986, p =
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0.0046). En los meses restantes (mayo, junio, agosto, septiembre y octubre), la densidad de
Culex quinguefasciatus tiende a ser mayor en las trampas CDC, aungue no significativamente
(Ver Anexo D.1.c). En conjunto, las trampas gravidas tienden a capturar menos zancudos que
las trampas CDC en los cuadrantes urbanos (RR = -0.6918), sin embargo esta diferencia no es
significativa (p = 0.1283).

Gréfica 3. Abundancia de Culex quinguefasciatus segun el tipo de trampa en los cuadrantes

urbanos.
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En la Gréafica 4 se puede observar que a diferencia de los cuadrantes urbanos, la
densidad relativa de los cuadrantes rurales en las trampas CDC tiende a ser menor gue en las
trampas gravidas en casi la totalidad de los meses (marzo, abril, mayo, junio, julio, agosto y
octubre). Esta diferencia fue significativa Gnicamente en marzo (RR = -1.8036, p = 0.0257).
En septiembre, la densidad relativa de los zancudos capturados en las trampas gravidas tiende
a ser mayor en las trampas CDC, auque esta diferencia no es significativa (Ver Anexo D.1.d).
Al comparar la densidad relativa de los zancudos en las trampas CDC y gravidas, tomando en
cuenta todos los meses, se determindé que las trampas CDC capturan menos Culex
quinquefasciatus (RR = -1.1757) en los cuadrantes rurales, de manera significativa (p =
0.0230).
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Gréfica 4. Abundancia de Culex quinguefasciatus segun el tipo de trampa en los cuadrantes

rurales.
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De forma complementaria, se comparé la densidad relativa de los zancudos
capturados en las trampas CDC (4.22 zancudos/trampa-noche) versus las trampas gravidas
(8.89 zancudos/trampa-noche). Esta comparacion se realiz6 independientemente del habitat y
mes en que las trampas fueron colocadas. Se observé que la densidad relativa tiende a ser
menor en las trampas CDC (RR = -0.7267), aunque esta diferencia no es significativa (p =
0.0630).

En los resultados anteriormente presentados, se observa que existe una tendencia a
gue en los cuadrantes rurales las trampas gravidas sean mas exitosas para la captura de Culex
quinquefasciatus, mientras que en los cuadrantes urbanos sean las trampas CDC.

En las trampas gravidas, se espera capturar zancudos que busquen donde ovipositar
sus huevos, mientras que en las trampas CDC se espera capturar los que busquen
principalmente alimentarse. De acuerdo a lo anterior, para las trampas gravidas, los
resultados obtenidos pueden explicarse con el hecho de que en los cuadrantes urbanos
probablemente existen una mayor cantidad de potenciales criaderos [aguas estancadas,
drenajes, etc. (Weaver; Stein, 2002; Davis, 1929)], de tal manera que en estos cuadrantes, las
trampas gravidas tienen una mayor competencia para la captura de Culex quinquefasciatus.
Al contrario, en los cuadrantes rurales probablemente no existen muchos criaderos
potenciales, por lo que la competencia por nicho en estos cuadrantes es menor. Es posible
que en los cuadrantes urbanos funcionen mejor las trampas CDC debido a que si en estos se
ha descrito que existe una mayor una mayor cantidad de potenciales criaderos, podria haber



32

una mayor proliferacion y por lo tanto una mayor densidad de zancudos. De ser asi, esto
explicaria que las capturas en las trampas CDC de los cuadrantes urbanos tienden a ser
mejores respecto a los rurales. Sin embargo, para confirmar estas hipotesis se requiere una
mejor caracterizacion de los ambientes y de la biologia de Culex quinquefasciatus en los
sitios de estudio.

Por otro lado, al comparar la abundancia de los zancudos y la precipitacion pluvial
(como se muestra en forma de ejemplo en la Grafica 5) se observa un pico de densidades en
los meses de agosto y septiembre. Este pico de densidades concuerda con una disminucién de
la precipitacion pluvial, justo después de su pico maximo. Esto podria explicarse por el hecho
que después de los meses mas lluviosos aumenta el nimero de potenciales criaderos para los
zancudos, ya que se forman charcos, sitios con agua reposada, etc. Esto permite que los
zancudos ovipositen mas frecuentemente y por lo tanto que haya una mayor densidad. Al
contrario, en el mes de julio (cuando hay un pico en la precipitacion pluvial) se observa una
disminucion de la densidad. Esto podria ser debido a que en los meses mas lluviosos, los
criaderos de los zancudos son eliminados por el exceso de lluvia y los zancudos adultos
permanecen refugiados la mayor parte del tiempo. En otros estudios se ha demostrado que
en los mismos meses en que se observo el pico de densidades de Culex quingquefasciatus en
este estudio, generalmente aumenta la transmisién de enfermedades transmitidas por
zancudos (Elizondo-Quiroga, 2006 [b]).

Gréfica 5. Abundancia de Culex quinquefasciatus en areas rurales y precipitacion pluvial.
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En complemento del andlisis descriptivo anterior, se procedié a analizar si la
precipitacion pluvial podria explicar la variabilidad de la abundancia de Culex
guinquefasciatus (ver seccion siguiente).

En este tipo de estudio, se espera que los resultados obtenidos sean representativos de
lo ocurrido en la naturaleza. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que existen varios
factores que podrian modificar en estos mismos. Entre estos factores se encuentran: el lugar
en donde se colocan las trampas (i.e. a la intemperie, debajo de arboles, en lugares techados,
cerca de cebos que representan competencia, etc.) y el esfuerzo de captura (# de trampas y #
de noches). Por lo tanto, una vez obtenidos los resultados preliminares, es necesario afinar la
metodologia con el fin de minimizar el riesgo de que los resultados no sean representativos o

estadisticamente significativos.

3. Anadlisis correlativo de la precipitacion pluvial con la abundancia de

Culex quinquefasciatus: Para determinar si la precipitacion pluvial explica la

variabilidad de la abundancia de Culex quinquefasciatus en el foco de transmision, se
realiz6 una correlacion de Spearman. Como se presenta a continuacion, este analisis se
realizé en cada tipo de habitat por separado. Esto debido a que se encontr6 una diferencia
significativa en la abundancia de Culex quinquefasciatus presentes en cada tipo de habitat
(ver seccion A.2).

a. Correlacion de la precipitacion pluvial con la abundancia de Culex
quinquefasciatus en cuadrantes urbanos: Se encontrd6 que no existe
correlacién entre la precipitacion pluvial y la abundancia de Culex

quinquefasciatus en los cuadrantes urbanos (p = 0.8020). Sin embargo, existe una tendencia
débil (rs=-0.06815) a que la densidad de Culex quinquefasciatus disminuya con el aumento
de la precipitacion pluvial. Sin embargo, existen muchas otras variables que pueden inducir
cambios en la abundancia de Culex quinquefasciatus. Entre éstas se encuentran: humedad
relativa, dias de Iluvia consecutivos, viento, temperatura, presencia de hospederos, presencia
de depredadores, y el tipo de habitat (presencia o ausencia de arboles, potenciales criaderos,
etc.).

b. Correlacion de la precipitacion pluvial con la abundancia de Culex
quinquefasciatus en cuadrantes rurales: Al realizar la correlacién de
Spearman, se encontrd que existe una tendencia negativa, no significativa, entre

la precipitacién pluvial y la abundancia de Culex quinquefasciatus (rs = -0.26074, p =0.3294).
Otras variables que pueden influir en la abundancia de Culex guinquefasciatus

se discutieron en la seccion anterior (A.3.a).
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B. Deteccion de Flavivirus en Culex quinquefasciatus por métodos

moleculares

La deteccion de Flavivirus en general y de VON especificamente en Culex
quinquefasciatus se realizé por RT-PCR (convencional y en tiempo real, respectivamente
como descrito en la metodologia). Para la deteccion de Flavivirus se estandariz6 un RT-PCR
convencional (utilizando los iniciadores consensos: FU2 y cFD3), el cual se utiliz6 como
primer tamizaje. Luego, se utilizé un RT-PCR con otro par de iniciadores (FU1y cD2) como
un segundo tamizaje. A continuacion se presenta: 1) el RT-PCR estandarizado para la
deteccion de Flavivirus, 2) la deteccion molecular de Flavivirus con el primer y segundo

tamizaje; y 3) la deteccion del VON por RT-PCR en tiempo real.

1. Estandarizacion de RT-PCR para la deteccidn de Flavivirus: Con el fin de

estandarizar la deteccion molecular de Flavivirus, se probé 3 kits de RT-PCR con un
par de iniciadores (FU2 y cFD3), como mencionado en el marco metodoldgico (seccion
F.1.a). Estos Kits son: “QuantiTect SYBR Green RT-PCR” (Qiagen, Valencia, CA), RT-PCR
en un solo paso “One Step RT-PCR” (Qiagen, Valencia, CA), y “SuperScript Il RT”
(Invitrogen, Carlbald, CA), seguido de “Taq DNA polymerase” (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Para el primero se utiliz6 como base un protocolo de R.S. Lanciotti modificado por B.W.
Johnson (2004). Para los dos restantes se utilizaron como base los protocolos sugeridos por el
fabricante. En todos los casos se modificaron ciertas condiciones, principalmente la
concentracién de los iniciadores y la temperatura de hibridizacion, segun lo requerido.

Como controles positivos, se utilizd ARN de los siguientes Flavivirus: ARN del VON
(en diluciones 1:100, 1:200, 1:400, 1:600 y 1:800) y ARN de virus de Dengue (en una
dilucién 1:200). Para asegurarse que por este método se amplifican diferentes Flavivirus, lo
ideal hubiera sido utilizar como controles positivos, ARN de al menos otros 4 Flavivirus. Sin
embargo, esto no fue posible por no contar con ARN viral de estos mismos.

En base a los resultados iniciales (no mostrados), se decidid utilizar el Kit
“QuantiTect SYBR Green RT-PCR”, y aunque esta especialmente disefiado para RT-PCR en
tiempo real, los resultados se analizaron por medio de un gel de agarosa 2 % tefiido con
bromuro de etidio después de la amplificacion.

Se escogid este kit ya que este fue el Gnico que permitid detectar la amplificacién del
genoma viral a partir de los controles positivos utilizados con los iniciadores consensos para
Flavivirus que se escogieron (FU2 y cFD3). En cuanto a la especificidad, los cebadores
seleccionados permitieron la amplificacién de un fragmento suficientemente grande (850 pb)
para poder distinguirlo de los dimeros de iniciadores. Por otro lado, de los tres Kits probados

este es el mas econémico.
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La mezcla de reaccién que se encontré mas adecuada para la amplificacion del
genoma viral fue 25 pmol de los iniciadores FU2 (5"-GCT GAT GAC ACC GCC GGC TGG
GAC AC- 3") y cFD3 (5"-AGC ATG TCT TCC GTG GTC ATC CA- 3"), 0.25 pL/ reaccion
de “Quanti Tect RT mix”, 12.5 uL/ reaccién de “Master Mix” 2X. Un volumen de 5 uL del
ARN extraido se mezclé con 20 pL de la mezcla de reaccion. El programa en el
termociclador PTC-200 (MJ Research, Nevada, USA) consistié en un ciclo a 50° C por 30
minutos para la transcripcidn reversa y uno a 95° C por 15 minutos para inactivarla; la
amplificacién consistié en 45 ciclos a 94° C por 15 segundos para la desnaturalizacion, 60° C
por 30 segundos para la hibridizacion, y 72° C por 30 segundos para la elongacion.
Finalmente, se incubd a 22° C indefinidamente.

En la Figura 15 se encuentra un gel unicamente con las diluciones de ARN viral

anteriormente mencionadas como controles positivos y agua como control negativo.

Figura 15. Estandarizacion de RT-PCR para la deteccion de Flavivirus.

850 pb— -

Gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro de etidio. Pozos: 1. Control positivo VON 1:100. 2.
Control positivo VON 1:200. 3. Control positivo VON 1:400. 4. Control positivo VON 1:600.
5. Control positivo VON 1:800. 6. Control positivo Dengue 1:200. 7. Control positivo

Dengue 1:200. 8. Control negativo sin templado (NTC). 9. Control negativo con agua.

2. Deteccion molecular de Flavivirus: Para identificar la presencia de Flavivirus

en los pools de Culex quinquefasciatus, se procedié a realizar un primer tamizaje.

Este consistié en la amplificacién de ARN de Flavivirus por RT-PCR segln la técnica

estandarizada descrita en la seccién anterior (B.1), como mencionado con anterioridad.

Posteriormente, se escogieron los positivos segln el primer tamizaje y estos fueron sometidos

a una amplificacidn con otro par de iniciadores. Estos iniciadores, FU1 (5’ — TAC AAC ATG

ATG GGA AAG AGA GAG AA-3")ycFD2 (5’ - GTG TCC CAG CCG GCG GTG TCA

TCA GC - 3’), amplifican un fragmento de 250 bp. Los productos de amplificacion se

analizaron en un gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio. Para este andlisis, se
utilizé como control positivo Gnicamente ARN del VON en dilucion 1:100.
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Un pool de Culex quinquefasciatus fue considerado “positivo” si se obtenia
amplificacién a partir de este mismo con los dos pares de iniciadores para Flavivirus. La tasa
minima de infeccion de Culex quinquefasciatus con Flavivirus se calculé utilizando los datos
de pools positivos segun este criterio. Sin embargo, los resultados de RT-PCR aun deben
confirmarse, por lo que los calculos son susceptibles a modificaciones. Para la confirmacion
de estos resultados, los pools de zancudos fueron enviados al laboratorio de la Dra. B.
Johnson de los Centros para el control y prevencion de enfermedades (CDC) de Fort Collins,
CO, USA.

