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RESUMEN

Los alfavirus son arbovirus que generalmente se transmiten a hospederos vertebrados
mediante vectores artropodos. La mayoria de alfavirus son patégenos de animales y de
humanos y se mantienen en la naturaleza mediante ciclos enzodticos que implican a
vectores, como los zancudos Culex, subgénero Melanocionion. Por otro lado, algunos
alfavirus como VEEV han logrado amplificar su rango de hospederos, forméandose asi
ciclos epizodticos involucrando a hospederos domésticos y a zancudos pertenecientes al
género Psorophora. Estos ciclos pueden involucrar a seres humanos lo que puede resultar
en casos de encefalitis y la muerte en los casos méas severos. En Guatemala, se tiene
evidencia de la circulacion de varios arbovirus en Puerto Barrios, 1zabal. Con el fin de
poder estudiar los ciclos de transmision de alfavirus en Guatemala se debe contar antes

un método efectivo para su deteccion.

El objetivo general de este trabajo fue emplear un qRT- PCR optimizado para la
deteccién de alfavirus en zancudos, para determinar de la tasa de infeccién en los
géneros Psorophora y Culex (Melanoconion) colectados en Puerto Barrios, lzabal
durante los afios 2009 y 2010. Se utilizaron cebadores degenerados que amplifican un
segmento de la proteina no estructural 4 (nsp4) de los alfavirus. EI método obtenido tuvo
una eficiencia de 85.01% y un limite de deteccién entre 8.34*10%- 8.34*10* copias
virales. Los coeficientes de repetibilidad y reproducibilidad de la prueba fueron 0.86% y
0.80% respectivamente. Se analizaron 114lotes con1375 individuos de zancudos
Psorophora y 75 lotes con 741 individuos de zancudos Culex (Melanoconion), de los
cuales se detecté Unicamente 1 lote positivo perteneciente a la especie Psorophora
confinnis. A partir de esto se calculd la tasa de infeccion y se encontré que era
significativamente mayor a 1/ 1000 zancudos. Esta tasa se eligidé ya que representa un
limite para diferenciar entre una tasa de infeccidn baja o alta. Por lo tanto se recomienda

continuar con los estudios de deteccion de alfavirus, incluyendo a mas individuos para

XiX



que la estimacion de tasa de infeccion sea mas precisa y asi poder conocer mas acerca de

los ciclos de transmision de este virus en la naturaleza.
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I. INTRODUCCION

Los Alphavirus son arbovirus que se transmiten a hospederos vertebrados por medio de
vectores artropodos que se alimentan de estos. De las 29 especies conocidas de Alphavirus, la
mayoria son patégenos para animales y humanos (Hollidge et al. 2010; Steele y Twenhafel
2010; Weaver y Barrett, 2004; Weaver et al. 2004). En cuanto a su estructura los
alfavirus son virus pequefios de ARN de una sola hebra de sentido positivo (Joyce et al.
2009).Entre los sintomas causados por los alfavirus, se encuentran sintomas parecidos a los de
una gripe, artritis y encefalitis. Ademas, por su alta infectividad y por ser potencialmente
transmisible via aerosol, estos virus se consideran potenciales armas bioldgicas (Becker
et al. 2010; Hollidge et al. 2010; Steele y Twenhafel 2010; Weaver y Barrett 2004;
Weaver et al. 2004; Zacks y Paessler 2010).

Los arbovirus se mantienen en la naturaleza en ciclos enzo6ticos que involucran
hospederos vertebrados selvaticos y vectores artropodos. El vector mas importante
involucrado en estos ciclos son los zancudos pertenecientes al género Culex, subgénero
Melanoconion. Por otro lado, algunos arbovirus como VEEV han expandido su rango de
hospederos incluyendo a animales domésticos, como los caballos, estableciéndose asi
ciclos epizodticos los cuales pueden afectar al humano. Las especies principales de
zancudos que han sido incriminadas como vectores de los subtipos epizo6ticos de VEEV
pertenecen a los géneros Psorophora y Aedes.  Por ejemplo Ps. confinnis y Ps.
columbiae fueron vectores importantes durante los brotes en Sudamérica y en el brote de
1971 en México y Texas (Hollidge et al. 2010; Weaver et al.2004).

En estudios previos en Puerto Barrios, Izabal, se ha evidenciado la circulacion de
diferentes arbovirus, incluyendo a Alphavirus, tanto en hospederos vertebrados como en
zancudos (de Leon 2010; Scherer et al. 1985). Por otro lado, se ha visto que el
comportamiento de los arbovirus varia segun la region geografica. Por lo tanto para
comprender el comportamiento del virus en esta region, es necesario realizar estudios en
su dindmica de transmisién. Para esto, el primer paso es poder detectar el virus mediante
una técnica confiable, rapida y sensible. Se ha demostrado que la técnica de PCR cumple

con estos requisitos por lo que ha sido utilizada para la deteccion del género Alphavirus.



(Bronzoni et al. 2004; Eshoo et al. 2007; Sanchez-Seco et al. 2001 ; Grywna et al.
2010 ; de Morais Bronzoniet al. 2005 ; Wang et al. 2006).

Este estudio se realiz6 como parte del proyecto FODECYT 016-2011: Dinamica de
transmision de Flavivirus, Alphavirus y Orthobunyavirus en diferentes habitats de Puerto
Barrios, Izabal, Guatemala, 2009-2010. El trabajo de laboratorio fue llevado a cabo en las
instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG), en el Centro de Estudio
en Salud (CES). El proyecto fue financiado por CONCYT y CDC a través del Acuerdo
Cooperativo de Investigacion (R-CoAg Guatemala Infectious Disease No.
1U01GH000028-02) entre el Centro de Estudios en Salud de la Universidad del Valle
(CES-UVG y los Centros de Control de Enfermedades (CDC), Division de Enfermedades
Infecciosas Transmitidas por Vectores (DVBID), Fort Collins, Colorado. El objetivo
general de este estudio fue determinar la tasa de infeccion por Alphavirus en los géneros
Culex (Melanoconion) y Psorophora colectados en el 2009-2010 en Puerto Barrios,
Izabal, Guatemala. Esto gracias a la implementacion y optimizacion de un método

molecular para la deteccion de dicho virus en zancudos.

A. Antecedentes

1. Arbovirus. Los arbovirus son virus que se transmiten por vectores artropodos.

La infeccion del artropodo se da en el momento de su alimentacion de un vertebrado
infectado. Existen dos mecanismos de transmision del virus: la transmision horizontal y
la vertical. La transmision horizontal se da cuando el virus, después de proliferase en el
vector, se transmite a un hospedero vertebrado. Por otro lado, también puede darse una
transmision vertical cuando el virus se transmite de una generacion del artrépodo a la
siguiente (Becker et al. 2010).

Se conocen aproximadamente 100 especies de arbovirus que pueden infectar a humanos.
Entre estos, se destacan tres familias: Togaviridae, Flaviviridae y Bunyaviridae (Becker
et al. 2010).

Las enfermedades causadas por estos virus son clasificados segun los sintomas clinicos

que producen. Algunos de estos, son la encefalitis, enfermedades febriles, artritis, y



fiebres hemorragicas. Estos sintomas pueden variar en intensidad, y pueden causar altas

tasas de mortalidad, especialmente en paises tropicales. (Becker et al. 2010).

2. Alfavirus. Este género perteneciente a la familia Togaviridae consta de 29

especies de virus, (cada una agrupando a su vez a diferentes cepas), en donde la mayoria

son patdgenos tanto para animales como para humanos.

a. Importancia médica. Los sintomas clinicos de estas enfermedades se

pueden manifestar por varios tipos de sintomas. Los virus del Viejo mundo como el virus
de Ross River, O'nyong-nyong y Chikungunya, causan sintomas parecidos a los de una
gripe, artralgia y rash. Los alfavirus del Nuevo Mundo como el virus de encefalitis
equina venezolana (VEEV), el virus de encefalitis equina del este (EEEV) y del oeste
(WEEV) son causantes en la mayoria de los casos de encefalitis (Hollidge et al. 2010;
Steele y Twenhafel 2010; Weaver y Barrett, 2004; Weaver et al. 2004). Por su alta
infectividad y por ser potencialmente transmisible via aerosol, estos virus se consideran
potenciales armas bioldgicas. Esta preocupacion se ha elevado ya que se saben de varios
accidentes de laboratorio en donde humanos han sido infectados con estos virus,
especialmente con VEEV (Steele y Twenhafel 2010; Weaver et al. 2004; Zacks y
Paessler 2010).

Cuadro 1. Alfavirus del Nuevo Mundo de importancia médica.

Sintomas de la Principales vectores Hospederos
. Hospederos o . Vectores
Virus enfermedad reServOrios enzodticos / secundarios de eDidémicos
en humanos endémicos amplificacion P
Enfermedad Culiseta melanura Aedes,
EEEV febrll_, _ Aves Culex (Melanoconion) Ninguno Ochler_otat_us y
encefalitis Spp Coquilletida
' spp.
Enfermedad :
VEEV febril. Roedores Culex (Melanoconion) Equinos Ochlerotatus y
s spp. Psorophora
encefalitis
spp.
Enfermedad Culex tarsalis
WEEV febril, Aves - -
encefalitis Culex quinquefasciatus

(Fuente: Tomado y modificado de Weaver y Barrett, 2004)




b. Estructura y replicacion. En cuanto a su estructura, los alfavirus,
pertenecientes a la familia Togaviridae son virus pequefios con envoltura que poseen una
nucleo-capside icosahédrica y un genoma de ARN de una sola hebra de sentido positivo
que mide alrededor de 11.5kb. EI tamafio de los virus va desde 65 a 70 nandmetros de
didmetro (Becker et al. 2010; Joyce et al. 2009).