En la siguiente Figura se observa un ejemplo de un gel con pools positivos utilizando
los iniciadores FU2 y cFD3 (primer tamizaje). Otros geles con pools positivos se presentan

en el anexo C.

Figura 16. Tamizaje inicial por RT-PCR para la deteccion de Flavivirus.

1000 ---

500 ---

NTC C- C+C+ MM
9
v

Se presenta la foto de uno de los geles analizados (Gel de agarosa 2 %, tincion con bromuro
de etidio) con productos de amplificacién de pools de Culex quinguefasciatus con los
iniciadores FU2 y cFD3. MM: Marcador molecular 100 pb. Se indica con nimeros del 1 -9,
los pools de Culex quinquefasciatus positivos o dudosos. NTC: Control negativo sin

templado. C-: Control negativo con agua. C+: Control positivo 1:100.

Inicialmente, se obtuvo 20 pools que presentaron bandas de tamarfio variable con los
iniciadores FU2 y cFD3. De estos 20 pools, 9 fueron positivos con los iniciadores FUL y
cFD2, como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Confirmacidn de pools positivos para Flavivirus por RT-PCR con primers
FU1/cFD2 (segundo tamizaje).

i ¢¢ ¢ ¢ NTC C- C+ [

__W--- 250
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Gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro de etidio. MM: Marcador molecular de 100 pb. Se
indica con nimeros del 1 — 20, los pools de Culex quinquefasciatus posibles positivos con el
primer tamizaje. Se indican con flechas los identificados finalmente como positivos. NTC:

Control negativo sin templado. C-: Control negativo con agua. C+: Control positivo 1:100.

En la Figura anterior, se observa que se amplificaron bandas de diferente intensidad a
partir de los 9 pools identificados como positivos. Esto probablemente se debe a diferencias
en la carga viral de los zancudos, o0 a la cantidad de zancudos infectados en cada pool. Se
observa también que ademas del fragmento deseado (250 pb), se amplificaron bandas de ~200
pb a partir algunos de estos pools. Esto puede deberse a productos de amplificacion
inespecificos y contaminantes. Por lo tanto, es necesario confirmar estos resultados. Como ya
se menciond anteriormente, estos pools fueron enviados al laboratorio del CDC de Fort
Collins para confirmar que son positivos.

Finalmente, los 9 pools identificados como positivos se utilizaron para realizar los
analisis de la tasa minima de infeccion (ver seccién C.1y C.2). De estos 9 pools, 3 fueron de
zancudos capturados en trampas CDC y 6 en trampas gravidas. Ademas, Unicamente 1 de
estos fue de zancudos capturados en hébitat rural, y los 8 restantes en héabitat urbano.
También se observé que la mayoria de estos pools fueron de zancudos capturados en los

ultimos meses de estudio. La informacion anterior se encuentra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Informacion del mes de colecta, tipo de trampa y cuadrante en que fueron

capturados los zancudos de los pools positivos.

Numero de pool Mes de colecta Tipo de trampa Tipo de habitat
GU-2006-00951 Marzo Gréavida Urbano
GU-2006-01243 Abril Gravida Urbano
GU-2006-02692 Agosto CDC Urbano
GU-2006-02810 Agosto Gravida Urbano
GU-2006-02898 Septiembre Gravida Rural
GU-2006-02933 Septiembre CDC Urbano
GU-2006-02946 Septiembre Gréavida Urbano
GU-2006-08391 Octubre Gravida Urbano
GU-2006-08395 Octubre CDC Urbano

3. Deteccién molecular del VON: Como ya se menciond, la deteccion del VON se

realiz6 por medio de RT-PCR en tiempo real utilizando una sonda especifica por el

método de Tagman (ver seccion F.2 de Metodologia). Se utiliz6 como control ARN del VON
en dilucién 1:500.

El criterio para considerar una muestra positiva fue: Ct (ciclo en el cual la
fluorescencia pasa la linea base) < 38. De los 210 pools de Culex quinquefasciatus probados,
ninguno fue positivo para VON. En la Figura 18, se puede observar un ejemplo de estos
resultados.

A pesar de la alta sensibilidad y especificidad de la técnica molecular utilizada y de
que existe evidencia serologica de la transmision viral en el municipio de Puerto Barrios (ver
seccién F de Antecedentes), no se logrd detectar por Tagman ningun pool de zancudos
positivo para VON. Existen varias posibles explicaciones: 1) la probabilidad de capturar
zancudos infectados es baja, a pesar de la relativa abundancia de Culex quinguefasciatus en la
zona de estudio; es probable que se necesite un mayor esfuerzo de captura para encontrar un
zancudo infectado; 2) puede ser que Culex quinquefasciatus no sea el responsable de la
transmisién del VON a las aves de Puerto Barrios; 3) la cepa local del VON no es detectada
por la sonda utilizada en el experimento. En efecto, la sonda TagMan utilizada en estos
experimentos fue disefiada para detectar una region altamente conservada del genoma viral en
base a la cepa del VON NY99, aislada en Nueva York en 1999. Aunque es poco probable por
tratarse de una region del genoma viral altamente conservada, no se puede excluir la

posibilidad de que la cepa local no sea detectada por esta técnica.
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Figura 18. Deteccion del VON a partir de pools de Culex quinquefasciatus por RT-PCR en
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Ejemplo con muestras negativas para VON. Las lineas de fluorescencia que se indican con

flechas en la grafica corresponden a controles positivos (C+1 y C+2). La columna resaltada en

verde corresponde al Ct (ciclo en el cual la fluorescencia pasa la linea base) de las muestras y
los controles. N/A: no amplificacién; Ct C+1: 31.56; Ct C+2: 32.31; NTC: control negativo

sin templado.

C. Anélisis comparativo y correlativo de la tasa minima de infeccion con

Flavivirus

Tal como descrito en la metodologia, la infeccién de Culex quinquefasciatus con

Flavivirus, se analizé por medio de la tasa minima de infeccion. Esta se define como el # de

pools positivos/total de zancudos analizados*1000. De esta manera, se esta suponiendo que

en cada pool positivo existe al menos un zancudo positivo.
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A partir de los resultados obtenidos, se realizaron dos tipos de analisis: 1) Un analisis
comparativo de la tasa minima de infeccion; y 2) Un andlisis correlativo de la tasa minima de
infeccién con el mes de captura y con la abundancia de los Culex quinquefasciatus

capturados. Estos andlisis se presentan en las secciones siguientes.

1. Comparacion de la tasa minima de infeccién con Flavivirus por tipo de

trampa: Dado que los valores obtenidos son muy cercanos a cero, esta comparacion
se realiz6 por medio de una prueba exacta de Fisher. Como se mencioné en la seccion
B.2, 6 de los pools positivos fueron de zancudos capturados en trampas gravidas y 3 fueron de
zancudos capturados en trampas CDC. En el Cuadro 3 se presenta un resumen del nimero de

pools positivos por tipo de trampa y mes, y su respectiva tasa minima de infeccién.

Cuadro 3. Numero de pools de zancudos positivos por tipo de trampa y su respectiva tasa

minima de infeccion.

Trampas CDC Trampas gravidas
Mes de colecta # de pools positivos/ # de pools positivos/

558 total zancudos MIR 1141 total zancudos MIR*
Marzo 0 0 1 0.876
Abril 0 0 1 0.876

Mayo 0 0 0 0

Junio 0 0 0 0

Julio 0 0 0 0
Agosto 1 1.792 1 0.876
Septiembre 1 1.792 2 1.753
Octubre 1 1.792 1 0.876

*Tasa minima de infeccion.

Al realizar la prueba exacta de Fisher, se encontr6 que no existe diferencia
significativa (p = 1.00) en la tasa de infeccion con Flavivirus segun el tipo de trampa utilizada
para la captura de Culex quinquefasciatus. Lo anterior, independientemente del mes de
captura. De manera complementaria, se realiz6 el mismo analisis en cada mes. No se
encontrd diferencia significativa en ninguno de estos (p = 0.5941 en agosto y octubre, y p =
1.00 en los meses restantes).

En cada trampa utilizada, se espera capturar zancudos en diferentes etapas de su ciclo
de vida y de alimentacion. Generalmente, los zancudos capturados en las trampas CDC

buscan alimentarse y los zancudos capturados en las trampas gravidas buscan ovipositar. En
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efecto, se encontrd que existe diferencia significativa al comparar el namero de hembras
gravidas y no alimentadas capturadas en cada tipo de trampa (Chi® — datos no mostrados).
Las trampas CDC capturan mas hembras no alimentadas y las trampas gravidas capturas mas
hembras gravidas de manera significativa (p < 0.0001 y p = 0.0002, respectivamente). Por
otro lado, se sabe las hembras ovipositan sus huevos 3 noches después de haberse alimentado.
Por lo tanto, los zancudos capturados en las trampas gravidas, tienen una mayor probabilidad
de que se hayan alimentado al menos una vez después de emerger como adulto. Esto hace
que la probabilidad de que estén infectados aumente, si se trata de un arbovirus transmitido
por zancudos. Por estas razones, se esperaba que la tasa minima de infeccion en los zancudos
capturados en trampas gravidas fuera significativamente mayor que las trampas CDC. Sin
embargo, como ya se menciond, no se encontrd diferencia significativa, talvez debido a que
se detectd relativamente pocos pools positivos. Probablemente, se necesita aumentar el
esfuerzo de captura para encontrar una diferencia significativa.

Por otro lado, existen un grupo de Flavivirus que circulan exclusivamente en insectos,
gue no transmiten el virus a un hospedero susceptible. Estos virus son transmitidos de un
insecto a otro transovaricamente, de tal manera que la probabibidad de encontrar un zancudo
infectado no depende del nimero de ingestas. En caso de que el virus encontrado sea un
Flavivirus de insectos, esto podria explica el no haber encontrado diferencia significativa en

la tasa minima de infeccion de cada tipo de trampa.

2. Comparacion de la tasa minima de infeccion con Flavivirus por tipo de
habitat: Al igual que el analisis por tipo de trampa, este analisis se realizo por una
prueba exacta de Fisher. Como mencionado en la seccién B.2, de los 9 pools

positivos, 8 fueron obtenidos en cuadrantes con habitat urbano y unicamente 1 fue obtenido
en un cuadrante con habitat rural. A continuacion se presenta un resumen de los pools
positivos por tipo de habitat y mes, y su respectiva tasa minima de infeccion (Cuadro 4).

Por medio de la prueba exacta de Fisher, se encontr6 que no existe diferencia
significativa en la tasa de infeccion con Flavivirus en los zancudos capturados en cada tipo de
habitat (p = 1.00). Al realizar este andlisis en cada mes, no se encontré diferencia
significativa en ninguno de estos mismos (p = 0.3799 en septiembre y p = 1.00 en los meses
restantes).

Aunque la diferencia en el nimero de pools positivos detectados en ambos tipos de
habitat es relativamente grande (1:8 en rural:urbano), esta diferencia no es significativa segin
el test realizado. Es probable que se necesite analizar un mayor nimero de muestras para

encontrar una diferencia significativa. Otra posible explicacion es que se haya obtenido
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menos pools positivos del area rural simplemente por que los Cx. quinquefasciatus son menos

abundantes en los sitios rurales.

Cuadro 4. Numero de pools de zancudos positivos por tipo de habitat y su respectiva tasa

minima de infeccion.

Habitat rural Hébitat urbano
Mes de colecta # de pools positivos/ L, # de pools positivos/ MIR*
250 total zancudos 1449 total zancudos
Marzo 0 0 1 0.690
Abril 0 0 1 0.690
Mayo 0 0 0 0
Junio 0 0 0 0
Julio 0 0 0 0
Agosto 0 0 2 1.380
Septiembre 1 4 2 1.380
Octubre 0 0 2 1.380

*Tasa minima de infeccion.

3. Correlacion del mes de captura con la tasa minima de infeccién con
Flavivirus: Este analisis se realizé por tipo de trampa y tipo de hébitat utilizando
correlacién de Spearman, con el fin de complementar los analisis presentados en

las secciones C.1y C.2.

Se determind que la infeccion con Flavivirus aumenta significativamente con el mes
de captura en las trampas CDC (rs = 0.84515, p = 0.0082), lo que se puede observar
claramente en la Gréfica 6. Se encontrd también que no existe correlacion del mes de captura
con la tasa minima de infeccién con Flavivirus en zancudos capturados en sitios urbanos, en
sitios rurales, y en trampas gravidas (p = 0.1428, p = 0.3100, p = 0.4704, respectivamente).
Sin embargo, como se observa en las Gréfica 7, 8 y 9, existe una tendencia a que la infeccion
aumente en los Gltimos meses de estudio (rs = 0.29994, rs = 0.56695, r; = 0.41239, en trampas
gravidas, en sitios urbanos y rurales, respectivamente). Lo anterior concuerda con lo
observado en los Cuadros 3 y 4. Estos resultados podrian sugerir que la circulacion de los
Flavivirus tiene cierta estacionalidad. Para comprobar esta hipo6tesis es necesario extender el
estudio en el tiempo.

Finalmente, los resultados obtenidos también sugieren que la variable ‘mes’ influye
de manera significativa en un 84% (para las trampas CDC) en el # de infecciones por

Flavivirus en Culex quinquefasciatus. Dentro de los factores que podrian explicar esta
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variabilidad, se encuentran factores bidticos y abio6ticos que varian de mes a mes. Entre estos
factores se encuentran la precipitacion pluvial, temperatura, humedad relativa, viento,
variabilidad de hospederos, abundancia de los zancudos, etc. La infeccion de Culex
quinquefasciatus por Flavivirus también podria ser influenciada también por otras variables

gue probablemente no cambian con el mes, tal como la infeccion transovérica.

Grafica 6. Correlacién del mes de captura con la tasa minima de infeccién con Flavivirus en

trampas CDC.
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Grafica 7. Correlacién del mes de captura con la tasa minima de infeccién con Flavivirus en

trampas gravidas.
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Grafica 8. Correlacidn del mes de captura con la tasa minima de infeccién con Flavivirus en

cuadrantes urbanos.
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Grafica 9. Correlacién del mes de captura con la tasa minima de infeccién con Flavivirus en

cuadrantes rurales.
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4. Correlacion de la abundancia de Culex quinguefasciatus con la tasa

minima de infeccion con Flavivirus: Este analisis se realizé por correlacion de

Spearman, separando el tipo de habitat. Esto debido a que se encontré una diferencia
significativa en las densidades relativas de Culex quinquefasciatus capturados en los dos tipos
de hébitat.

De manera general, no se encontré ninguna correlacién entre la densidad relativa de
Culex quinquefasciatus y la tasa minima de infeccion (p = 0.6045, p = 0.2748, en cuadrantes

rurales y urbanos, respectivamente). Sin embargo, como se observa en las Gréficas 10 y 11,
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existe una tendencia a que la tasa minima de infeccion aumente con la densidad de Culex
guinquefasciatus. Esta tendencia es mayor en los cuadrantes urbanos (rs = 0.29055) que en
los rurales. (rs = 0.14023).

Graéfica 10. Correlacion de la densidad relativa de Culex quinquefasciatus con la tasa

minima de infeccién con Flavivirus en cuadrantes rurales
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Graéfica 11. Correlacion de la densidad relativa de Culex quinquefasciatus con la tasa

minima de infeccién con Flavivirus en cuadrantes urbanos.
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De manera general, el objetivo de esta investigacion fue estudiar factores claves para
comprender la biologia de Flavivirus transmitidos por vectores, en particular de zancudos de
la especie Culex quinquefasciatus. Para implicar a una determinada especie de zancudo como
vector de un determinado Flavivirus, existen varios criterios: 1) demostrar la presencia del
arbovirus en una especie determinada de zancudos capturados en el campo; 2) demostrar que
la especie de zancudo en cuestidn es un vector competente en laboratorio para el virus cuando
se alimenta de sangre infectada (es capaz de infectarse y transmitir el virus); 3) el zancudo se
debe alimentar del posible hospedero amplificador en la naturaleza; y 4) demostrar que las
densidades relativas de la especie en el campo son suficientes para permitir la transmision del
virus. Este Gltimo criterio puede variar segun la especie de zancudo y el arbovirus transmitido
por esta misma, algunos zancudos poco abundantes pueden ser vectores muy eficientes de
ciertos arbovirus como por ej. Aedes aegypti y Dengue (H. Savage, comunicacion personal).

Los resultados de este estudio sugieren que Culex quinquefasciatus podria ser vector de
algunos Flavivirus en el municipio de Puerto Barrios. Varios resultados apoyan esta idea
como la abundancia de Culex quinquefasciatus respecto a otras especies en el foco de
transmisién. Se observo un aumento en la densidad de Culex quinquefasciatus en los meses
de agosto y septiembre, meses en los cuales se detectd varios pools positivos para Flavivirus.
Aungue no se obtuvo ningn pool positivo para VON en estos meses, en la misma época del
afio se detect6 actividad de este virus en gallinas. En conjunto, se puede decir que aunque no
se demuestra que Culex guinquefasciatus es un posible vector de VON, si se observa que el
aumento de esta especie coincide con el aumento de la actividad de Flavivirus en el foco de
transmisién. No obstante, para involucrar a Culex quinquefasciatus como vector de
Flavivirus, es necesario confirmar los resultados, y llevar a cabo estudios complementarios.
Por ejemplo, determinar la preferencia de alimentacion del zancudo, su competencia vectorial
y caracterizar al o los Flavivirus detectados. En efecto, esta familia de virus incluye
numerosos arbovirus entre los cuales se encuentran algunos que son exclusivos de insectos y
no tienen hospederos vertebrados conocidos. También se debe estudiar la biologia de Culex
quinquefasciatus en los sitios de estudio y determinar la tasa de sobrevivencia de esta especie
para definir su importancia en el ciclo de transmision de Flavivirus.

En general, los resultados obtenidos proveen herramientas para definir mejor la biologia
de los Flavivirus, potencialmente dafiinos para la salud humana y animal. Es importante
realizar este tipo de estudios con el fin de identificar los posibles blancos de intervencion en
caso de brotes debidos a Flavivirus transmitidos por vectores. Por ejemplo, si se identifica a
Culex quinquefasciatus como vector de determinado Flavivirus, se pueden dirigir estrategias

especificas de control vectorial.



VIIl. CONCLUSIONES

. La densidad relativa de los zancudos de la especie Culex quinquefasciatus capturados en

los cuadrantes rurales fue significativamente menor a la de los cuadrantes urbanos.

. No existe diferencia significativa en la eficiencia de ambos tipos de trampas para capturar

Culex quinquefasciatus.

. No existe correlacion entre la precipitacion pluvial y la abundancia de Culex

quinguefasciatus en ninguno de los dos tipos de habitat.

. Se encontraron 9 muestras positivas para Flavivirus. De estas, 3 fueron pools de
zancudos capturados en trampas CDC y 6 en trampas gravidas; 1 pool fue obtenido en

habitat rural y 8 en habitat urbano.

. No se encontrd ningin pool positivo para VON, posiblemente por: 1) la probabilidad de
capturar zancudos infectados es baja, es probable que se necesite un mayor esfuerzo de
captura para encontrar un zancudo infectado; 2) Culex quinquefasciatus no sea el
responsable de la transmisién del VON en Puerto Barrios; 3) Aungue es poco probable, el
VON que circula en Puerto Barrios podria ser diferente al virus detectado por la sonda
TagMan. No se puede excluir la posibilidad que el virus local tenga una secuencia
gendmica diferente que no se detecte por esta técnica.

. No existe diferencia significativa en la infecciébn con Flavivirus en los Culex
quinquefasciatus capturados en cada tipo de habitat y en cada tipo de trampa.

. La correlacién de la tasa minima de infeccion con Flavivirus y la abundancia de Culex
quinquefasciatus sugiere que la transmision de Flavivirus por Culex quinquefasciatus en
Puerto Barrios podria tener cierta estacionalidad.

. Los resultados obtenidos proveen herramientas para definir mejor la biologia de los
Flavivirus que circulan en Cx. quinquefasciatus de Puerto Barrios.

En caso de identificar a Culex quinquefasciatus como vector de algun Flavivirus
potencialmente peligroso para la salud humana o animal, se pueden implementar

estrategias especificas de control vectorial.
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IX. RECOMENDACIONES

. Para minimizar el riesgo de que los resultados no sean representativos de lo que sucede en
la naturaleza o estadisticamente representativos, es necesario tomar en cuenta en el disefio
experimental y andlisis, factores que podrian influenciar el éxito de captura, por e€j. el

lugar donde se colocan las trampas.

. Utilizar ARN de diversos Flavivirus (de ser posible endémicos y no endémicos de la
localidad geografica de estudio) como controles positivos para asegurarse de que la

técnica estandarizada amplifica diferentes Flavivirus.

. Aumentar el esfuerzo de captura para obtener suficientes zancudos positivos y reducir asi

posibles sesgos al calcular la tasa minima de infeccidn con Flavivirus.

. Para comprobar que la circulacién de los Flavivirus tiene cierta estacionalidad es

necesario extender el estudio en el tiempo.

. Caracterizar la biologia de Culex quinquefasciatus (ej. tasa de sobrevivencia, criaderos

potenciales, etc.) para definir su importancia en el ciclo de transmisidn de Flavivirus.
Es necesario identificar los Flavivirus encontrados en Culex quinquefasciatus.

. Finalmente se recomienda realizar estudios complementarios, como la preferencia de

alimentacion sanguinea del zancudo y su competencia vectorial en laboratorio.
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A. Informacién de los pools de zancudos utilizados

Cuadro 5. Informacion de los pools de zancudos utilizados.
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Cadigo Fechade . ... Tipode No. _ No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

S ooy 09-Mar-06 8 Gravida 12

Cooas’ 09-Mar-06 7 cDC 2
S ooae. 09-Mar-06 7 Gravida 6 2
G80§226 09-Mar-06 7 Gravida 1

Coo00%"  09-Mar-06 8 cDC L
S onaas” 09-Mar-06 8 cDC 2

o025 09-Mar-06 5 cDC 2
Cooea® 09-Mar-06 5 Gravida 1

G80§g$6 09-Mar-06 1 Gravida 2
GO0 10-Mar-06 4 cDC 10
ch')ggge' 10-Mar-06 4 Gravida 1
Ggoggclm 10-Mar-06 4 Gréavida 1

Cooao%e 10-Mar-06 10 Gravida 1 1
oo 10Mar06 10 cDC 6
Coaon® 10-Mar-06 7 Grévida 13

C ooane’ 08-Mar-06 7 cDC L
C ooy 10-Mar-06 5 cDC 2
S onaas. 12-Mar-06 8 Grévida 41 4
Ggoggge; 12-Mar-06 8 Gréavida 3

Conaae. 12-Mar-06 8 cDC 8
Conane 12-Mar-06 10 cDC 3
O ooaae” 12-Mar-06 10 cDC 1

CU-2006- 15 Mar-06 10 Gravida 2 !
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Continuacién Cuadro 5

56

Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

6863826' 12-Mar-06 5 cbc 1
6863(1)26- 12-Mar-06 5 Gravida 2
S onoas. 12-Mar-06 4 cDC 1

O oo 15-Mar-06 9 Grévida 50

Cooona. 15-Mar-06 9 Grévida 50

Ggogggﬁ 15-Mar-06 9 Gravida 43 !
Coooe>"  15-Mar-06 9 Gravida 9

Cooone. 15-Mar-06 9 Gravida 27 2
Gg(')ggg& 15-Mar-06 6 cDC 5
ch')ggge' 15-Mar-06 6 cDC 2

Ggogg(l)ﬁ 15-Mar-06 6 Gravida 42 >
G;’éggg@" 15-Mar-06 6 cDC 4

S onage’ 15-Mar-06 6 cDC L
Gg(—)szagg& 14-Mar-06 2 Gravida 1

S onaay 14-Mar-06 6 Gravida 13 L
S ooos) 14-Mar-06 6 cDC 1

Corons 14-Mar-06 6 cDC 1

Gglggges 14-Mar-06 9 Gréavida 24

Ggiggg‘a' 14-Mar-06 9 cDC 3
Coroa9% 13-Mar-06 6 Gravida 35 L
Ggigcl’g‘a' 12-Mar-06 6 Gravida 2

S 13Mar06 10 Gravida 3

CoooeY 13-Mar-06 10 cDC 5

Coiooey 13Mar06 10 cDC 2

Gldlgg(())G 13-Mar-06 4 Gravida 42 3
GU-2006- 15 \1ar-06 4 Gravida 4
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Continuacion Cuadro 5
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Cuadrante

Codigo Fecha de Tipo de No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias
C oo 13-Mar-06 4 cDC 1
Cooo0%  13-Mar-06 6 cDC 1 4
Ggiggge' 13-Mar-06 6 cDC 2
Ggﬁggﬁ 07-Apr-06 9 Gravida 50
CO2oN 07-Apr06 9 Grévida 2 3
Ggﬁggﬁ 07-Apr-06 9 Gravida 5
e R 1
Coiiaa” 06-Apr-06 7 Grévida 1
T 1
o 1
G;Jlgggﬁ 07-Apr-06 4 Gravida 4
GU-2006- 7. Apr-06 10 Gravida 17 2
Ggiggg‘s' 07-Apr-06 10 Gravida 1
Cooaey 06-Apr-06 10 Grévida 25 S
GldlgggG 06-Apr-06 10 Gravida 2
Gl(;lgg(iG 06-Apr-06 8 Gravida 5
C oo 06-Apr-06 6 Grévida 1
Cooaa 06-Apr-06 6 Grévida 2
GO0y 06-Apr-06 5 cDC 4
Ggﬁgg& 06-Apr-06 4 Gravida 11 3
GL(;13236 06-Apr-06 4 Gravida 4
G;’;iigf" 06-Apr-06 5 Gravida 3 1
GU-2006- 07-Apr-06 7 Gravida 3
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Continuacién Cuadro 5
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Codigo  FeMade o agrante  T1P00° o o ol
colecta Trampa  Gravidas Alimentadas Vacias

Cooasy 07-Apr-06 8 Gravida 5

Coo00  o7-Apr-0 8 Gravida 1

O ooaey 07-Apr-06 4 Grévida 3

O ooaey 07-Apr-06 6 Grévida 3 5

U oo oo 4

U s o oo 4

ooy 10-May-06 7 cbc 4

L s 5 oo 4

U s 3 e 1

2% 11-May-06 3 Gravida 1

Coaes 10-May-06 10 Grévida 28 !