El ARN codifica tanto para proteinas estructurales como para proteinas no
estructurales. En la Figura 1, se observa que la secuencia consiste de dos marcos de
lecturas abiertos. ElI primer marco de lectura N-terminal codifica las proteinas no
estructurales (nsP1- nsP4). Estas se originan a partir del seccionamiento de una
poliproteina derivada de la traduccion del ARN gendémico. Por otro lado, el segundo
marco de lectura C-terminal codifica las proteinas estructurales del virion (C, E3, E2, 6K
y E1). Estas se originan del seccionamiento de la poliproteina derivada de la traduccion
del ARN 26S subgendémico (Hollidge et al. 2010; Joyce et al. 2009; Paessler y Weaver
2009; Yat-Sing Leung et al. 2011).

Las proteinas no estructurales (nsP1- nsP4) forman un complejo enzimatico que
permite la replicacion del virus; ademas de estar involucradas en la patogénesis de éste
(Hollidge et al. 2010; Joyce et al. 2009; Paessler y Weaver 2009). Por otro lado, las
proteinas estructurales son necesarias para la formacion de la capside del virus y para su

gemacion (Yat-Sing Leung et al. 2011).

Figura 1. Organizacion del genoma del virus de encefalitis equina venezolana.

subgenomic
S'cap 4 nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 C E2 E1 | Paly[A]-3
(-) strand RNA helicase, RNA RNA-dependent EI3 GIK
synthesis, RNA proteinase synthesis RNA [ 1
capping polymerase envelope
capsid glycoproteins

(Fuente: Tomado de Paessler y Weaver 2009).

La envoltura viral consiste de una doble capa de lipidos derivada del hospedero con

una estructura icosahédrica con simetria T=4. Posee 240 copias de 2 glicoproteinas



virales (E1 y E2) reunidas formando 80 picos. Cada una de esta glicoproteinas posee una
funcidn para la entrada del virus: E2 es responsable para la unién con los receptores en la
superficie celular y E1 es responsable de la fusion de la membrana. Ademas esta doble
capa de lipidos, esté enriquecida en colesterol y esfingolipidos que son necesarios para la
entrada del virus. La envoltura también posee proteinas 6K que pueden contener canales

ionicos especificos necesarios para la entrada del virus (Joyce et al. 2009).

En cuanto a la nacleocapside, estd compuesta por 240 copias de proteinas de capside
(C) y por el ARN viral. Estas proteinas estan dispuestas en una simetria T=4 y esto lleva
a un ordenamiento de proyecciones que se ven como capsémeros (Joyce et al. 2009).

Figura 2. Esquema general del virion de Alphavirus

E2 glycoproteins
E1 glycoproteins (240)
Lipid envelope

Capsid proteins (240)

RMA genome (11.4 kB)

(Fuente: Modificado de Weaver et al. 2004).

La replicacion del virus inicia con la entrada del virus a la célula que se da por medio
de endocitosis mediada por clatrina. La fusion del virus con la membrana del endosoma,
permite la liberacion de la ndcleo- cépside que a su vez libera el ARN en el
citoplasma(Yat-Sing Leung et al. 2011). Luego, el genoma del virus es traducido en el
citoplasma lo que da origen a las proteinas no estructurales y estructurales. En un estado
temprano de la infeccion, se comienza a dar el seccionamiento de la poliproteina
traducida a partir del ARN gendmico, para dar origen a las proteinas no estructurales. En

este paso, es donde se da la replicacion del genoma viral, en donde se producen varias



hebras de sentido negativo. Luego del seccionamiento completo que da origen a nsP1 —
nsP4, la produccion de ARN de sentido negativo es inactivada para dar origen a un
complejo estable de produccion de ARN de sentido positivo (tomando como templado el
ARN (-) existente) y de ARN 26S subgendémico (Weaver et al. 2004; Yat-Sing Leung et
al. 2011). Un exceso de 26S subgendémico sefiala la produccién de proteinas
estructurales. Luego, Una molécula de ARN gendmico interactia con 240 copias de la
proteina de la capside para formar la nicleocapside, Las glicoproteinas de la envoltura se
insertan en la membrana del reticulo endoplasmatico para ser procesadas para luego
interactuar con la nucleocapside y se da inicio a la salida del virus en la superficie celular
(Weaver et al. 2004).

Figura 3. Esquema del ciclo de vida de un Alphavirus

Release
% Receptor-binding *ﬁ}
Buddinm

(+)RNA 2=

Endocytosis /[\

(= JRNAz~-~

Fusion

o . . i > [nsPs 265
\ NC release Genomic RNA }

Translation

(Fuente: Yat-Sing Leung et al. 2011).

c. Virus de Encefalitis Equina Venezolana (VEEV).La encefalitis equina
venezolana (VEE) es una enfermedad arboviral transmitida por zancudos que ha causado
brotes que han afectado grandes nimeros de humanos y equinos en toda América. Por
esta razon es el virus que mas se ha estudiado de los alfavirus causantes de encefalitis
(Salas et al. 2001).



Después del primer brote en Colombia en 1935, varias epidemias y epizootias han
continuado en varios paises a lo largo del siglo 20, aunque datos epidemiolGgicos
sugieren que los brotes se remontan a 1920. Estas se han caracterizado por una rapida
propagacién, por cubrir amplias areas geograficas y por afectar un gran nimero de
equinos y humanos (Weaver et al. 2004).

El complejo antigénico de VEEV esta dividido en seis subtipos antigénicos diferentes
(1-VI) que difieren en términos de epidemiologia y patogenicidad. Sin embargo solo los
subtipos epizodticos IAB e IC son altamente patdgenos y causan una alta tasa de
encefalitis y una alta mortalidad tanto en humanos como en equinos, especialmente
caballos. Estos ultimos, ademas de ser susceptibles a los virus, los amplifican, lo que
produce una alta viremia en su sangre y hace posible la transmision hacia los zancudos.
Se cree que los virus epizo6ticos se originaron principalmente por mutaciones genéticas
de los virus enzodticos que circulan naturalmente entre zancudos y pequefios mamiferos.
El brote més reciente ocurrié en 1995 en Venezuela y Colombia en donde se reportaron
hasta 100,000 casos en humanos y 300 muertes (Steele y Twenhafel 2010; Zacks y
Paessler2010).

Los otros subtipos (ID, IF, 11-1V) no son virulentos para equinos y ocasionalmente
producen enfermedad en humanos pero nunca son responsables de brotes mayores. Estos
circulan en ciclos enzodticos mantenidos en reservorios de roedores en habitats de
bosques tropicales y pantanos (Salas et al. 2001, Morrison et al. 2008). Por otro lado el
subtipo IE posee ciclos de transmision tanto enzooticas como epizoo6ticas (Morrison et al.
2008).

d. Patogenesis. Debido a la falta de material bioldgico de autopsias, se tiene
poco conocimiento acerca de la patogénesis de los virus causantes de la encefalitis equina
Venezolana (EEV), encefalitis equina del Este (EEE) y encefalitis equina del Oeste
(EEO) en humanos. Debido a esto, el entendimiento de la patogénesis de estos virus se ha
basado casi exclusivamente en estudios con modelos animales, los cuales han sido
utilizados comdnmente para comprender el estado inicial de la infeccién y saber el origen
de la encefalitis. Sin embargo, el Unico virus que se ha estudiado extensivamente es el
virus de la EEV (VEEV); por lo cual esta seccion se concentrara principalmente en este
virus (Steele y Twenhafel, 2010; Steele et al.2007).



En humanos, durante la fase aguda de la enfermedad, se producen sintomas febriles
gue en pocos casos pueden ser acompafiados por una infeccion del sistema nervioso
central. La severidad de la infeccion del sistema nervioso central puede variar
produciendo sintomas desde somnolencia hasta coma. Esta enfermedad es bifésica y el
dafo a tejidos linfoides son las consecuencias mas graves de la infeccion por VEEV en
humanos y en animales. Los hallazgos histopatoldgicos en casos fatales de humanos se
encontraron en el cerebro, nodulos linfaticos, bazo, tracto gastrointestinal, higado y
pulmones (Steele y Twenhafel, 2010).

Similares hallazgos se encontraron en modelos animales como primates no humanos y
ratones en donde el dafio causado por el virus es limitado y reversible. Por otro lado, en
hamsteres, conejos y cerdos guinea se ha visto un dafio irreversible en érganos linfoides
lo que causa su muerte antes del desarrollo de encefalitis. En todos los casos, el grado de
dafio de los tejidos linfoides y del sistema nervioso central, depende de varios factores
como la especie y el estado inmunologico del hospedero, la ruta de infeccién y la cepa
del virus (Steele et al.2007).