U o 1 e s 5

Ggiigg& 10-May-06 4 Gravida 2

Coaaa 11-May-06 9 Gravida 3

Cooaey 11-May-06 8 Gravida 14

U s & o :

Gglgggfs 14-Jun-06 8 Gréavida !

Co2%% 14-Jun-06 8 Gravida 2

SO 14-un-06 3 Gravida

U209 14-un-06 4 Gravida 3

GU-2006- 14-3un-06 4 Gravida 2

01534



Continuacion Cuadro 5

59

Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

oY 15Jun-06 7 Gravida 9 L
Co20% 15 un-06 3 Gravida 5 1
Ggiggge' 16-Jun-06 10 Gravida 22
Ggléggﬁ 18-Jun-06 6 Gravida 8
GO0 18-Jun-06 6 Grévida 1
SO 18-Jun-06 10 Gravida 2
Co20%  19.un-06 9 Gravida 13
oz’ 19-Jun-06 9 Grévida 5
Ggléggﬁ 16-Jun-06 6 Gréavida 7 !
Coraay 19-un-06 5 Gravida 5
Coaas 14-un-06 7 cDC !
Coroas” 14-Jun-06 4 cDC 2 45
Coraney 14-un-06 9 cDC 1
ooy 14-un-06 9 cDC 1
GB’ﬁggG' 15-Jun-06 1 cDC 2
Co20%% 14-un-06 3 cDC 3
C oo 16-Jun-06 6 cDC 3
ooy 16-un-06 10 cDC 6
Cooo00  18-Jun-06 6 cDC 17
Coroas’ 18-un-06 6 cDC 9
CooaaY 18-Jun-06 10 cDC 1
Coone. 19-lun-06 5 cDC 3
Coaas 20-Jul-06 8 Gravida 6 1
ey 20-ul-06 6 Gravida 9 1
Coone. 20-Jul-06 7 Grévida 9
GU-2006- 1 1106 9 Gravida 50

02251
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

Coona 21-0ul-06 9 Gravida 3

Cooaa% 21-3ul-06 5 Gravida 4

Coany 21-0ul-06 5 Gravida 1

nggggﬁ 21-Jul-06 4 Gravida 4

O oaey” 21-ul-06 3 Grévida 1

g 21-0ul-06 10 Gravida 4

ooy 22-3ul-06 6 cDC 1 1

Coaar 22-3ul-06 7 cDC 2

e 20-3ul-06 8 cDC !

Coane 20-Jul-06 2 cDC !

e 21-9ul-06 4 cDC 4

Ggéigg‘s' 29-Aug-06 8 Gravida 1

CoanaY 29-Aug-06 8 Grévida 3

nggggs 31-Aug-06 7 Gréavida 4

Ggéggcl’& 31-Aug-06 8 Gravida 7

ngégga 31-Aug-06 3 Gréavida 5

O eaa 31-Aug-06 6 Gravida 2

B wpm 1 o 3

B w1 o 1

OOy 01-Sep-06 6 Gravida 15

rata 03-Sep-06 4 Grévida 6 5

e 03-Sep-06 4 Gravida 5

U nom s o .

B a1 e .

GU-2006- 3 5o 05 4 cDC 1

02650



Continuacién Cuadro 5

61

Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

Ggéégge_ 03-Sep-06 9 Gravida 25

o 1

Coaos 03-Sep-06 5 Grévida 2

CoyonaY 05-Sep-06 10 Gravida 9

C ey’ 05-5ep-06 10 Gravida 2

o 05-Sep-06 10 cDC 1

R 3

ey 04-Sep-06 4 cDC 20

nggggﬁ 04-Sep-06 4 Gravida 6

O orae 04-Sep-06 4 Grévida 5

O oranay 04-Sep-06 9 Gravida 1

C oo’ 04-5ep-06 9 Grévida 12

ooy 04-Sep-06 10 Gravida 17 1

Coaany 04-Sep-06 10 Gravida 2

S oaon 23-5ep-06 7 Grévida 2

O ana) 23-Sep-06 8 Gravida 5

e maw 2 e .

T 4

O ooay 23-Sep-06 6 Gravida 1

T s 2w 4

e o 1

Cooas 24-Sep-06 9 cDC 3

6323226 24-Sep-06 9 Gravida 6

O ooaas” 24-5ep-06 5 Gravida 1

Coae. 24-Sep-06 5 Grévida 2

GU-2006- 4 s 0 5 CcDC 1 2

02948
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias
T 6
CUoa0% 24-Sep-06 4 Gravida 11 11
Coany 24-Sep-06 4 Grévida 10
e s o "
e s o 3
ooy 24-Sep-06 10 Grévida 10
682-3826' 24-Sep-06 10 Gravida 1
O oons 26-0ct-06 6 Gravida 3 1
O ooae 26-0ct-06 6 cDC 3
S ooay 26-0ct-06 6 cDC 1
Cho00"  26:0ct:06 8 Gravida 1
Coae” 26-0ct-06 8 cDC 3
o 26:0ct:06 8 cDC 2
O 26:0ct-06 7 Gravida 2
oy 26:0ct:06 7 Grévida 20
Coa% 2700106 5 Gravida 2
e’ 21-0ct-06 5 cDe 2
Coaaa 27-0ct-06 9 cDC !
Y2996 27.0ct-06 9 Grévida 1 1
s 27-0ct-06 10 cbe 3
Choa9%"  27.0ct:06 10 Gravida 6
onans 27-0ct-06 3 coC o
Conans 27-0ct-06 3 cDC 1
ooy’ 21-0ct-06 4 Grévida 13 4
Conaay 27-0ct-06 4 Grévida 2
GU-2006- 7. 0ct-06 4 cDC 50

08394
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

oo 27-0ct-06 4 cDC 32
Cooo0%"  09-Mar-06 8 Grévida 12
o0y 09-Mar-06 7 cDC 2
Ggoiggﬁ 09-Mar-06 7 Gravida 6 2
GO0 09-Mar-06 7 Gravida 1
S ooy 09-Mar-06 8 cDC L
o2 09-Mar-06 8 cbc 2
S onoas” 09-Mar-06 5 cbc 2
Ggogggﬁ 09-Mar-06 5 Gravida 1
S onaas 09-Mar-06 1 Gravida 2
S onans 10-Mar-06 4 cDC 10
Cooaas” 10-Mar-06 4 Gravida 1
Ggoggge 10-Mar-06 4 Gréavida 1
Ggogggfs 10-Mar-06 10 Gréavida 1 !
Cooare. 10-Mar-06 10 cDC 6
Ggogggfs 10-Mar-06 7 Gravida 13
O ooaae” 08-Mar-06 7 cDC L
Conaas” 10-Mar-06 5 cDC 2
Co2%%" 12 Mar-06 8 Grévida 41 4
S onags 12-Mar-06 8 Grévida 3
Conaas”” 12-Mar-06 8 cDC 8
Coaae 12Mar06 10 cDC 3
S onane. 12-Mar-06 10 cDC 1
G oo 12-Mar-06 10 Grévida 2 1
Cooone. 12-Mar-06 5 cDC L
GU-2006- 15 Mar-06 5 Grévida 2

00913
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

S oooas. 12-Mar-06 4 cDC 1

CoooeY  15-Mar-06 9 Grévida 50

Coooas. 15-Mar-06 9 Gréavida 43 /
Ggogzag(l)ﬁ 15-Mar-06 9 Gravida 9

Cooae®  15-Mar-06 9 Grévida 27 2
C onoea” 15-Mar-06 6 cDC 5
Cooa0%"  15-Mar-06 6 cDC 2

ooy’ 15-Mar-06 6 Gravida 42 5
Conaga” 15-Mar-06 6 cDC 4

Cooane. 15-Mar-06 6 cDC L
S onoas) 14-Mar-06 2 Grévida 1

Cooaay” 14-Mar-06 6 Grévida 13 1
S onaos. 14-Mar-06 6 cDC 1

CooaY 14-Mar-06 6 cDC 1

ooy 14-Mar-06 9 Grévida 24

Cooey 14-Mar-06 9 cDC 3
GO0 13-Mar-06 6 Grévida 35 1
Ggl(z)gge 12-Mar-06 6 Gravida 2

O o000 13-Mar-06 10 Gravida 3

Corooey 13-Mar-06 10 cDC 5

SO 13Mar06 10 cDC 2

ooy 13-Mar-06 4 Gravida 42 3
Ggl(z)g(lm 13-Mar-06 4 Gravida 4

C oo 13-Mar-06 4 cDC L
ooy 13-Mar-06 6 cDC 1 4
GU-2006- 45 \rar-06 6 cDC 2

01041
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

Coiiaay 07-Apr-06 9 Gravida 50

Co200%" 07-Apr-06 9 Gravida 5

i VIS 1

G;Jliggﬁ 06-Apr-06 7 Gravida 1

L s 1 o 1

U s 1 o 1

GOy 07-Apr-06 4 Grévida 4

Gglgg(l)ﬁ 07-Apr-06 10 Gravida 17 2

Corotay 07-Apr-06 10 Grévida 1

G;Jlgggﬁ 06-Apr-06 10 Gravida 25 3

Ggégg‘s' 06-Apr-06 10 Gravida 2

Gldlgggfi 06-Apr-06 8 Gravida 5

ooy 06-Apr-06 6 Grévida 1

Gldlgggﬁ 06-Apr-06 6 Gravida 2

OO 06-Apr-06 5 cDC 4

Gl(;lgggG 06-Apr-06 4 Grévida 11 3

Coo00  06-Apr-06 4 Grévida 4

Cooas 06-Apr-06 5 Grévida 3 1

Gléllgggfi 07-Apr-06 7 Gravida 3

Cooas 07-Apr-06 5 Grévida 2

Gl(;lgg(())G 07-Apr-06 8 Gravida 5

Coio0e> 07-Apr-06 8 Gravida 1

GU-2006- 57 Ao 06 6 cDC 3

01257
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

Cooaey 07-Apr-06 6 Grévida 3 5

U o oo 4

L oo+ oo 4

Ggiigge— 10-May-06 7 cDC 4

L s oo 4

U s o 1

Co2aa% 11-May-06 3 Gravida 1

G;’iigg@" 10-May-06 10 Gravida 28 1

U o 1 e s 5

Ggiigg& 10-May-06 4 Gravida 2

Coaaa 11-May-06 9 Gravida 3

Coaaey 11-May-06 8 Gravida 14

U 8 e s

Gglggg(s 14-Jun-06 8 Gréavida !

Co2%% 14-0un-06 8 Gravida 2

SO 14-un-06 3 Gravida

U200 14-un-06 4 Gravida 3

o 14-un-06 4 Gravida 2

Gglgggfs 15-Jun-06 7 Gréavida 9 1

Cor% 15-un-06 8 Gravida 5

% 15.un-06 3 Gravida 5 L

Coioa0® 16-Jun-06 10 Gravida 22

e’ 18-Jun-06 6 Gravida 8

GU-2006- 1g jun-06 6 Gravida 1

01566
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

SO0 18-un-06 10 Gravida 2
Co20%  19.un-06 9 Gravida 5
Coraaa” 16-Jun-06 6 Gravida 7 1
Ggléggﬁ 19-Jun-06 5 Gravida 5
Cooo0” 14-Jun-06 7 cDC !
ooy 14-un-06 4 cDC 2 45
o200 14-un-06 9 cDC 1
Ggiégge' 14-Jun-06 9 cDC 1
oo 15-Jun-06 1 cDC 2
SO 14-un-os 3 cDC 3
o0y 16-un-06 6 cDC 3
S ooy’ 16-Jun-06 10 cDC 6
C ooy 18-un-06 6 cDC 17
oo 18-un-06 6 cDC 9
Coroas” 18-lun-06 10 cDC 1
Coaoe) 19-Jun-06 5 cDC 3
ey 20-ul-06 8 Gravida 6 1
Coaas 20-Jul-06 6 Gravida 9 L
GO oa0% 20-3ul-06 7 Gravida 9
ooy 21-0ul-06 9 Grévida 50
Coona) 21-0ul-06 9 Gravida 3
Coona 21-0ul-06 9 Grévida 5
e 21-0ul-06 5 Gravida 4
ey’ 21-ul-06 5 Gravida 1
Coane 21-0ul-06 4 Gravida 4
GU-2006- 51 3u1-06 3 Gravida 1

02262
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

g 21-0ul-06 10 Gravida 4

Coand 22-3ul-06 7 cDC 2

Coane 20-3ul-06 8 cDC !

Cans’ 20-3ul-06 2 cDC !

Cooaoe” 21-ul-06 4 cDC 4

Ggéigge' 29-Aug-06 8 Gravida 1

ng-iclige' 29-Aug-06 8 Gravida 3

Ggéégg& 31-Aug-06 7 Gravida 4

ngégclm 31-Aug-06 8 Gréavida 7

6‘5’2'2226' 31-Aug-06 3 Gravida 5

G;’éégg& 31-Aug-06 6 Gravida 2

o VN 3

I a1 o 1

S rana 01-Sep-06 6 Grévida 15

OO ey 03-Sep-06 4 Grévida 6 5

G(leéégg@ 03-Sep-06 4 Gravida 5

U s o .

e o o .