Al presentar sintomas similares con los humanos, los primates y ratones son el modelo
mas relevante para el estudio de VEEV en humanos. En ratones, en un modelo de
infeccion natural, las células que son infectadas en un primer paso son las células
dendriticas que viajan a los nddulos linfaticos en donde el virus es replicado. Después de
12 horas post- infeccion (PI) el virus entra al torrente sanguineo en donde es dispersado a
otros tejidos. En especial se ha visto que el virus se replica principalmente en fagocitos
mononucleares localizados en tejidos linfoides. Aunque después de 3-4 dias P1 el virus se
ha eliminado de estos tejidos, la infeccion del cerebro es evidente después de 48 horas PlI.
La neuroinvasién se da principalmente mediante el sistema olfativo por lo que una
infeccion via aerosol resulta en una neuroinvasion mas rapida (16 horas PI). Mediante las
neuronas olfativas el virus se esparce en otras regiones cerebrales. Varios tipos de
neuronas se ven afectadas (necrosis y apoptosis) por el virus lo que explica las lesiones
observadas en el cerebro (Steele y Twenhafel, 2010).

Aunque su uso como modelo animal es limitado, los equinos son un factor importante en
la enfermedad causada por VEEV. Estos son altamente susceptibles a una infeccion por

el virus y presentan una alta tasa de morbilidad. En esta especie el cortex cerebral es



afectado mas severamente, pero la mayoria de las otras partes cerebrales también
muestran cambios histoldgicos. Adicionalmente, también se observa necrosis en el tejido
linfoide (Steele y Twenhafel, 2010).

e. Ciclos de transmision. La mayoria de los arbovirus se mantienen en la
naturaleza por medio de ciclos enzodticos que involucran a hospederos vertebrados
selvéticos y los vectores invertebrados. (Hollidge et al. 2010). Entre los hospederos
vertebrados se encuentra cominmente a roedores pertenecientes a los géneros Sigmodon,
Oryzomys, Zygodontomys, Heteromys, Peromyscus, y Proechimys, los cuales son
hospederos reservorios de la mayoria de los virus VEEV enzoo6ticos (Hollidge et al.
2010; Weaver et al. 2004). Estos animales se encuentran infectados frecuentemente en la
naturaleza y desarrollan una viremia suficiente para infectar a los vectores que se
alimentan de ellos (Aguilar et al. 2011). En cuanto al habitat, los virus enzodticos
circulan de manera méas continda en pantanos y bosques tropicales (Méndez et al. 2001).

Sin embargo, existen arbovirus como VEEV que han expandido su rango de
hospederos por medio del establecimiento de ciclos epizo6ticos con animales domésticos
como caballos y cerdos. (Hollidge et al. 2010). Por ejemplo, por el conocimiento
adquirido durante los diferentes brotes de VEEV, se ha identificado que uno de los
factores comunes en todos los brotes, es la amplificacion viral por un hospedero equino
(Weaver et al. 2004). En general, el hospedero vertebrado amplificador del arbovirus,
debe poseer suficientes concentraciones del virus en la sangre para que este pueda ser
transmitido a un artropodo que se alimente del hospedero (Hollidge et al. 2010). Por
ejemplo en el caso de VEEV, se ha visto en experimentos de laboratorio, que los equinos
infectados desarrollan altos valores de viremia que pueden durar hasta 4 dias (Weaver et
al. 2004). Durante las epidemias, los vectores infectados por la sangre de los equinos,
pueden llegar a alimentarse de humanos en habitats rurales (Coffey et al. 2010). Aunque
los humanos también pueden desarrollar niveles parecidos de viremia, estos son
incapaces de amplificar eficientemente el virus ya que son expuestos a menores
cantidades de picaduras de zancudos en comparacion con los equinos (Weaven y Barrett
2004; Weaver et al. 2004). Por esta razén en la mayoria de los casos, los humanos no

juegan un rol importante en el mantenimiento de los ciclos arbovirales. En general, los
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hospederos finales se caracterizan por poseer una viremia baja lo que impide que el
vector artropodo se pueda infectar (Hollidgeet al. 2010).

Por ultimo cabe mencionar que los ciclos de vida de los arbovirus son afectados por
factores como el clima y la geografia. Por ejemplo, en &reas tropicales, los virus circulan
durante todo el afio. Sin embargo, en climas méas templados la transmisién viral se da
Unicamente en los meses mas calientes (Hollidge et al. 2010). Esto se debe a que existe
una distribucion heterogénea de los hospederos y de los vectores segun el habitat y el
clima. Esta distribucion heterogénea genera diferentes riesgos de infeccion en los
humanos. De aqui surge la importancia de realizar estudios ecologicos para poder
entender cémo se desarrolla la dindmica de transmision de estos virus y saber cual es el

riesgo de infeccion para el humano (Smith et al. 2004)

Figura 4. Ciclos de transmision epizodtica y enzoottica de VEEV
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f. Vectores. Existe mas de una especie de vector involucrada en la transmision

del virus durante un determinado brote. Esto se debe a que existen cepas de virus
oportunistas como los subtipos IAB e IC de VEEV. Estos diferentes vectores, no sélo
difieren en cuanto a su susceptibilidad a infectarse, pero también existen otros aspectos
ecoldgicos y de comportamiento que juegan un rol muy importante en la determinacion

de su capacidad vectorial (Weaver et al. 2004).

Una determinada especie de zancudo puede ser incriminada como vector de un virus
si cumple ciertos criterios. Entre estos se pueden mencionar: a) que se alimente del
hospedero del virus; b) que posea una asociacion espacio temporal con el patdgeno; c)
que se posea confirmaciones repetidas de que se encuentra infectado en la naturaleza y d)

que experimentalmente pueda transmitir el virus (Weaver et al.2004).

Varias especies se han reportado como vectores de los subtipos epizooticos IAB e IC
de VEEV. Entre las principales se encuentran Psorophora columbiae, Psorophora
confinnis, Aedes sollicitans, Aedestaeniorhynchus, Mansonia indubitans y Deinocerites
pseude. (Aguilar et al. 2011; Moncayo et al. 2008). Dentro de estos, Ps.confinnis y
Ps.columbiae fueron vectores importantes durante los brotes en Sudamérica y en el brote
de 1971 en México y Texas (Weaver et al.2004; Moncayo et al.2008).

Por otro lado, se han descrito los ciclos de transmisién para diferentes variedades
enzooticas de VEEV. Dentro de estas, las variedades ID, IE, Everglades y Mucambo, se
caracterizan por mantenerse y transmitirse en ciclos involucrando a roedores y a
zancudos del género Culex, subgénero (Melanocionion)(Aguilar et al. 2011). Este
subgénero es un grupo taxondémico con 156 especies reconocidas. Dentro de la seccion
Spissipes de dicho subgénero existen 23 especies de las cuales siete han sido
incriminadas como vectores de virus del complejo de VEEV, y otras son posiblemente
vectores de otros virus como EEEV (Aguilar et al. 2011; Weaver y Barrett 2004; Weaver
et al. 2004). Por otro lado, se sabe que estos zancudos poseen una preferencia de
alimentacion por lo mamiferos pequefios, que son los hospederos de muchos arbovirus
(Weaver et al.2004). Por estas razones, se cree que las especies de Culex
(Melanocionion) son los principales vectores de la mayoria de las cepas enzodticas de
VEEV (Aguilar et al. 2011).
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g. En Guatemala. Desde antes de 1965 se sospechaba la presencia de VEEV en

Guatemala, pero no fue hasta 1968 que se logro aislar el virus de hdmsteres centinelas, en
las tierras bajas del Atlantico y Pacifico de Guatemala. También se encontraron
anticuerpos contra el virus, en muestras de humanos, caballos y roedores (Scherer et al.
1970).

Un sitio de particular interés fue el pueblo La Avellana en el departamento de Santa
Rosa en la costa Pacifica de Guatemala en donde se aislaron 2 cepas de VEEV en 1968
(Scherer et al. 1970; Scherer et al. 1976). Se cree que este sitio fue el epicentro del brote
de 1971 que se disemino a paises centroamericanos, México y Texas (Salas et al. 2001;
Scherer et al. 1976). Por esta razdn, se realizaron estudios posteriores en un hébitat
pantanoso cerca de este sitio, en donde se determin6 que el virus era enzodtico en este
lugar. Ademéas se aislo el virus, anualmente hasta 1973, de hamsteres centinelas
expuestos en las estaciones lluviosas; Estos dieron 41 cepas de este virus. Pruebas con
anticuerpos revelaron que humanos, mamiferos terrestres y aves no salvajes se
encontraban frecuentemente infectados (Scherer et al. 1976). En un estudio adyacente,
también se comprobd, utilizando caballos centinelas, el desplazamiento del virus del
hébitat pantanoso focal hacia otras regiones durante la época lluviosa (Ordofiez et al.
1976).

Estudios posteriores demostraron la transmision de VEEV por zancudos Culex
(Melanoconion) taeniopus en el pueblo La Avellana durante los meses de julio y agosto
de 1977. Se encontré que el nivel minimo de infeccion en esta especie durante esa época
era de 8/1,021 y el nivel de prevalencia de zancudos pudiendo transmitir VEEV era de
2/975. Se comprob6 a partir de estos resultados que esta especie de zancudos es un vector
enzoo6tico comprobado de VEEV, ademas de ser un vector del virus para humanos (Cupp
et al. 1979).

Los estudios en La Avellana prosiguieron durante los afios 1977-1980 y se
reportaron también las observaciones realizadas de un sitio, previamente descrito, en la
costa Atlantica de Guatemala en Puerto Barrios, departamento de Izabal, durante los afios
1968-1980.En este ultimo sitio, se reportd un 37% de 109 habitantes, con anticuerpos
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para el virus VEEV. En estudios con hamsteres centinelas durante la época lluviosa de
estos afos, se aislaron Unicamente virus enzodticos de VEEV, en ambos sitios. Estas
observaciones ecoldgicas, demostraron por lo tanto que las cepas enzodticas de VEEV
persistieron durante 13 afios en ambos sitios (Scherer et al. 1985).

Por altimo en estudios recientes, se pudieron aislar alfavirus en zancudos Culex
(Melanoconion) taeniopus que fueron colectados en Puerto Barrios, lzabal (Ramirez
2010).

3. Deteccion de virus por gPCR. Con el avance de la tecnologia, es

posible realizar la deteccion y analisis de cualquier virus (Parida 2008). La deteccion de
un virus se puede realizar directamente o indirectamente mediante diversos métodos.
Con los métodos directos se detectan los componentes del virus como los &cidos
nucleicos, las proteinas estructurales, las proteinas no estructurales y las enzimas. Con los
métodos indirectos se detecta las consecuencias de una infeccion viral; un ejemplo de

esto es detectar los anticuerpos producidos por el huésped (Parida 2008; OIE 2008).

El método de la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en inglés, es
un método directo de deteccién viral: se detecta la amplificacién de una secuencia de
acidos nucleicos especifica del virus (Parida 2008; OIE 2008).

Debido a la simplicidad, confiabilidad y bajo costo de este método, se ha utilizado
ampliamente durante la ultima década para la deteccién de virus (Parida 2008; OIE
Terrestrial Manual; 2008). También ofrece la ventaja de ser un método altamente sensible
y especifico (Watzingeret al. 2004; OIE 2008).

El PCR en tiempo real o0 gPCR es una tecnologia utilizada para detectar la amplificacion
de una secuencia de ADN de interés en funcién del tiempo. Si el templado por amplificar
se trata de ARN, es necesario realizar un paso adicional antes del gPCR. Se trata de una
transcripcion inversa o RT por sus siglas en inglés. En este paso el ARN es convertido a
ADN complementario o ADNc el que puede ser amplificado posteriormente por el
sistema de qPCR (Agilent Technologies 2012; Eurogentec 2013).
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En general, una molécula fluorescente es utilizada para el monitoreo de la
amplificacion de la secuencia. La cantidad de producto amplificado se correlaciona con la
intensidad de la fluorescencia emitida, que a su vez es detectada por el equipo en cada
ciclo de amplificacion del programa del gPCR. Por lo tanto, se obtiene una gréafica en la
cual se obtiene el valor de la intensidad de fluorescencia vs. el nimero de ciclo de
deteccidn. Luego, se determina un nivel umbral de amplificacion a partir del cual se
considera que la sefial de fluorescencia es significativa (Agilent Technologies 2012;
Capriotti y Gariglio 2008; Eurogentec 2013). Este nivel umbral se establece en el punto
en donde todas las muestras muestren el mismo aumento en la intensidad de

fluorescencia siendo idealmente un aumento exponencial (Agilent Technologies 2012).

El nimero de ciclos necesarios para que una muestra alcance este nivel se denomina
“Ct” que son las siglas en ingles de “Threshold cycle”. Este valor de Ct se correlaciona
con la cantidad inicial de la secuencia blanco en una muestra (el valor de Ct es
inversamente proporcional a la cantidad de ADN inicial de una muestra) lo que permite
cuantificarlo con la ayuda de una curva de calibracién (Agilent Technologies 2012;
Capriotti y Gariglio 2008; Eurogentec 2013).

El método de deteccion basado en la utilizacion del colorante SYBR-Green se
caracteriza por ser el menos costoso, el mas facil de usar y el més flexible para realizar
un PCR en tiempo real. El colorante SYBR Green se une especificamente a ADN de
doble hebra intercalandose entre los pares de bases lo que produce la fluorescencia. Sin
embargo, este colorante se une a cualquier ADN de doble hebra, incluyendo productos no
especificos y “primer- dimers”. Por esta razon la reaccion de PCR debe contener
cebadores que generen un sélo producto especifico. (Parida 2008; Eurogentec 2013).
Cuando se utiliza SYBR-Green, también se recomienda realizar una curva de disociacion
después del programa de amplificacion, con el fin de verificar la especificidad del qPCR.
Esta curva se realiza mediante un incremento progresivo de la temperatura mientras se
monitorea la sefial de fluorescencia emitida. El producto de PCR, al ser una molécula de
ADN de doble hebra, se disocia en moléculas complementarias de una hebra cuando es
sometida a una cierta temperatura. A esa temperatura, se pierde la sefial de fluorescencia,

ya que el colorante SYBR-Green se libera, y se conoce como la temperatura de
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disociacion o Tm por sus siglas en inglés. La temperatura de disociacion depende del
contenido de bases y el tamafio del producto. Examinando los valores de Tm, se podria
tedricamente distinguir entre fragmentos de ADN con cambios de tan solo una base. Sin
embargo, este campo es poco comprendido y la interpretacion de los resultados puede

diferir entre investigadores (Eurogentec 2013).

B. Justificacion

Los zancudos son el centro de varias investigaciones a nivel mundial por su
importancia como vectores de un gran rango de enfermedades virales que afectan tanto a
animales como a humanos. Se estima que mas de la mitad de la poblacion mundial vive
bajo el riesgo de ser infectado por zancudos que llevan consigo los agentes causantes de
estas enfermedades (Becker et al. 2010). El estudio de Alphavirus es importante debido a
que, en este género, se encuentran virus importantes a la salud pablica como el virus de
encefalitis equina venezolana (VEEV), el virus de encefalitis equina del este (EEEV) y
del oeste (WEEV), entre otros (Eshoo et al. 2007).

En el ultimo siglo, se han reportado brotes periddicos de enfermedades febriles y
neuroldgicas causadas por el virus VEEV, principalmente en Latinoamérica. Estos brotes
se han diseminado en amplias regiones geograficas y han durado por varios afios. En
estudios recientes se ha demostrado que se trata de una enfermedad re-emergente y que
tiene el potencial para ser utilizada como un arma bioldgica (Weaver et al 2004).Por otro
lado, este afio se ha evidenciado la circulacion del virus Chikungunya en América
produciéndose un brote importante en el Caribe con 100,000 casos sospechoso y en el
Salvador con méas de 1000 casos. Debido a la cercania de esta region geografica con
Guatemala, es importante poseer la capacidad de deteccion de alfavirus, principalmente
en las regiones en donde se ha evidenciado previamente la circulacion de otros arbovirus
(CDC 2014).

En estudios previos en Puerto Barrios, Izabal, se ha evidenciado la circulacion de
diferentes arbovirus en zancudos y en hospederos vertebrados (Scherer et al. 1985;
Morales-Betoulle 2011). Los estudios realizados con Alphavirus y Orthobunyavirus en

zancudos Cx. taeniopus, han demostrado que se necesita incluir mas especies de
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zancudos para poder ampliar las investigaciones acerca de estos virus en Guatemala (de
Ledn 2010).

Las especies zancudos que se utilizaron en este estudio, estan involucradas en el
ciclo de transmision del virus de encefalitis equina venezolana (VEEV) pertenecen al
género Psorophora y Culex (Melanoconion) (Ferro C et al. 2008). Se ha visto que la
mayoria de arbovirus que circulan en los bosques neotropicales son transmitidos por
miembros del género Culex (Melanoconion). Siete especies pertenecientes a este grupo
son vectores confirmados de VEEV, y también pueden ser vectores de EEEV. En cuanto
al género Psorophora, se sabe su importancia como vector epizoético de VEEV. (Weaver
et al. 2004).

El primer paso para el estudio de la transmision de un virus es la deteccion del mismo
en los zancudos colectados. Se ha demostrado que la técnica de PCR es una técnica
rapida, sensible y confiable que ha sido utilizada para la deteccion del género
Alphavirus. (Bronzoni et al. 2004; Eshoo et al. 2007; Sanchez-Seco et al. 2001 ; Grywna
et al. 2010 ; de Morais Bronzoni et al. 2005 ; Wang et al. 2006). Actualmente en el CES-
UVG solo se poseen pruebas de diagnostico molecular por RT-PCR convencional y por
RT-PCR en tiempo real para los géneros Flavivirus, y Orthobunyavirus. En esta
investigacion se propone realizar una implementacion de un método de RT-PCR en
tiempo real como prueba molecular para la deteccion de Alphavirus en extractos de

zancudos, utilizando los géneros Psorophora y Culex (Melanoconion).