U o 1

o aaa 03-Sep-06 9 Gravida 25

S oraag 01-Sep-06 5 Grévida 3

o 1

o oas 03-5ep-06 5 Grévida 2

Gg;ggﬁ— 05-Sep-06 10 Gravida 9

CU-2006- 95-5ep-06 10 Grévida 2

02752



Continuacién Cuadro 5

69

Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

Coasy 05-Sep-06 10 cDC 1

o200 04-Sep-06 4 cDC 20

O ooae 04-Sep-06 4 Grévida 6

ngiggﬁ 04-Sep-06 4 Gravida >

Cooans” 04-5ep-06 9 Gravida 1

Cana” 04-Sep-06 9 Grévida 12

ooy 04-Sep-06 10 Grévida 17 1

ooy 04-Sep-06 10 Grévida 2

O raae 23-Sep-06 7 Gravida 2

s 23-Sep-06 8 Grévida 5

e w1 e .

I 4

oy 23-5ep-06 6 Grévida 1

T s 0w 4

. 1

Conny 24-Sep-06 9 cDC 3

Cooaay 24-5ep-06 9 Gravida 6

Gl(;zgggG 24-Sep-06 5 Gravida 1

CUoao00 24-Sep-06 5 Gravida 2

U s s e 2

O onay 24-Sep-06 3 cDC 6

Coans 24-Sep-06 3 Grévida 22

6823226 24-Sep-06 4 Gravida 11 1

O oaes” 24-5ep-06 4 Gravida 10

o .

GU-2006- ) <o 06 4 cDC 3

02974
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Cadigo Fechade Cuadrante Tipode No. No. No.
colecta Trampa Gravidas Alimentadas Vacias

oy 24-Sep-06 10 Grévida 10
O o0 26-0ct-06 6 Gravida 3 1
S ooae. 26-0ct-06 6 cDC 3
O ooay 26-0ct-06 6 cDC !
G200 26-0ct-06 8 Gravida 1
S ons 26:0ct:06 8 cDC 3
Ch209% 2600106 8 cDC 2
S oan 26:0ct:06 7 Grévida 2
Coaooy  26:0ct-06 7 Grévida 20
S onany 27-0ct-06 5 Grévida 2
Coaaa 27:0ct:06 5 cDC 2
O oans” 21-0ct-06 9 cDe L
S 27-0ct-06 9 Gravida 1 !
Gy 27-0ct-06 10 le 3
oy 27-0ct-06 10 Grévida 6
oo 27-0ct-06 3 cbc 9
Ggéégge- 27-Oct-06 3 cDC 1
ooy 27-0ct06 4 Gravida 13 4
Cooo00" 27-0ct-06 4 Gravida 2
Conaos 27-0ct-06 4 cDC 50
Coane 27-0ct-06 4 cDC 32
CU-2006- 57.0ct-06 4 cDC 7

08396
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B. Informacion de los iniciadores utilizados para la amplificacion de
Flavivirus y VON

1. Flavivirus: Los iniciadores consensos para Flavivirus, FU2/cFD3 y FU1/cFD2,

estan diseflados para la amplificacion de una porcion de la proteina NS5, la cual
codifica para la ARN polimerasa. Esta proteina se encuentra posicionada en el genoma del
7681 al 10395 nucledtidos en la cepa Mex03 y del 10399 al 11029 en la cepa NY99 y en otras
cepas. Los iniciadores no son degenerados, ya que fueron disefiados para amplificar una
secuencia conservada. La informacion de los iniciadores se encuentra en el Cuadro 6 y en la
Figura 19.

Cuadro 6. Informacién de los iniciadores consensos utilizados para la amplificacion de

Flavivirus.
o Tamafio
Posicion )
) Longitud esperado
Nom. Secuencia5’ 2> 3’ enel
(nt) de
genoma*
producto
FU2 GCTGATGACACCGCCGGCTGGGACAC 9233 26 850 ob
cFD3 AGCATGTCTTCCGTGGTCATCCA 10077 23 P
FUL  TACAACATGATGGGAAAGAGAGAGAA 8993 26 250 oh
cFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC 9258 26 P

*Posicidn relativa, depende del Flavivirus.

Figura 19. Organizacion del genoma de los Flavivirus y posicion de los iniciadores en el
genoma.

Gemome (rganization of the Flavivirus

.E'EIE.!;';M,I'M_ E .i_"-.I.E1 |NEENE| NEE- INS-M.’EL B ME5 J E'NE!

y
l {FU1 P} [FLIZP) B
—F —F —F —F
FGue Fu FL2 FU3
| | Cermignren v e
CrD2 CFD- CF O
— +— —
(CFDAPM) (CFDAPM)
—
G4 VI

(Kuno, 1997)
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2. VON: Estos iniciadores estan disefiados para la amplificacién de una porcion de la
proteina NS5 del Virus del Oeste del Nilo. La informacion de estos iniciadores se

encuentra en el cuadro siguiente.

Cuadro 7. Informacion de los iniciadores y la sonda utilizados para la amplificacion de VON.

o Tamarfio
Posicion )
) Longitud esperado
Nom. Secuencia5’ > 3’ en el
(nt) de
genoma
producto
10668 CAGACCACGCTACGGCG 10668 17
10770c CTAGGGCCGCGTGGG 10770 15
10691 103 pb
(sonda  TCTGCGGAGTGCAGTTCTGCGAT 10691 24

FAM)

C. Geles de agarosa de productos de amplificacion e informacion de

muestras positivas con la técnica molecular estandarizada

Figura 20. Tamizaje por RT-PCR para la deteccion de Flavivirus (2).

pb
1000 --
500--
NTCC-C+C+ MM
1000 -- l o0
500--

Se presenta la foto de uno de los geles analizados (Gel de agarosa 2 %, tincién con bromuro
de etidio) con productos de amplificacién de pools de Culex quinquefasciatus con los
iniciadores FU2 y cFD3. MM: Marcador molecular 100 pb. Se indica con nimeros del 10 —
14, los pools de Culex quinquefasciatus posibles positivos. NTC: Control negativo sin

templado. C-: Control negativo con agua. C+: Control positivo 1:100.
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Figura 21. Tamizaje por RT-PCR para la deteccion de Flavivirus (3).

pb
1000 --- 15 16
v
500---
I T RITT LTV YW
NTC C-C+C+ MM
1000 - E
.= l
500--- .

Se presenta la foto de uno de los geles analizados (Gel de agarosa 2 %, tincion con bromuro
de etidio) con productos de amplificacion de pools de Culex quinquefasciatus con los
iniciadores FU2 y cFD3.. MM: Marcador molecular 100 pb. Se indica con nimeros del 15 —
20, los pools de Culex quinquefasciatus posibles positivos. NTC: Control negativo sin

templado. C-: Control negativo con agua. C+: Control positivo 1:100.

En el Cuadro 8 se presenta informacidn de las 20 que se identificaron como posibles

positivos con la técnica estandarizada.

D. Resultados de los analisis estadisticos realizados en SAS 9.1

1. Andlisis de la densidad relativa de Culex quinquefasciatus

a. Analisis de la densidad relativa por tipo de habitat

Rural vrs Urbano
The GENMOD Procedure

Model Information

Data Set WORK . ONE

Distribution Poisson

Link Function Log

Dependent Variable Densidad Densidad
Offset Variable Numtrampas Numtrampas

Observations Used 228



Cuadro 8. Informacion de los pools de zancudos positivos.
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Numero de pool

Mes de colecta

Tipo de trampa

Tipo de habitat

GU-2006-02692

GU-2006-02779
GU-2006-02810
GU-2006-02898
GU-2006-02933
GU-2006-02941
GU-2006-02945
GU-2006-02946
GU-2006-08246
GU-2006-08391
GU-2006-08395
GU-2006-00895
GU-2006-00943
GU-2006-00951
GU-2006-01009
GU-2006-01139
GU-2006-01228
GU-2006-01237
GU-2006-01243
GU-2006-01258

Agosto
Agosto
Agosto
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Septiembre
Octubre
Octubre
Octubre
Marzo
Marzo
Marzo
Marzo
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril

CDC
CDC
Gravida
Gravida
CDC
CDC
Gravida
Gréavida
CDC
Gravida
CDC
CDC
CDC
Gréavida
CDC
Gréavida
Gréavida
Gréavida
Gréavida
CDC

Urbano
Urbano
Rural
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano
Urbano

Rural

Class Level Information

Class

Mes

Levels

8

Values

123456738

Parameter Information

Parameter

Prml
Prm2
Prm3
Prm4
Prm5
Prmé
Prm7
Prm8
Prmo
Prml10
Prml1l
Prmi12
Prml1l3
Prml1l4
Prml15
Prml1l6
Prml17
Prm18

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Effect Mes

Intercept
Sitio

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes
Sitio*Mes

ONOTRWNRONOOORMWNE
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Criterion DF Value Value/DF
Deviance 212 3902.5911 18.4084
Scaled Deviance 212 122.8455 0.5795
Pearson Chi-Square 212 6734.8791 31.7683
Scaled Pearson X2 212 212.0000 1.0000
Log Likelihood 63.5381
Rural vrs Urbano
The GENMOD Procedure
Algorithm converged.
Analysis Of Parameter Estimates
Standard Wald 95% Confidence Chi-
Parameter DF Estimate Error Limits Square Pr > ChiSq
Intercept 1 1.1832 0.4815 0.2394 2.1271 6.04 0.0140
Sitio 1 -1.7585 1.1690 -4.0496 0.5327 2.26 0.1325
Mes 1 1 0.4439 0.5528 -0.6396 1.5274 0.64 0.4220
Mes 2 1 -0.0550 0.6488 -1.3267 1.2167 0.01 0.9324
Mes 3 1 -0.1683 0.7648 -1.6673 1.3306 0.05 0.8258
Mes 4 1 -0.1851 0.6414 -1.4422 1.0719 0.08 0.7728
Mes 5 1 -0.1908 0.7700 -1.7000 1.3183 0.06 0.8043
Mes 6 1 0.7163 0.6145 -0.4881 1.9207 1.36 0.2437
Mes 7 1 -0.0073 0.6823 -1.3445 1.3299 0.00 0.9914
Mes 8 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 - -
Sitio*Mesl 1 0.8361 1.3271 -1.7649 3.4371 0.40 0.5287
Sitio*Mes2 1 -0.1979 1.7965 -3.7191 3.3233 0.01 0.9123
Sitio*Mes3 1 0.5545 1.8666 -3.1041 4.2130 0.09 0.7664
Sitio*Mes4 1 0.0323 1.7489 -3.3955 3.4601 0.00 0.9853
Sitio*Mes5 1 0.6823 1.8210 -2.8867 4.2513 0.14 0.7079
Sitio*Mes6 1 -0.9693 1.7844 -4.4667 2.5282 0.30 0.5870
Sitio*Mes7 1 0.4038 1.6799 -2.8886 3.6963 0.06 0.8100
Sitio*Mes8 O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 - -
Scale 0 5.6363 0.0000 5.6363 5.6363
NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson"s Chi-
Square/DOF.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-
Source Num DF Den DF F value Pr > F Square Pr > ChiSq
Sitio 1 212 18.22 <.0001 18.22 <.0001
Mes 7 212 0.68 0.6924 4.73 0.6928
Sitio*Mes 7 212 0.32 0.9430 2.26 0.9440
Contrast Estimate Results
Standard Chi-
Label Estimate Error Alpha Confidence Limits Square Pr > ChiSq
rural vs. urbano RR -1.5907 0.4447 0.05 -2.4623 -0.7192 12.80 0.0003
Exp(rural vs. urbano RR)0.2038 0.0906 0.05 0.0852 0.4871

b. Anélisis de la densidad relativa por tipo de trampa

Data Set
Distribution

Link Function
Dependent Variable
Offset Variable
Observations Used

CDC vrs Gravida
The GENMOD Procedure

Model Information
WORK . ONE
Poisson
Log
Densidad Densidad
Numtrampas Numtrampas
228
Class Level Information



Class

Mes

Parame

Prml
Prm2
Prm3
Prm4
Prm5
Prmé
Prm7
Prm8
Prm9
Prml10
Prmll
Prml12
Prml13
Prml4
Prml5
Prml6
Prml7
Prml18

Levels

Values

8

Parameter Information

ter

Effect

Intercept

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Tipo_Trampa
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes

123456738

Mes

O~NONAWNE ONOOAWNE

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF Value Value/DF

Deviance 212 3965.3613 18.7045

Scaled Deviance 212 126.2670 0.5956

Pearson Chi-Square 212 6657.7711 31.4046

Scaled Pearson X2 212 212.0000 1.0000

Log Likelihood 63.2746

CDC vrs Gravida
The GENMOD Procedure
Algorithm converged.
Analysis OF Parameter Estimates
Standard Wald 95% Confidence Chi-
Parameter DF Estimate Error Limits Square Pr > C
Intercept 1 0.1061 0.7847 -1.4319 1.6441 0.02 0
Mes 1 1 1.9406 0.8268 0.3201 3.5611 5.51 0
Mes 2 1 1.1215 0.8966 -0.6357 2.8788 1.56 0
Mes 3 1 0.4831 1.1210 -1.7140 2.6803 0.19 0
Mes 4 1 0.4415 0.9746 -1.4687 2.3517 0.21 0
Mes 5 1 1.1763 0.9676 -0.7202 3.0727 1.48 0
Mes 6 1 1.1821 0.9183 -0.6178 2.9820 1.66 0
Mes 7 1 0.7026 0.9994 -1.2561 2.6614 0.49 0
Mes 8 O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 -
Tipo_Trampa 1 0.8044 0.9441 -1.0460 2.6547 0.73 0
Tipo_Trampa*Mes 1 1 -2.9479 1.1949 -5.2899 -0.6059 6.09 0
Tipo_Trampa*Mes 2 1 -2.9266 1.6277 -6.1169 0.2637 3.23 0
Tipo_Trampa*Mes 3 1 -0.6187 1.4368 -3.4348 2.1975 0.19 0
Tipo_Trampa*Mes 4 1 -0.7033 1.2358 -3.1255 1.7189 0.32 0
Tipo_Trampa*Mes 5 1 -3.0868 2.0862 -7.1756 1.0021 2.19 0
Tipo_Trampa*Mes 6 1 -1.1365 1.1983 -3.4852 1.2122 0.90 0
Tipo_Trampa*Mes 7 1 -0.8291 1.2910 -3.3595 1.7013 0.41 0
Tipo_Trampa*Mes 8 O 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 - -
Scale 0 5.6040 0.0000 5.6040 5.6040
NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson"s Chi-
Square/DOF.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-

Source Num DF Den DF F Value Pr > F Square Pr > ChiSq
Mes 7 212 1.98 0.0593 13.85 0.0539
Tipo_Trampa 1 212 4.03 0.0461 4.03 0.0448
Tipo_Trampa*Mes 7 212 1.91 0.0697 13.35 0.0640

Contrast Estimate Results
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hisq

.8924
.0189
.2110
.6665
.6506
.2241
-1980
.4820

-3942
.0136
.0722
.6668
.5693
-1390
-3429
.5208



Label

CDC vrs Gravida RR
Exp(CDC vrs Gravida RR)0.4835

77

Standard Chi-
Estimate Error Alpha Confidence Limits Square Pr > ChiSq
-0.7267 0.3908 0.05 -1.4928 0.0393 3.46 0.0630
0.1890 0.05 0.2247 1.0401

C. Anaélisis de la densidad relativa segun el tipo de trampa en cuadrantes

urbanos
CDC vrs. Gravida en Urbano por mes
The GENMOD Procedure
Model Information

Data Set WORK . TWO

Distribution Poisson

Link Function Log

Dependent Variable Densidad Densidad
Offset Variable Numtrampas Numtrampas
Observations Used 130

Missing Values 5

Parameter

Prml
Prm2
Prm3
Prm4
Prm5
Prmé
Prm7
Prm8
Prm9
Prm10
Prml1l
Prml12
Prm13
Prml4
Prml1l5
Prmi16

Parameter Information

Effect

Intercept

mesl

mes2

mes3

mes4

mes5

mes6

mes7

Tipo_Trampa
mes1*Tipo_Trampa
mes2*Tipo_Trampa
mes3*Tipo_Trampa
mes4*Tipo_Trampa
mes5*Tipo_Trampa
mes6*Tipo_Trampa
mes7*Tipo_Trampa

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF Value Value/DF

Deviance 114 2575.3414 22.5907

Scaled Deviance 114 84.1425 0.7381

Pearson Chi-Square 114 3489.1881 30.6069

Scaled Pearson X2 114 114.0000 1.0000

Log Likelihood 76.2072

Algorithm converged.
CDC vrs. Gravida en Urbano por mes
The GENMOD Procedure
Analysis OF Parameter Estimates
Standard Wald 95% Confidence Chi-

Parameter DF Estimate Error Limits Square Pr > ChiSq
Intercept 1 0.2886 1.0455 -1.7606 2.3378 0.08 0.7825
mesl 1 2.0813 1.0835 -0.0424 4.2050 3.69 0.0548
mes2 1 1.4327 1.1377 -0.7973 3.6626 1.59 0.2079
mes3 1 0.4750 1.4027 -2.2743 3.2242 0.11 0.7349
mes4 1 0.5572 1.2230 -1.8399 2.9543 0.21 0.6487
mes5 1 1.3263 1.2109 -1.0470 3.6997 1.20 0.2734
mes6 1 1.7318 1.1584 -0.5387 4.0023 2.23 0.1349
mes7 1 0.9853 1.2252 -1.4161 3.3867 0.65 0.4213
Tipo_Trampa 1 1.3591 1.1721 -0.9382 3.6565 1.34 0.2462
mes1*Tipo_Trl -3.6577 1.4256 -6.4519 -0.8636 6.58 0.0103
mes2*Tipo_Trl -3.6104 1.8677 -7.2710 0.0501 3.74 0.0532
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mes3*Tipo_Trl -0.9072 1.6748 -4.1897 2.3753 0.29 0.5881
mes4*Tipo_Trl -1.0748 1.4421 -3.9012 1.7517 0.56 0.4561
mes5*Tipo_Trl -3.9741 2.6169 -9.1032 1.1550 2.31 0.1289
mes6*Tipo_Trl -1.6175 1.3946 -4.3508 1.1159 1.35 0.2461
mes7*Tipo_Trl -1.5658 1.5112 -4.5277 1.3962 1.07 0.3002
Scale 0 5.5324 0.0000 5.5324 5.5324
NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson"s Chi-
Square/DOF.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-
Source Num DF Den DF F Vvalue Pr > F Square Pr > ChiSq
mesl 1 114 6.66 0.0111 6.66 0.0099
mes2 1 114 2.12 0.1483 2.12 0.1456
mes3 1 114 0.12 0.7345 0.12 0.7338
mes4 1 114 0.22 0.6369 0.22 0.6360
mes5 1 114 1.41 0.2382 1.41 0.2357
mes6 1 114 2.97 0.0877 2.97 0.0850
mes7 1 114 0.73 0.3955 0.73 0.3938
Tipo_Trampa 1 114 1.67 0.1986 1.67 0.1960
mes1*Tipo_Trampa 1 114 8.76 0.0038 8.76 0.0031
mes2*Tipo_Trampa 1 114 5.50 0.0207 5.50 0.0190
mes3*Tipo_Trampa 1 114 0.30 0.5868 0.30 0.5857
mes4*Tipo_Trampa 1 114 0.60 0.4421 0.60 0.4405
mes5*Tipo_Trampa 1 114 4.22 0.0422 4.22 0.0399
mes6*Tipo_Trampa 1 114 1.53 0.2187 1.53 0.2161
mes7*Tipo_Trampa 1 114 1.18 0.2804 1.18 0.2782
CDC vrs. Gravida en Urbano por mes
The GENMOD Procedure
Contrast Estimate Results
Standard Chi-
Label Estimate Error Alpha Confidence Limits Square
CDC vs. Gravida RR, month 1 -2.2986 0.8115 0.05 -3.8890 -0.7082 8.02
Exp(CDCvs.Gravida RR,monthl) 0.1004 0.0815 0.05 0.0205 0.4925
CDC vs. Gravida RR, month 2 -2.2513 1.4541 0.05 -5.1012 0.5986 2.40
Exp(CDCvs.Gravida RR,month2) 0.1053 0.1531 0.05 0.0061 1.8196
CDC vs. Gravida RR, month 3 0.4520 1.1962 0.05 -1.8926 2.7966 0.14
Exp(CDCvs.Gravida RR,month3) 1.5714 1.8798 0.05 0.1507 16.3881
CDC vs. Gravida RR, month 4 0.2844 0.8401 0.05 -1.3622 1.9309 0.11
Exp(CDCvs.Gravida RR,month4) 1.3289 1.1164 0.05 0.2561 6.8960
CDC vs. Gravida RR, month 5 -2.6150 2.3397 0.05 -7.2008 1.9709 1.25
Exp(CDCvs.Gravida RR,month5) 0.0732 0.1712 0.05 0.0007 7.1768
CDC vs. Gravida RR, month 6 -0.2583 0.7557 0.05 -1.7394 1.2227 0.12
Exp(CDCvs.Gravida RR,month6) 0.7724 0.5836 0.05 0.1756 3.3965
CDC vs. Gravida RR, month 7 -0.2066 0.9539 0.05 -2.0761 1.6629 0.05
Exp(CDCvs.Gravida RR,month7) 0.8133 0.7758 0.05 0.1254 5.2747
CDC vs. Gravida RR, month 8 1.3591 1.1721 0.05 -0.9382 3.6565 1.34
Exp(CDCvs.Gravida RR,month8) 3.8929 4.5630 0.05 0.3913 38.7250
Contrast Estimate Results
Label Pr > ChiSq
CDC vs. Gravida RR, month 1 0.0046
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 1)
CDC vs. Gravida RR, month 2 0.1216
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 2)
CDC vs. Gravida RR, month 3 0.7055
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 3)
CDC vs. Gravida RR, month 4 0.7350
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 4)
CDC vs. Gravida RR, month 5 0.2637
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 5)
CDC vs. Gravida RR, month 6 0.7325
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 6)
CDC vs. Gravida RR, month 7 0.8285
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 7)
CDC vs. Gravida RR, month 8 0.2462
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 8)

Data Set

CDC vrs Gravida en Urbano

The GENMOD Procedure

Model

Information

WORK. TWO



Distribution
Link Function
Dependent Variable

Offset Variable Numtrampas Numtrampas
Observations Used 130
Missing Values 5
Class Level Information
Class Levels Values
Mes 8 1234567
Parameter Information
Parameter Effect
Prml Intercept
Prm2 Mes
Prm3 Mes
Prm4 Mes
Prm5 Mes
Prmé Mes
Prm7 Mes
Prm8 Mes
Prm9 Mes
Prmi10 Tipo_Trampa
Prmll Tipo_Trampa*Mes
Prmi2 Tipo_Trampa*Mes
Prmi3 Tipo_Trampa*Mes
Prmi4 Tipo_Trampa*Mes
Prmi5 Tipo_Trampa*Mes
Prm16 Tipo_Trampa*Mes
Prm17 Tipo_Trampa*Mes
Prmi8 Tipo_Trampa*Mes

Poisso

n

Log

Densidal

d Densidad

8

Mes

ONOUITARWNE ONOUIRAWNE

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion

Deviance

Scaled Deviance
Pearson Chi-Squar
Scaled Pearson X2

e

DF

114
114
114
114

Value

2575.3414
84.1425
3489.1881
114.0000

CDC vrs Gravida en Urbano

The GENMOD Procedure

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion

Log Likelihood

Algorithm converged.

Parameter

Intercept
Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes
Tipo_Trampa
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Tipo_Trampa*Mes
Scale

O~NOUhWNE

ONOUTAWNR
CORRRRPRPRRRRPORRRERRRERER

DF

Value

76.2072

Analysis Of Parameter Estimates

o
b

Estimate

.2886
.0813
.4327
-4750
.5572
.3263
.7318
-9853
.0000
-3591
.6577
.6104
-9072
.0748
.9741
.6175
-5658
-0000
.5324

| O S N A A |
OORPFPWFROWWFROORFROORNO

OORRNRRPRRPRORRRRRERRER

Stal
Error

.0455
.0835
.1377
-4027
-2230
.2109
.1584
.2252
.0000
1721
-4256
.8677
.6748
-4421
.6169
-3946
.5112
-0000
-0000

ndard

-1.
-0.
-0.
-2.
-1.
-1.
-0.
-1.

0.
-0.
-6.
-7.
-4.
-3.
-9.
-4.
-4.

0.

5.

Wald 95% Confidence

Limits
7606 2.3378
0424 4.2050
7973 3.6626
2743 3.2242
8399 2.9543
0470 3.6997
5387 4.0023
4161 3.3867
0000 0.0000
9382 3.6565
4519 -0.8636
2710 0.0501
1897 2.3753
9012 1.7517
1032 1.1550
3508 1.1159
5277 1.3962
0000 0.0000
5324 5.5324

79

Value/DF
22.5907
0.7381
30.6069
1.0000
Value/DF
Chi-

Square Pr > ChiSq
0.08 0.7825
3.69 0.0548
1.59 0.2079
0.11 0.7349
0.21 0.6487
1.20 0.2734
2.23 0.1349
0.65 0.4213
1.34 0.2462
6.58 0.0103
3.74 0.0532
0.29 0.5881
0.56 0.4561
2.31 0.1289
1.35 0.2461
1.07 0.3002
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NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson"s Chi-

LR Statistics For Type 3 Analysis

F F Value Pr > F

14
14
14

1.74 0.1060
2.75 0.1001
2.21 0.0388

CDC vrs Gravida en Urbano

The GENMOD Procedure

Contrast Estimate Results

Square/DOF.
Source Num DF Den D
Mes 7 1
Tipo_Trampa 1 1
Tipo_Trampa*Mes 7 1
Standard
Label Estimate Error

CDC vrs Gravida RR  -0.6918 0.4548
Exp(CDCvrs.Gravida RR)0.5007 0.2277

Alpha

0.05
0.05

Chi-
Square Pr > ChiSq
12.20 0.0943
2.75 0.0974
15.44 0.0308
Chi-

Confidence Limits Square Pr > ChiSq

-1.5832 0.1996 2.31 0.1283
0.2053 1.2210

d. Andlisis de la densidad relativa segun el tipo de trampa en cuadrantes

rurales

CDC vrs. Gravida en rural por mes

Data Set
Distribution

Link Function
Dependent Variable
Offset Variable
Observations Used

The GENMOD Procedure
Model Information

WORK . THREE
Poisson
Densidad Densidad
Numtrampas Numtrampas
98

Parameter Information

Parame

Prml
Prm2
Prm3
Prm4
Prm5
Prmé
Prm7
Prm8
Prmo
Prml10
Prml1l
Prmi12
Prml1l3
Prml4
Prml15
Prml6

ter

Effect

Intercept

mes1l

mes2

mes3

mes4

mes5

mes6

mes7

Tipo_Trampa
mes1l*Tipo_Trampa
mes2*Tipo_Trampa
mes3*Tipo_Trampa
mes4*Tipo_Trampa
mes5*Tipo_Trampa
mes6*Tipo_Trampa
mes7*Tipo_Trampa

Criteria For Assessing Goodness Of Fit
DF

Criterion Value Value/DF
Deviance 82 547 .0536 6.6714
Scaled Deviance 82 69.6364 0.8492
Pearson Chi-Square 82 644 .1800 7.8559
Scaled Pearson X2 82 82.0000 1.0000
Log Likelihood 9.6906

Algorithm converged.

CDC vrs. Gravida en rural por mes

The GENMOD Procedure

Analysis OF Parameter Estimates
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Standard Wald 95% Confidence Chi-
Parameter DF Estimate Error Limits Square Pr > ChiSq
Intercept 1 -0.0788 0.5844 -1.2243 1.0667 0.02 0.8928
mesl 1 1.3242 0.6588 0.0330 2.6154 4.04 0.0444
mes2 1 -0.2926 0.9302 -2.1158 1.5306 0.10 0.7531
mes3 1 0.3316 0.9501 -1.5306 2.1937 0.12 0.7271
mes4 1 -0.1103 0.8820 -1.8390 1.6185 0.02 0.9005
mes5 1 0.4651 0.9124 -1.3233 2.2534 0.26 0.6103
mes6 1 -0.2926 0.9302 -2.1158 1.5306 0.10 0.7531
mes7 1 -0.7190 1.2099 -3.0903 1.6524 0.35 0.5523
Tipo_Trampa 1 -1.5261 1.3830 -4.2367 1.1846 1.22 0.2698
mesl1*Tipo_Trl -0.2775 1.6020 -3.4173 2.8623 0.03 0.8625
mes2*Tipo_Trl 0.2043 2.0977 -3.9071 4.3158 0.01 0.9224
mes3*Tipo_Trl 0.2733 2.1066 -3.8556 4.4022 0.02 0.8968
mes4*Tipo_Trl -0.2657 2.2289 -4.6342 4.1028 0.01 0.9051
mes5*Tipo_Trl 0.1398 2.0899 -3.9564 4.2359 0.00 0.9467
mes6*Tipo_Trl 0.2043 2.0977 -3.9071 4.3158 0.01 0.9224
mes7*Tipo_Trl 2.5246 1.8570 -1.1151 6.1642 1.85 0.1740
Scale 0 2.8028 0.0000 2.8028 2.8028
NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson®s Chi-
Square/DOF.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-
Source Num DF Den DF F Vvalue Pr > F Square Pr > ChiSq
mesl 1 82 4.96 0.0288 4.96 0.0260
mes2 1 82 0.10 0.7518 0.10 0.7510
mes3 1 82 0.12 0.7320 0.12 0.7311
mes4 1 82 0.02 0.9006 0.02 0.9003
mes5 1 82 0.25 0.6180 0.25 0.6166
mes6 1 82 0.10 0.7518 0.10 0.7510
mes7 1 82 0.40 0.5311 0.40 0.5293
Tipo_Trampa 1 82 1.60 0.2100 1.60 0.2064
mes1*Tipo_Trampa 1 82 0.03 0.8649 0.03 0.8645
mes2*Tipo_Trampa 1 82 0.01 0.9229 0.01 0.9226
mes3*Tipo_Trampa 1 82 0.02 0.8975 0.02 0.8971
mes4*Tipo_Trampa 1 82 0.01 0.9047 0.01 0.9045
mes5*Tipo_Trampa 1 82 0.00 0.9469 0.00 0.9468
mes6*Tipo_Trampa 1 82 0.01 0.9229 0.01 0.9226
mes7*Tipo_Trampa 1 82 2.24 0.1380 2.24 0.1342
CDC vrs. Gravida en rural por mes
The GENMOD Procedure
Contrast Estimate Results
Standard Chi-
Label Estimate Error Alpha Confidence Limits Square
CDC vs. Gravida RR, month 1 -1.8036 0.8084 0.05 -3.3881 -0.2191 4.98
Exp(CDCvs.Gravida RR,monthl) 0.1647 0.1332 0.05 0.0338 0.8032
CDC vs. Gravida RR, month 2 -1.3218 1.5772 0.05 -4.4131 1.7696 0.70
Exp(CDCvs.Gravida RR,month2) 0.2667 0.4206 0.05 0.0121 5.8684
CDC vs. Gravida RR, month 3 -1.2528 1.5891 0.05 -4.3673 1.8617 0.62
Exp(CDCvs.Gravida RR,month3) 0.2857 0.4540 0.05 0.0127 6.4348
CDC vs. Gravida RR, month 4 -1.7918 1.7479 0.05 -5.2175 1.6340 1.05
Exp(CDCvs.Gravida RR,month4) 0.1667 0.2913 0.05 0.0054 5.1244
CDC vs. Gravida RR, month 5 -1.3863 1.5668 0.05 -4.4572 1.6846 0.78
Exp(CDCvs.Gravida RR,month5) 0.2500 0.3917 0.05 0.0116 5.3905
CDC vs. Gravida RR, month 6 -1.3218 1.5772 0.05 -4.4131 1.7696 0.70
Exp(CDCvs.Gravida RR,month6) 0.2667 0.4206 0.05 0.0121 5.8684
CDC vs. Gravida RR, month 7 0.9985 1.2392 0.05 -1.4303 3.4274 0.65
Exp(CDCvs.Gravida RR,month7) 2.7143 3.3637 0.05 0.2392 30.7967
CDC vs. Gravida RR, month 8 -1.5261 1.3830 0.05 -4.2367 1.1846 1.22
Exp(CDCvs.Gravida RR,month8) 0.2174 0.3007 0.05 0.0145 3.2694
Contrast Estimate Results
Label Pr > ChiSq
CDC vs. Gravida RR, month 1 0.0257
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 1)
CDC vs. Gravida RR, month 2 0.4020
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 2)
CDC vs. Gravida RR, month 3 0.4305
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 3)
CDC vs. Gravida RR, month 4 0.3053
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 4)
CDC vs. Gravida RR, month 5 0.3763



Exp(CDC vs. Gravida RR, month 5)

0.4
0.4
0.2

Mes

CDC vs. Gravida RR, month 6
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 6)
CDC vs. Gravida RR, month 7
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 7)
CDC vs. Gravida RR, month 8
Exp(CDC vs. Gravida RR, month 8)
CDC vrs Gravida en Rural
The GENMOD Procedure
Model Information
Data Set WORK . THREE
Distribution Poisson
Link Function Log
Dependent Variable Densidad Densidad
Offset Variable Numtrampas Numtrampas
Observations Used 98
Class Level Information
Class Levels Values
Mes 8 123456738
Parameter Information
Parameter Effect
Prml Intercept
Prm2 Mes
Prm3 Mes
Prm4 Mes
Prm5 Mes
Prmé Mes
Prm7 Mes
Prm8 Mes
Prm9 Mes
Prml10 Tipo_Trampa
Prmil Tipo_Trampa*Mes
Prm12 Tipo_Trampa*Mes
Prml13 Tipo_Trampa*Mes
Prmi14 Tipo_Trampa*Mes
Prml5 Tipo_Trampa*Mes
Prml6 Tipo_Trampa*Mes
Prm17 Tipo_Trampa*Mes
Prml18 Tipo_Trampa*Mes

O~NOUITAWNE ONOUIRAWNE

Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion

Deviance

Scaled Deviance
Pearson Chi-Squar
Scaled Pearson X2
Log Likelihood

Algorithm converged.

Parameter

Intercept
Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes

Mes
Tipo_Trampa
Tipo_Trampa*M1

O~NOURhWNE

e

DF Value
82 547.0536
82 69.6364
82 644.1800
82 82.0000

9.6906

CDC vrs Gravida en Rural

The GENMOD Procedure

Analysis OF Parameter Estimates

Standard
DF Estimate Error
1 -0.0788 0.5844
1 1.3242 0.6588
1 -0.2926 0.9302
1 0.3316 0.9501
1 -0.1103 0.8820
1 0.4651 0.9124
1 -0.2926 0.9302
1 -0.7190 1.2099
0 0.0000 0.0000
1 -1.5261 1.3830
1 -0.2775 1.6020

Wald 95% Confidence

Limits

-1.2243

0.0330
-2.1158
-1.5306
-1.8390
-1.3233
-2.1158
-3.0903

0.0000
-4.2367
-3.4173

NRORRNRNRENE

.0667
.6154
-5306
.1937
.6185
-2534
.5306
.6524
-0000
.1846
.8623

020
204
698

C
Squ

OFr OO0OO0OO0O0OO0OhA~O

82

Value/DF

6.6714

0.8492

7.8559

1-0000
hi-
are Pr > ChiSq
.02 0.8928
.04 0.0444
-10 0.7531
12 0.7271
.02 0.9005
26 0.6103
10 0.7531
35 0.5523
22 0.2698
.03 0.8625



Tipo_Trampa*M2 1 0.2043 2.0977 -3.9071 4.3158 0.01
Tipo_Trampa*M3 1 0.2733 2.1066 -3.8556 4.4022 0.02
Tipo_Trampa*M4 1 -0.2657 2.2289 -4.6342 4.1028 0.01
Tipo_Trampa*M5 1 0.1398 2.0899 -3.9564 4.2359 0.00
Tipo_Trampa*M6 1 0.2043 2.0977 -3.9071 4.3158 0.01
Tipo_Trampa*M7 1 2.5246 1.8570 -1.1151 6.1642 1.85
Tipo_Trampa*M8 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 -
Scale 0 2.8028 0.0000 2.8028 2.8028
NOTE: The scale parameter was estimated by the square root of Pearson"s Chi-
Square/DOF.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-
Source Num DF Den DF F Value Pr > F Square
Mes 7 82 1.72 0.1148 12.07
Tipo_Trampa 1 82 6.09 0.0157 6.09
Tipo_Trampa*Mes 7 82 0.65 0.7133 4._.55
Contrast Estimate Results
Standard Chi-
Label Estimate Error Alpha Confidence Limits Square

CDC vrs Gravida RR -1.1757 0.5171 0.05 -2.1892 -0.1622 5.17

Exp(CDCvrsGravida RR) 0.3086 0.1596 0.05 0.1120 0.8503
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.9224
-8968
.9051
.9467
.9224
.1740

OQOO0O0O0O0

Pr > ChiSq
0.0984

0.0136
0.7147

Pr > ChiSq
0.0230

e. Correlacion de la precipitacion pluvial con la densidad relativa de

Variable

Ppluvial
Densidad

Variable

Culex quinquefasciatus en cuadrantes urbanos

Asociacion Precipitacion pluvial - Densidad Urbano

The CORR Procedure

2 Variables: Ppluvial Densidad

Simple Statistics

N Mean Std Dev Median Minimum
16 352.55000 214.69437 260.65000 104 .60000
16 0.95000 0.27340 0.90000 0.56000

Spearman Correlation Coefficients, N = 16
Prob > |r] under HO: Rho=0

Ppluvial Densidad

Ppluvial 1.00000 -0.06815

0.8020

Densidad -0.06815 1.00000
0.8020

Max imum

775.50000
1.39000

Correlacion de la precipitacion pluvial con la densidad relativa de

Culex quinquefasciatus en cuadrantes rurales

Asociacion Precipitacion pluvial - Densidad Rural

The CORR Procedure

2 Variables: Ppluvial Densidad

Simple Statistics

N Mean Std Dev Median Minimum

Max imum
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Ppluvial 16 352.55000 214.69437 260.65000 104.60000 775.50000

Densidad 16

0.90688 0.36412 0.92000 0.37000

Spearman Correlation Coefficients, N = 16
Prob > |r] under HO: Rho=0

Ppluvial Densidad

Ppluvial 1.00000 -0.26074

0.3294

Densidad -0.26074 1.00000
0.3294

1.55000

2. Analisis comparativo de la tasa minima de infeccion con Flavivirus

en Culex quinquefasciatus

a. Comparacion de la tasa minima de infeccion con Flavivirus por tipo

de trampa

MIR CDC-Gravida
The FREQ Procedure

Table of posneg by traptype

posneg traptype

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,CDC ,Gravida , Total

N . 555 , 1135 , 1690
, 32.67 , 66.80 , 99.47
, 32.84 , 67.16 ,

_ , 99.46 , 99.47 ,

P s 3, 6 , 9
. 0.18 , 0.35 , 0.53
, 33.33, 66.67 ,
. 0.54 , 0.53 ,

Total 558 1141 1699

32.84 67.16 100.00

Statistics for Table of posneg by traptype

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.0010 0.9749
Likelthood Ratio Chi-Square 1 0.0010 0.9750
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.0010 0.9749
Phi Coefficient -0.0008