Aungue se posea una técnica sensible y especifica para poder detectar tempranamente
la actividad arboviral en zancudos, también existen otros factores como la tasa de
infeccion que afectan la deteccion de los arbovirus, y consecuentemente afectan también
la implementacion de programas de prevencion e intervencion. (Gu y Novak 2004). Para
la tasa de infeccidn, se asume que cuando se tienen altos valores el riesgo de transmision

a animales 0 humanos se aumenta. (Bustamante y Lord 2010).

Por lo tanto con lo expuesto anteriormente, se quiso implementar el ensayo para
deteccidn de alfavirus para determinar la tasa de infeccion en los géneros Psorophora y

Culex (Melanoconion) y asi poder estimar si podrian representar una amenaza para la



17

transmision de alfavirus en esta region. Ademas con la implementacion del ensayo, se
complementd la capacidad diagnostica de arbovirus en el CES-UVG (Centro de Estudios

en Salud de la Universidad del Valle de Guatemala).

C. Objetivos

1. General. Determinar por métodos moleculares la tasa de infeccion por

Alphavirus en zancudos del género Psorophora y Culex (Melanoconion) colectados en

Puerto Barrios, Izabal, Guatemala en el 2009-2010.

2. Especificos.
a. Implementar en Guatemala un protocolo estandar de RT-PCR (Reaccidn
en cadena de la polimerasa) en tiempo real como prueba molecular para deteccion de

Alphavirus en zancudos.

b. Determinar la presencia de Alphavirus en zancudos del género
Psorophora y Culex (Melanoconion) colectados en Puerto Barrios. lzabal, Guatemala
durante 2009-2010.

D. Hipotesis

Ho,: La tasa de infeccidn por Alphavirus en zancudos Psorophora es menor a 1 zancudo
infectado por cada 1000 zancudos.

Ha;: La tasa de infeccion por Alphavirus en zancudos Psorophora es mayor o igual a 1
zancudo infectado por cada 1000 zancudos.

Ho,: La tasa de infeccion por Alphavirus en zancudos Culex (Melanoconion) es menor a
1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos.

Ha,: La tasa de infeccion por Alphavirus en zancudos Culex (Melanoconion)es mayor o
igual a 1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos.
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Il. MATERIALES Y METODOS

La colecta, identificacion y clasificacion de los zancudos fue realizado por el
personal del grupo de investigacion del Centro de Estudios en Salud (CES) con el
financiamiento del Acuerdo Cooperativo de Investigacion (R-CoAg Guatemala Infectious
Disease No. 1U01GHO000028-02) entre el CES- UVG vy los Centros de Control de
Enfermedades (CDC), Divisiéon de Enfermedades Infecciosas Transmitidas por Vectores
(DVBID), Fort Collins, Colorado. Para la deteccion de ARN viral en zancudos, se
utilizaron fondos provistos por CONCYT como parte del proyecto FD- 162011,
llamado: “Dinamica de transmision de Flavivirus, Alphavirus y Orthobunyavirus en
diferentes habitats de Puerto Barrios, Izabal, Guatemala, 2009-2010".

A. Localizacion.

El estudio se llevo a cabo en el municipio de Puerto Barrios (15°50°N; 88°28°W),
departamento de Izabal, en la costa Caribe de Guatemala. Las colectas se realizaron en
diferentes variantes de hébitat y de estacién, lluviosa o seca, durante los afios 2009 y
2010. En total se seleccionaron seis habitats (rurales y urbanos) representativos del
municipio. Estos fueron: intradomiciliares, peridomiciliares, bosque secundario,
pastizales con sombra, pastizales al sol y dormideros urbanos de Quiscalus mexicanus

(zanate).
B. Meétodo de colecta.

Se utilizaron cuatro métodos de colecta en cada sitio de muestreo. EIl primer método
se dirigio a las hembras en busca de hospederos y consiste en una trampa CDC con cebo
de CO; (hielo seco). El segundo método se dirigié a hembras en busqueda de sitios para
oviposicion y consiste en una trampa gravida con cebo de agua y estiércol. El tercer
método se dirigio hacia hembras alimentadas y consiste de una trampa de reposo, éstos
zancudos son usados especialmente para identificacion de la ingesta sanguinea contenida
en el abdomen, pero tanto en la cabeza, torax y patas restantes puede detectarse la
presencia de virus. Por Gltimo, se utilizé un aspirador de mochila modelo 1412 dirigido a

zancudos refugiados en vegetacion o en otros lugares. Se detalla en los Cuadros 2 y 3 la

19
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cantidad de zancudos colectados segun habitat y época de colecta, pertenecientes a los
géneros Psorophora y Culex (Melanoconion). En total se colectaron 114 lotes con 1375
zancudos Psorophora y 75 lotes con 741 zancudos Culex (Melanoconion). En este
estudio se procesaron tanto zancudos alimentados (cabeza, torax y patas) como no

alimentados (zancudos enteros), a modo de detectar la presencia de virus.
C. ldentificacion y clasificacion de los zancudos.

Los zancudos hembra adultos se clasificaron hasta especie segin su morfologia. Para
esto, se colocd el zancudo sobre una plancha fria para no dafiar el ARN viral. Se colocé
bajo un estereoscopio para su identificacion utilizando la clave dicotomica para zancudos
en Guatemala de Clark-Gil y Darsie (1983) y con la clave de Darsie y Ward (2005) para
los zancudos de América del Norte. Luego se clasifico en grupos o lotes de hasta 50
individuos segun la especie del zancudo, fecha de captura, sitio de muestreo y su estado
de alimentacion (alimentado o no). Para los zancudos alimentados se realizé un paso
adicional de diseccion en el cual se les separ6 el abdomen del resto del cuerpo (torax,
cabeza y patas). Para la deteccion de virus, se utilizé Unicamente el torax, cabeza y patas
que se colocaron en un nuevo tubo rotulado con el niumero de lote correspondiente. Este

procedimiento se realizo6 utilizando el procedimiento descrito en el laboratorio.

Cuadro 2. Cantidad de zancudos del género Psorophora colectados segin época del afio

y habitat.
_ Epoca lluviosa Epoca Seca
Especie Total
B.S. P.Sol. P.Som. Dorm. Peri. Intra. B.S. P.Sol P.Som. Dorm. Peri. Intra.

Ps.albipes | 405 148 43 0 9 160 19 5 1 0 0 0 790
Ps.cingulata | ¢ 1 0 0 0 0 133 1 0 0 0 0 135
Ps.confinnis | 106 261 10 0 0 0 0 16 2 0 0 0 395

Ps.varipes | 32 7 4 0 7 5 0 0 0 0 0 0 56
Total 543 417 57 0 16 165 | 152 22 3 0 0 0 1375

B.S (Bosque secundario), P.sol (Pastizal al Sol), P.Som (Pastizal con sombra), Dorm (Dormidero), Peri
(Peridomicilio), Intra (Intradomicilio).
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Cuadro 3. Cantidad de zancudos del genero Culex (Melanoconion) colectados segun

época del afio y habitat.

' Epoca Iluviosa Epoca Seca
Especie Total
B.S. P.Sol. P.Som. Dorm. Peri. Intra. B.S. P.Sol P.Som. Dorm. Peri. Intra.
Cx.erraticus | 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11
Cx. taeniopus | g5 3 2 2 0 7 9% 0 0 1 0 0 196
Cx. theobaldi | ;0 199 29 0 8 11 | 218 11 3 0 2 1 534
Total 128 22 31 2 8 18 | 314 11 3 1 2 1 741

B.S (Bosque secundario), P.sol (Pastizal al Sol), P.Som (Pastizal con sombra), Dorm (Dormidero), Peri
(Peridomicilio), Intra (Intradomicilio).

D. Macerado de los lotes de zancudos.

Los lotes de zancudos se maceraron en un medio especial que permite el cultivo en
células para realizar aislados virales. EI método empleado consistié en agregar un balin
de cobrea un tubo de 2.0ml con la solucién amortiguadora BA-1 (Medio 199 con sales de
Hanks 1X, BSA 1%, Tris-HCI 0.05M pH 7.5, L-glutamina 2mM, bicarbonato de sodio
0.35¢g/L, penicilina 100 U, estreptomicina 100ug/L, fungizona- anfotericina B - lug/ml, y
agua destilada) que permite la preservacion del virus. Luego se le agregaron los zancudos
del lote a procesar, que se maceraron en un macerador eléctrico a una frecuencia de 25
Hz durante 4 minutos. Luego se almacenaron los tubos con el macerado a -70°C hasta
realizar la extraccion de ARN. Este procedimiento se realizé utilizando el procedimiento

descrito en el laboratorio.

E. Analisis molecular
1. Obtencion de control positivo.

a.  Clonacion del plasmido con la secuencia del control positivo.

Debido a que no se contaba con ARN de cultivo viral, se utiliz6 el plasmido pONN.Ap3
proporcionado por el Dr. R. Lanciotti del Centro para Control y Prevencion de
Enfermedades, Estados Unidos. Unicamente se conoce que el plasmido pONN.Ap3 esta
formado por un esqueleto derivado de pBluescript Il SK (+) que contiene la secuencia

completa del virus O'nyong-nyong obtenido del brote de 1997. Esta secuencia es igual a
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la de la cepa SG650, que se puede obtener en Genbank (Numero de acceso
#AF079456.1) (Brault et al. 2004). Sin embargo, al no poseer el mapa exacto de
PONN.Ap3 no se podia utilizar directamente como control positivo ya que no era posible
identificar el sitio de union de los cebadores, qué enzimas de restriccion utilizar para la
linearizacion y si el plasmido contenia los promotores para poder realizar la transcripcion

in vitro.