Contingency Coefficient 0.0008

Cramer®s V -0.0008

WARNING: 25% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®"s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F) 555
Left-sided Pr <= F 0.6111
Right-sided Pr >= F 0.6626
Table Probability (P) 0.2737
Two-sided Pr <= P 1.0000

Sample Size = 1699

Mes 1 y 2 CDC-Gravida



Statistics for Table of posneg by traptype
Statistic DF Value
Chi-Square 1 0.4893
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.7966
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.4890
Phi Coefficient 0.0170
Contingency Coefficient 0.0170
Cramer®s V 0.0170

The FREQ Procedure

Table of posneg by traptype

posneg traptype

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,CDC ,Gravida , Total

N . 558 , 1140 , 1698
, 32.84 , 67.10 , 99.94
, 32.86 , 67.14 ,
, 100.00 , 99.91 ,

P . o, 1, 1
. 0.00 , 0.06 , 0.06
\ 0.00 , 100.00 ,
> 0.00 , 0.09 ,

Total 558 1141 1699

32.84 67.16  100.00

Prob

0.4842
0.3721
1.0000
0.4844

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F) 558
Left-sided Pr <= F 1.0000
Right-sided Pr >= F 0.6716
Table Probability (P) 0.6716
Two-sided Pr <= P 1.0000

Sample Size = 1699

Mes 3 4 y 5 CDC-Gravida
The FREQ Procedure

Table of posneg by traptype

posneg traptype

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,CDC ,Gravida , Total

N . 558 , 1141 , 1699
, 32.84 , 67.16 , 100.00
, 32.84 , 67.16 ,
, 100.00 , 100.00 ,

Total 558 1141 1699

32.84 67.16  100.00

Mes 7 CDC-Gravida
The FREQ Procedure

Table of posneg by traptype

posneg traptype
Frequency,
Percent ,
Row Pct ,

Col Pct ,CDC ,Gravida , Total
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N 557 1139 1696

. 32.78 . 67.04 . 99.82
. 32.84 . 67.16 .
. 99.82 . 99.82 .

P » 1, 2, 3
. 0.06 . 0.12 . 0.18
. 33.33 . 66.67 .

~ . 0.18 . 0.18 .

Total 558 1141 1699

32.84 67.16 100.00

Statistics for Table of posneg by traptype

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.0003 0.9856
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.0003 0.9856
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.0003 0.9856
Phi Coefficient -0.0004
Contingency Coefficient 0.0004
Cramer®s V -0.0004

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F) 557
Left-sided Pr <= F 0.6974
Right-sided Pr >= F 0.7474
Table Probability (P) 0.4448
Two-sided Pr <= P 1.0000

Sample Size = 1699

Mes 6 y 8 CDC-Gravida
The FREQ Procedure

Table of posneg by traptype

posneg traptype

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,CDC ,Gravida , Total

N \ 557 , 1140 , 1697
, 32.78 , 67.10 , 99.88
, 32.82 , 67.18 ,

_ , 99.82 , 99.91 ,

P s 1, 1, 2
» 0.06 , 0.06 , 0.12
, 50.00 , 50.00 ,
. 0.18 , 0.09 ,

Total 558 1141 1699

32.84 67.16 100.00

Statistics for Table of posneg by traptype

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.2672 0.6052
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.2509 0.6165
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.2671 0.6053
Phi Coefficient -0.0125
Contingency Coefficient 0.0125
Cramer®s V -0.0125

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®"s Exact Test



Cell (1,1) Frequency ()

Left-sided Pr <= 0.
Right-sided Pr >= F 0.
Table Probability (P) 0.
Two-sided Pr <= P 0.

Sample Size = 1699

557
5491
8923

4414
5491
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b. Comparacion de la tasa minima de infeccion con Flavivirus por tipo

de habitat

MIR Urbano-Rural
The FREQ Procedure

Table of posneg by habitat

posneg habitat
Frequency,
Percent ,
Row Pct ,
Qol Pct ,Rural ,Urbano , T
N » 249 , 1441 ,
, 14.66 , 84.81 , 9
, 14.73 , 85.27 ,
, 99.60 , 99.45 ,
P , 1, 8,
» 0.06 , 0.47 ,
, 11.11 , 88.89 ,
. 0.40 , 0.55 ,
Total 250 1449

14.71 85.29 10

Statistics for Table of posneg by habitat

Statistic DF V
Chi-Square 1 0
Likelithood Ratio Chi-Square 1 0
Continuity Adj. Chi-Square 1 0
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0
Phi Coefficient 0
Contingency Coefficient 0
Cramer®s V 0

otal

1690
9.47

0.53

1699

0.00

alue

.0936
.1008
.0000
.0936
.0074
.0074
.0074

Prob

0.7596
0.7508
1.0000
0.7597

WARNING: 25% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®"s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F)

Left-sided Pr <= F 0.
Right-sided Pr >= F 0.
Table Probablllty (D) 0.
Two-sided Pr <= 1.

Sample Size = 1699

MIR Urbano-Rural Mes 1y 2
The FREQ Procedure
Table of posneg by habitat
posneg habitat
Frequency,

Percent ,
Row Pct ,

249
7622
6092

3714
0000



Col Pct ,Rural ,Urbano , Total

N , 250 , 1448 , 1698
., 14.71 , 85.23 , 99.94
., 14.72 , 85.28 ,
, 100.00 , 99.93 ,

P » o, 1, 1
., 0.00, 0.06, 0.06
. 0.00 , 100.00 ,
. 0.00 , 0.07,

Total 250 1449 1699

14.71 85.29 100.00

Statistics for Table of posneg by habitat

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.1726 0.6778
Likelthood Ratio Chi-Square 1 0.3184 0.5726
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.1725 0.6779
Phi Coefficient 0.0101
Contingency Coefficient 0.0101
Cramer®s V 0.0101

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®"s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F) 250
Left-sided Pr <= F 1.0000
Right-sided Pr >= F 0.8529
Table Probability (P) 0.8529
Two-sided Pr <= P 1.0000

Sample Size = 1699

MIR Urbano-Rural Mes 3, 4y 5
The FREQ Procedure

Table of posneg by habitat

posneg habitat

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,Rural ,Urbano , Total

N » 250 , 1449 , 1699
, 14.71 , 85.29 , 100.00
, 14.71 , 85.29 ,
, 100.00 , 100.00 ,

Total 250 1449 1699

14.71 85.29 100.00

MIR Urbano-Rural Mes 7
The FREQ Procedure

Table of posneg by habitat

posneg habitat

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,Rural ,Urbano , Total

N . 249 , 1447 , 1696
, 14.66 , 85.17 , 99.82
, 14.68 , 85.32 ,
, 99.60 , 99.86 ,

P . 1, 2, 3

, 0.06 , 0.12 , 0.18
., 33.33 , 66.67 ,



, 0.40 , 0.14 ,

Total 250 1449 1699
14.71 85.29 100.00

Statistics for Table of posneg by habitat

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.8302 0.3622
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.6517 0.4195
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0091 0.9239
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.8297 0.3624
Phi Coefficient -0.0221
Contingency Coefficient 0.0221
Cramer®s V -0.0221

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (F) 249
Left-sided Pr <= F 0.3799
Right-sided Pr >= F 0.9416
Table Probablllty ) 0.3214
Two-sided Pr <= 0.3799

Sample Size = 1699

MIR Urbano-Rural Mes 6 y 8
The FREQ Procedure

Table of posneg by habitat

posneg habitat

Frequency,

Percent ,

Row Pct ,

Col Pct ,Rural ,Urbano , Total

N \ 250 , 1447 , 1697
, 14.71 , 85.17 , 99.88
, 14.73 , 85.27 ,
, 100.00 , 99.86 ,

P . 0, 2, 2
» 0.00 , 0.12 , 0.12
. 0.00 , 100.00 ,
. 0.00 , 0.14 ,

Total 250 1449 1699

14.71 85.29 100.00

Statistics for Table of posneg by habitat

Statistic DF Value Prob
Chi-Square 1 0.3455 0.5567
Likelihood Ratio Chi-Square 1 0.6371 0.4248
Continuity Adj. Chi-Square 1 0.0000 1.0000
Mantel-Haenszel Chi-Square 1 0.3453 0.5568
Phi Coefficient 0.0143
Contingency Coefficient 0.0143
Cramer®s V 0.0143

WARNING: 50% of the cells have expected counts less
than 5. Chi-Square may not be a valid test.

Fisher®"s Exact Test

Cell (1,1) Frequency (D) 250
Left-sided Pr <= 1.0000
Right-sided Pr >= F 0.7273
Table Probability (P) 0.7273
Two-sided Pr <= P 1.0000

Sample Size = 1699
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3. Correlacion del mes de captura con la tasa minima de infeccion con

Flavivirus
Asociacion Mes - MIR en Urbano
The CORR Procedure
2 Variables: Mes Mir
Simple Statistics
Variable N Mean Std Dev Median Minimum Maximum
Mes 8 4 .50000 2.44949 4 _.50000 1.00000 8.00000
Mir 8 0.69013 0.63894 0.69013 0 1.38026
Spearman Correlation Coefficients, N = 8
Prob > |r|] under HO: Rho=0
Mes Mir
Mes 1.00000 0.56695
0.1428
Mir 0.56695 1.00000
0.1428
Asociacion Mes - MIR en Rural
The CORR Procedure
2 Variables: Mes Mir
Simple Statistics
Variable N Mean Std Dev Median Minimum Max imum
Mes 8 4 _.50000 2.44949 4 .50000 1.00000 8.00000
Mir 8 0.50000 1.41421 0 0 4._.00000
Spearman Correlation Coefficients, N = 8
Prob > |r] under HO: Rho=0
Mes Mir
Mes 1.00000 0.41239
0.3100
Mir 0.41239 1.00000
0.3100
Asociacion Mes - MIR en CDC
The CORR Procedure
2 Variables: Mes Mir
Simple Statistics
Variable N Mean Std Dev Median Minimum Maximum
Mes 8 4 _.50000 2.44949 4 .50000 1.00000 8.00000
Mir 8 0.67204 0.92751 0 0 1.79211

Spearman Correlation Coefficients, N = 8
Prob > |r|] under HO: Rho=0

Mes Mir

Mes 1.00000 0.84515

0.0082

Mir 0.84515 1.00000
0.0082

Asociacion Mes - MIR en Gravida



The CORR Procedure

2 Variables: Mes Mir

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Median Minimum
Mes 8 4 _.50000 2.44949 4.50000 1.00000
Mir 8 0.65732 0.61973 0.87642

1.75285

Spearman Correlation Coefficients, N = 8
Prob > |r] under HO: Rho=0

Mes Mir

Mes 1.00000 0.29994

0.4704

Mir 0.29994 1.00000
0.4704
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Max imum

8.00000

4. Correlacion de la densidad relativa de Culex quinquefasciatus con

la tasa minima de infeccion con Flavivirus

a. En cuadrantes rurales

Asociacion Densidad-MIR Rural
The CORR Procedure

2 Variables: Densidad Mir

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Median Minimum
Densidad 16 0.90688 0.36412 0.92000 0.37000
Mir 16 0.05478 0.21911 0 0

Spearman Correlation Coefficients, N = 16
Prob > |r] under HO: Rho=0

Densidad Mir

Densidad 1.00000 0.14023

0.6045

Mir 0.14023 1.00000
0.6045

b. En cuadrantes urbanos

Asociacion Densidad-MIR Urbano
The CORR Procedure

2 Variables: Densidad Mir

Simple Statistics

Variable N Mean Std Dev Median Minimum
Densidad 16 0.95000 0.27340 0.90000 0.56000
Mir 16 0.60990 0.70823 0.43821 0

Max imum

1.55000
0.87642

Max imum

1.39000
1.79211
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Spearman Correlation Coefficients, N = 16

Prob > |r] under HO: Rho=0

Densidad Mir

Densidad 1.00000 0.29065

0.2748

Mir 0.29065 1.00000
0.2748

E. Informacion del clima en Puerto Barrios en los meses de estudio

Cuadro 9. Informacion del clima de Puerto Barrios en los meses de estudio.

Variable Dimensional Mar Abr May Jun Jul Ago  Sep Oct
T.
) °C 255 269 279 27.6 27.7 27.8 27.9 27.4
Media
T. max.
°C 299 308 316 30.6 31.2 31.3 314 30.7
Promed.
T. min.
°C 20.7 221 235 23.6 23.9 23.7 23.7 23.6
Promed.
Humedad
Relativa % 78.0 78.0 76.0 83.0 83.0 82.0 81.0 83.0
prom
Lluvia MM 2188 2240 104.6 7755 4288 297.3 212.7 558.7
Lluvia Dias 18.0 8.0 12.0 25.0 25.0 23.0 21.0 19.0
Nubosidad Octas 3.0 5.0 6.0 8.0 8.0 8.0 7.0 8.0
Viento Km/h 9.0 8.0 15.0 6.3 7.6 7.0 6.9 6.2
Direccién
) Km/h 0.0 360.0 360.0 0.0 6.0 0.0 36.0 0.0
viento
Insolacién Horas 7.6 8.5 7.3 4.4 5.6 6.3 7.6 6.1
Presion MM 759.4 7578 7573 7576 758.7 7579 7577 757.2

(INSIVUMEH, 2006)