Por esta razén se decididé clonar el producto de interés en un vector de secuencia
conocida. Para ello se utilizd la tecnologia TA Cloning (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Este kit permite realizar una clonacién de un so6lo paso,
insertando directamente el producto de PCR en el pldsmido pCR®2.1.de que contiene
promotores T7, sitio de unidn para la enzima Xmnl y resistencia a ampicilina. Para la
amplificacion del producto de PCR que se insert6 en el plasmido pCR® 2.1., se utilizaron
cebadores degenerados (7 cebadores “Forward” y 3 cebadores “Reverse”), también
proporcionados por el Dr. R. Lanciotti, y el plasmido pONN.Ap3 utilizado como
plantilla. Unicamente se ha publicado la secuencia de dos de estos cebadores: uno

Forward y otro Reverse en el articulo de Bryant et al. 2005 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Informacion de los cebadores utilizados para la implementacion del ensayo.

Tipo Nombre Secuencia® Tm (C°)
6533f1 5’-TTGCAGGAGATACCAATGGA-3’ 53.5
6533f2 56.7
6533f3 51.4
Forward 6533f4 56.6
6533f5 51.6
6533f6 56.4
6533f7 56.7
R 6999c1 5-AACATTCCGGATTTCATCAT-3’ 49.7
everse 6999¢2 51.7

#Unicamente se ha publicado la secuencia de dos cebadores, el resto atn es confidencial.

Los cebadores amplifican la region codificante para un segmento de la poliproteina
no estructural 4 del virus, la cual posee un tamafio de 467 pares de bases. La proteina
nsp4 funciona como la enzima ARN polimerasa, por lo que posee una region conservada

gue se encuentra en otras ARN polimerasas. Posteriormente el producto de PCR se lig6 al
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plasmido lineal pCR® 2.1., para la obtencion del nuevo plasmido pCR.2.1.ONN (Figura
6).

En un segundo paso, se clond6 pCR.2.1.0NN utilizando E.coliDH5acompetentes
mediante el método de Inoue (Sambrooket al. 2000). La transformacion de estas
bacterias se realiz6 siguiendo el método de choque térmico. Luego, las bacterias
transformadas se sembraron en agar LB con 100ug/ml de ampicilina y 40mg/ml de X-gal
en dimetilformamida (DMF) para la seleccion de las bacterias transformados con el
plasmido recombinado. Se escogieron todas las bacterias blancas para la verificacion por
PCR. Paralelamente también se realiz6 una transformacién utilizando el plasmido
original pPONN.Ap3 para utilizarlo como templado para la transcripcion in vitro. Esto con
el fin de conocer mas acerca de este plasmido y para elegir el mejor control para la

prueba gRT-PCR por implementar.

Figura 5. Esquema del plasmido pCR 2.1.ONN en donde se indica las posiciones de
sus caracteristicas y el sitio de restriccion en donde corta la enzima Xmnl que se emple6

para linearizar el plasmido.
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b. PCR de verificacion en pONN.Ap3 y pCR.2.1.ONN. Para

verificar que el inserto del plasmido PCR2.1 fuera el inserto de interés, se realiz6 un PCR
de colonia utilizando los cebadores que amplifican el fragmento insertado. Las colonias
que amplificaron una banda correspondiente a 467 pares de bases se seleccionaron para el
siguiente paso. Esto también se realiz6 con las colonias obtenidas en la trasformacién con
PONN.Ap3.

Para verificar que el inserto de interés se haya posicionado en la orientacion correcta
para proseguir con la transcripcién in vitro, se realizé un PCR de colonia utilizando el
cebador que se une al promotor T7 contenido en el plasmido y el cebador “Reverse” que
se une al fragmento insertado. De esta manera se seleccionaron dos clones los cuales
mostraron un producto del tamafio correspondiente a la distancia entre el promotor y la
secuencia que se une al cebador “Reverse” utilizado. En este caso el tamafio es de 555

pares de bases como se indica en la figura 5.

c. Extraccion y linearizacion de pONN.Ap3 y pCR.2.1.ONN.Se
procedié a cultivar los clones seleccionados para cada plasmido en caldo LB con
ampicilina con el fin de tener suficiente cantidad de plasmidos para extraer. La extraccion
se realizd con el kit PureLink Quick Plasmid Miniprep kit (Invitrogen), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Posteriormente se realiz6 una estimacién en cuanto a la

cantidad de plasmido extraido mediante electroforesis en gel de agarosa.

Una vez cuantificado, se calcul6 la cantidad de cada plasmido a utilizar para obtener 1ug
para utilizar en la reaccion de restriccion utilizando la enzima Xmnl (Promega) segun las

indicaciones del fabricante (Figura 6).

Los productos de la digestion se purificaron con el kit Quiquick PCR purification kit
(Qiagen) (de acuerdo a las especificaciones del fabricante) y se visualizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa como verificacién de la digestion.

d.  Transcripcion In vitro de pPONN.Ap3 y pCR.2.1.ONN. Se realiz6

una transcripcion in vitro para la obtencion del ARN del control positivo de la prueba de

gRT-PCR. Esto se llevd a cabo utilizando el producto de la digestion de ambos plasmidos
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y con el kit T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production System (Promega)

de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Figura 6).

Figura 6. Esquema del procedimiento para la obtencion del ARN que se utilizé como

control positivo para optimizar el ensayo de gRT-PCR.
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e. Purificacion y cuantificacion del ARN obtenido de pONN.Ap3
y pPCR.2.1.ONN. EI ARN obtenido se traté con ADNasa para remover el templado de

ADN. Luego se purific6 mediante una extraccién organica con fenol:cloroformo:alcohol
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isoamilico (125:24:1). Luego, se removieron los nucleodtidos por cromatografia utilizando
las columnas G-25(GE Healthcare). Se visualiz6 el ARN obtenido en un gel de agarosa
al 1.5%. Posteriormente una dilucion 1/10 del ARN se cuantificd mediante fluorometria
utilizando el fluorometro Qubit® 2.0 (Invitrogen) utilizando el kit Qubit® RNA HS
Assay Kit (de acuerdo a las especificaciones del fabricante). A partir de este dato se
calculd el numero de copias virales correspondiente a cada una de las diluciones

utilizadas posteriormente.

Para calcular el nimero de copias virales a partir de la concentracion de ARN calculada
por fluorometria se utiliz6 el peso molecular de la molécula de ARN obtenida por la
transcripcion 'y se aplico la siguiente férmula: #Copias = (Concentracion de ARN)/
[largo del transcrito x 340]) x 6.022 x 10%*(en donde #Copias es el nimero de moléculas
por microlitro, de donde la concentracion de ARNes dada en gramos por microlitro y el
largo del transcrito en nimero de nucle6tidos) (Bustin 2000).

En este caso el nimero de nucle6tidos del transcrito se calculd desde el sitio de inicio
de la transcripcion hasta el sitio de corte de la enzima Xmnl. ElI ARN cuantificado se

almacend a -70°C.

2. [Estandarizacion RT-PCR en tiempo real para deteccion de

Alphavirus. La tecnologia de deteccion SYBR Green es utilizada generalmente como
el primer paso para la optimizacion de un ensayo de deteccion para estudiar la
especificidad de los cebadores y validar el ensayo (Eurogentec 2013). Utilizando el ARN
purificado y cuantificado obtenido del plasmidopCR.2.1.ONN (ya que fue el Gnico con el
que se obtuvo ARN en suficiente cantidad para la estandarizacion) se realizd un primer
gRT-PCR de prueba utilizando los reactivos del kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR
(QlIAgen) y diluciones seriadas de cada control positivo. Se tomaron las proporciones de cada
reactivo recomendadas por el fabricante para un volumen final de 25ul para PCR de
tiempo real en el termociclador Applied Biosystems 7500. La concentracion de cebadores
utilizada fue de 1uM. Los cebadores utilizados fueron los mismos utilizados
anteriormente para amplificar el producto de PCR clonado (Cuadro 1). Se utiliz6 como
base, el programa establecido de qRT-PCR para la deteccion de tanto de Bunyavirus
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como Flavivirus ya que este programa utiliza también la metodologia de SYBR Green
para la deteccion de dichos géneros de virus en lotes de zancudos, pero variando las
condiciones cuando fuera necesario. Las condiciones de este programa se adaptaban bien
al tamafio del producto de 467 pares de bases. Lo Unico que se modificd fue la
temperatura de hibridizacion de los cebadores. Basandose en el Tm de cada cebador

utilizado, se decidi6 utilizar como temperatura 50°C.

Para la estandarizacion, todos los ensayos se realizaron en triplicado. Para verificar que el
ARN transcrito no estuviera contaminado con ADN del plasmido (a partir del cual se
realiz6 la transcripcion in vitro)se tratdé con ADNasa para eliminar cualquier resto de

ADN plasmidico y se realizé un gPCR sin el paso de RT.

a. Caélculo de la eficiencia. Se determiné la temperatura de hibridizacion
y concentracion de cebadores dptimos de la reaccién basandose en la eficiencia del gRT-
PCR, formacion de “primer-dimers” y Ct del control positivo. Se vari6 en primer lugar, la
temperatura de hibridizacion utilizando las temperaturas de 50°C o de 60°C manteniendo
la concentracién de cebadores constante (1.0uM). Estas temperaturas se variaron
tomando en cuenta el Tm de los cebadores y la formacion de “primer-dimers”. Después
se variaron las concentraciones de la mezcla de cebadores “Forward” y ‘“Reverse”
utilizando las siguientes concentraciones: 0.1uM, 0.3uM, 0.5uM, 0.8uM y 1.0uM. Esto
para cada una de las temperaturas (50°C o 60°C) con el fin de estudiar si afectaba la
formacion de “primer- dimers” y por lo tanto la eficiencia del ensayo. Los cebadores que
se utilizaron fueron los mismos utilizados para la amplificacion del gen clonado en el
plasmido pCR2.1. Segun los resultados obtenidos con las diferentes combinaciones de
concentracion de cebadores y temperatura de hibridizacion, Gnicamente se calcul6 la
eficiencia para las siguientes combinaciones de temperatura (T°) y concentraciéon de
cebadores ([ Jc): T°=50°Cy [ Jc=05uM; T°=60°Cy [ Jc=1uMy T°=50°Cy [
Jc = 1 uM. La eficiencia se calculé utilizando la pendiente de la curva de calibracion
realizada con 5 diluciones seriadas de templado para cada concentracion de cebadores.
Cada dilucion se midié en triplicado para realizar una curva de calibracién trazando un
grafico con los valores de Ct obtenidos en cada replica de cada dilucion estudiada, contra
el logaritmo del ndmero de moléculas de ARN (ver calculo en seccion 2.5 de discusion).
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Para calcular la eficiencia (que se puede expresar en porcentaje), se utilizo el valor de la
pendiente y la siguiente ecuacion %E = (10C¥Pendien® _1)%100 (Barbau-Piednoir et al.
2010).

b. Determinacion del limite de deteccion. Después de determinar la
mejor combinacion (ver seccion de resultados y discusion), se prosiguié a la
determinacion del limite de deteccion de la prueba utilizando diluciones seriadas del
ARN purificado desde 1/10 hasta 1/10™. El limite de deteccién fue la mayor dilucion
para la cual se obtuvo un resultado positivo en las tres replicas. Este resultado se expreso
en numero de copias virales, Para esto fue necesario calcular en un primer paso, el valor
de la concentracion del transcrito obtenido del plasmido pCR2.1.ONN por fluorometria.
Por otro lado se calculd el largo del transcrito expresado en nimero de nucledtidos
tomando en cuenta la localizacion del promotor T7 y el sitio de corte de la enzima Xmnl

en donde se termind la transcripcion.

Utilizando el nimero de nucledtidos y el peso molecular promedio de una molécula de
ARN de una sola hebra, se calculé el peso en gramos del transcrito de ARN (Life
Technologies, 2013). Luego, para determinar el nimero de moléculas en 1pl de solucién
se dividid la concentracién obtenida por fluorometria en g/ul, por el valor obtenido del

peso de la molécula de ARN en gramos. Ambos pasos constituyen la siguiente ecuacion:

Concentracion de ARN en g/l
(#nucledtidos x 320.5 g/mol) + 159

#Copias = x 6.022 x 1023 moléculas

Debido a que los estimados del limite de deteccion pueden variar dependiendo de la
matriz  utilizada para las diluciones, se prosiguié a calcular el limite de deteccion
utilizando como matriz, ARN extraido de zancudos no infectados del género Anopheles
como diluyente. Esto se compar6 con el limite de deteccion obtenido cuando se utiliz6
agua DEPC como diluyente. Para obtener la matriz de zancudo no infectados, se extrajo
ARN de un macerado de 50 zancudos no infectados (que es el niumero maximo de
zancudos por lote analizado), y se afiadio 2ul de esta extraccion a la mezcla de reaccion
de cada replica de cada dilucion. También se corrié un gel de agarosa al 2% para
visualizar los productos de cada dilucion y comparar con los resultados obtenidos con el

PCR en tiempo real.
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C. Repetibilidad y reproducibilidad del ensayo. Por otro lado, se
estudio la repetibilidad y reproducibilidad del método basédndose en los valores de los
coeficientes de variacion intra e inter ensayo. Para calcular %CV intra-ensayo
(repetibilidad), se calcul6 en un primer paso la media del triplicado de cada concentracion
de ARN en un ensayo Yy su desviacion estadndar. Luego se calculé el %CV
correspondiente a cada concentracion. Por ultimo se promedid los valores de %CV
obtenidos para obtener el %CV intra- ensayo (Salimetrics 2012). Como se realizaron tres
diferentes ensayos en tres diferentes dias para el calculo de reproducibilidad (ver
siguiente parrafo), se pudo calcular para cada uno de estos ensayos, un valor de %CV
intra- ensayo. Los tres valores obtenidos se promediaron para obtener el %CV total intra-

ensayo.

Para calcular el %CV total inter- ensayo (reproducibilidad) se procedi6 de la siguiente
manera: por cada concentracion utilizada se tiene que %CV = DS de la media de las
medias de 3 corridas independientes / media de las medias de dichas corridas x 100.
Luego se promedia los valores de %CV obtenidos para obtener el %CV total inter-
ensayo (Salimetrics 2012).

d. Secuenciacidon. Ademas, se secuencié el producto de PCR del control
positivo como verificacion. Esto se realizd con la empresa Macrogen U.S.A. Se obtuvo la
secuencia de consenso utilizando el programa DNA Baser Sequence Assembler y las
secuencias obtenidas con el cebador “Forward” y el cebador “Reverse”. Luego, se realizd
un alineamiento de la secuencia de consenso con la base de datos de nucleotidos de

NCBI, utilizando el programa de alineacion de secuencias BLAST.

e. Determinacion de la concentracion del control positivo. Por
altimo, se determind la concentracion del control positivo a utilizar para las futuras
reacciones de gRT-PCR, basandose en su valor de CT. Se realizaron alicuotas de 5ul de
este control a la concentracién determinada y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Esas
alicuotas solo fueron utilizadas una vez y luego se descartaron para evitar la degradacion

por varios ciclos de descongelamiento.
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F. Extraccion de ARN viral de zancudos.

La extraccion de ARN, se hizo utilizando dos protocolos segun la disponibilidad de
reactivos. Para algunas muestras se utilizo el kit de extraccion QIAamp viral RNA Mini
Kit (QlAgen), siguiendo las especificaciones del fabricante. Para las muestras restantes se
siguid el procedimiento de extraccion de ARN viral mediante el uso de reactivo Trisol
LS. Ambos métodos estan implementados y optimizados para la extraccion de ARN viral

en zancudos en el laboratorio.

Se realiz6 un control de extraccion (utilizando agua) por cada 23 muestras extraidas, a
modo de verificar que no haya contaminacion durante este proceso. EI ARN obtenido se

almacend a -70°C hasta la realizacién de las pruebas moleculares.

G. Analisis por RT-PCR 18S rRNA de zancudos para verificar la
calidad de RNA extraido.

Este PCR se utiliza como control de la extraccion y detecta el ARN ribosomal 18S
de zancudo que se encuentra conservado y con muchas copias en el genoma. Un
resultado positivo para el RT-PCR indica que la extraccion de ARN se llevo a cabo
correctamente. Para esto se utilizo el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR (Qiagen) y los
cebadores 185417 (5’-ACG GGG AGG TAG TGA CGA GAA ATA-3") y 18S920c (5°-
TAA TAC TAA TGC CCC CAA CTA CTT-3’) que proporcionan un producto de 504pb.
Estos cebadores fueron publicados anteriormente por Hoffmann et al. en el 2004. El
programa de amplificacidn que se utilizé fue el siguiente: un ciclo de 1 horaa 45°Cy de
3 minutos a 94°C, seguido por 45 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°Cy 3
minutos a 68°C y por ultimo un ciclo de 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 2% para su interpretacion. Esta prueba fue utilizada
Unicamente para 2-3 muestras seleccionadas al azar por cada extraccion de ARN

realizada (9-13% total de muestras analizadas).
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H. RT-PCR en tiempo real para deteccién de Alphavirus.

Para este paso se utilizaron los controles positivos previamente preparados. Se
prepararon las muestras utilizando los parametros ya definidos en la estandarizacion. La

composicion de cada reaccion de detalla a continuacion.

Cuadro 5. Volumen y concentracion final de cada componente utilizado en la mezcla de
reaccion de gRT-PCR para la deteccion de Alphavirus.

Volumen
por Concentracién
reaccion final
(uh
RT Master 125 1X
mix
Mix IF;rlmer 0.25 1uM
Componente | Mix FF;rlmer 0.95 1uM
RT Mix 0.25 1/10
H20 9.75
Templado 2
Volumen final 25ul

* Provisto en el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR.

El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: un ciclo de transcripcion
reversa de 30 minutos a 50°C y de 15 minutos a 95°C, seguidos por 45 ciclos de los
siguientes pasos: la desnaturalizacion se llevé a cabo por 15 segundos a 94°C, la
hibridizacion a 50°C por 30 segundos, la extension a cabo por 30 segundos a
72°C.Subsecuentemente, se realizd un analisis de temperatura de hibridizacién de los
productos obtenidos, elevando la temperatura de 60 a 95°C por 20 minutos.

Un ensayo se consider6 valido Unicamente si: 1) El control positivo mostr6
amplificacion lo cual fue verificado tanto por el valor de Ct y el valor de Tm. 2) El
control negativo (sin templado o NTC) no presentd amplificacion (no hay valor de Ct) o
si en dado caso existio un valor de Ct para el NTC por la presencia de primer-dimers, este
debia ser mayor al de control positivo. Ademas se comprobé mediante la curva de
disociacién que la amplificacion no se debid a una contaminacién; ya que el Tm de los

primer-dimers se caracteriza por esta debajo de los 75°C (Applied Biosystems 2011).
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Luego, para considerar una muestra como positiva se tomd como criterio principal el
valor del Tm de la muestra. También se analiz6 el valor de Ct y la presencia de banda en
un gel de agarosa para ver la posibilidad de secuenciar el producto de PCR. Todas las
muestras fueron corridas en el termociclador Applied Biosystems 7500, en placas de 96

pOZOs.

l. Determinacion de tasa de infeccion y prueba de hipétesis.

Para estimar de la tasa de infeccion por Alphavirus, se calculo la tasa de infeccion
minima (MIR, por sus siglas en ingles). Esta estimacion se basa en el supuesto que en un
lote positivo se tiene Unicamente un zancudo infectado y se calcula se la siguiente
manera: [# de lotes positivos / # total de zancudos] x 1000. Este estimado se calcula
Unicamente en situaciones donde se tiene una tasa de infeccion baja, lo cual es el caso
para la mayoria de infecciones arbovirales. Sin embargo, hay excepciones en donde la
tasa de infeccion puede ser méas alta por lo que esta estimacién puede subestimar la
verdadera tasa de infeccion. En resumen, MIR nos informa Gnicamente del limite inferior
de la tasa de infeccion (Gu y Novak 2004; Gu et al. 2008; Katholi y Unnasch 2006).

Debido a las posibles limitaciones de MIR, se calcul6 también otro indicador que es
el de estimacién maxima de verosimilitud (MLE, por sus siglas en ingles). Este calcula
directamente la proporcion de zancudos infectados en la muestra. Este indicador posee
mas ventajas que el MIR cuando las tasas de infeccion no son bajas (Gu y Novak 2004;
Gu et al. 2006; Katholi y Unnasch 2006).

Para ambas estimaciones se utiliz6 el programa Mosquito Surveillance Software
desarrollado por el Dr. Brad Biggerstaff, estadistico matematico del CDC (Center for
Disease Control and Prevention). Este programa calcula también los intervalos de
confianza para dar a conocer la precision del estimado de la tasa de infeccion (Biggerstaff
2003).

Para comprobar la hipotesis de este trabajo, se utilizo la prueba de hipoétesis de un
lado IR test (de Leon 2013) modificada a partir de una metodologia publicada
previamente (Gao et al.2009). Este método utiliza un estadistico que se basa en

simulaciones en donde se toman en cuenta la cantidad de lotes y la cantidad de individuos
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totales del estudio. Ademas, se debe proveer una tasa de infeccion correspondiente a la
hipbtesis alternativa. En este caso se tomO como tasa alternativa p,= 5 zancudos
infectados por cada 1000 zancudos. Este método proporciona un valor de tasa de
infeccion a partir del cual se encuentra la zona de rechazo de la hipétesis nula. Por lo
tanto si la tasa de infeccion observada supera este valor, entonces se rechaza la hipotesis

nula. Para esto, se utilizo dicha prueba de hipotesis que fue adaptado al lenguaje R.
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11l. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Analisis bioinformatico de los cebadores.

Utilizando el programa primer- BLAST de NCBI, se realizd una prueba de
especificidad de los cebadores utilizados. Ya que se trabajo con cebadores degenerados
(7 secuencias “Forward” y 3 secuencias “Reverse”), se realizaron varias pruebas
utilizando todas las combinaciones posibles entre estos. Para todas las combinaciones, se
obtuvieron unicamente resultados pertenecientes a organismos del género Alphavirus por

lo que los cebadores son especificos a este genero.

Ademas se realiz6 una prueba de complementariedad para estudiar si la formacion de
dimeros entre los cebadores era posible, utilizando el programa Oligo Analyzer de IDT
technologies. Se obtuvo que efectivamente habian 3 posibilidades de formacion de
dimeros auto complementarios o “self-dimers” y 5 posibilidades de dimeros cruzados o
“cross-dimers” entre estos cebadores. Efectivamente, la formacion de “primer- dimers” se

constatd a lo largo de la estandarizacion como se muestra a continuacion.

B. Optimizacion

1. Eleccidn del control positivo. Debido al nivel de seguridad que se posee

en el laboratorio en donde se trabajd, no se podia crear un plasmido a partir de ARN
extraido de un cultivo viral para utilizarlo como control positivo del PCR. Por lo tanto,
se utilizé el plasmido pONN.AP3 previamente construido por el Dr. R. Lanciotti del
Centro para Control y Prevencion de Enfermedades para dar origen al transcrito de ARN
con la secuencia de interés que sirvié para dar origen a otro plasmido pCR2.1.ONN con
secuencia conocida. Para determinar cual plasmido era el adecuado para ser utilizado
como control positivo se realizo el siguiente andlisis, En un primer paso se realizé un
gRT-PCR de prueba utilizando diluciones seriadas desde 1/10 hasta 1/100,000 de los
transcritos obtenidos de los dos plasmidos pPONN.AP3 y pCR2.1.ONN. Se analizaron los
valores de Ct y los valores de Tm para cada dilucion. Se trabaj6 con una concentracién de
cebadores de 1uM y una temperatura de hibridizacion de 50°C. Bajo estas condiciones se

observo un valor de Ct en el control negativo sin plantilla (NTC). Se corroboré mediante
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la curva de disociacion que dicha sefial se debi6 a la presencia de dimeros entre los
cebadores o “primer-dimers” ya que usualmente se disocian a temperaturas mas bajas
que la temperatura del producto especifico (usualmente < 75°C, dependiendo del
contenido en CG). Por otro lado el producto especifico produce un solo pico bien
definido (Applied Biosystems 2011; Agilent Technologies 2012). Ademas, en este
ensayo se constatd que unicamente la dilucion 1/10 del ARN obtenido de pONN.AP3
mostrd una amplificacion del producto esperado. Las demés diluciones presentaron un
valor de Ct, pero al igual que el NTC, esto se produjo por la presencia de “primer-
dimers” lo que se observa por la curva de disociacion (Figura 1, A). Esto demuestra que
la transcripcién in vitro para este plasmido no fue eficaz ya que no se produjo suficiente
ARN para poder optimizar el ensayo. Por otro lado, si se obtuvo una amplificacion del
producto esperado de todas las diluciones para los transcritos de pCR2.1.ONN lo que es
corroborado por sus curvas de disociacion en donde se observa, para todas las diluciones,
un solo pico definido (Figura 1, B). Debido a este resultado se decidio optimizar el
ensayo Unicamente utilizando como control positivo el ARN obtenido a partir del
plasmido pCR2.1.ONN.

Figura 7: Comparacion entre las curvas de disociacion obtenidas a partir del ARN
transcrito de los plasmidos pPONN.AP3 (A) y pCR.2.1.0NN (B).
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La presencia de primer- dimers puede afectar la dinamica y la eficiencia del PCR ya
que compiten por los reactivos de la reaccion. Sin embargo al utilizar los reactivos de
SYBR Green, es a veces dificil solucionar el problema y se suele recurrir a re-optimizar
el PCR o a redisefiar los cebadores para que esto no ocurra (Eurogentec 2013). En este
caso, se probd variar la temperatura de hibridizacion y la concentracion de cebadores para

estudiar su efecto sobre la formacion de primer-dimers (Ver secciones 3y 4).

2. Control de contaminacion de ADN (No-RT). Por otro lado también

se realizé un gPCR sin el paso de transcripcion reversa (RT) para verificar que las
amplificaciones obtenidas se deben a la presencia de ARN y no de una contaminacion del
ADN plasmidico. Para esto, se utilizaron las diluciones 1/10, 1/1000 y 1/100,000 del
transcrito obtenido del plasmido pCR2.1.ONN. Como control positivo se utilizo el
plasmido original pPONN.AP3 que es una molécula de ADN. Se obtuvo amplificacion
(CT = 38.35) para la dilucion 1/10 lo que demuestra que existe contaminacion de ADN
plasmidico en esta dilucion la cual es detectada por el ensayo. Sin embargo, para las otras
diluciones no se obtuvo amplificacién lo que demuestra que la cantidad de ADN
contenido en estas diluciones no es detectado por la prueba y que las amplificaciones se
deben mayoritariamente al ARN transcrito. Debido a esto, se trabajé Unicamente con
diluciones a partir de la dilucion 1/1000 para omitir el efecto de la presencia de ADN
plasmidico.

3. Establecimiento de parametros de la reaccion.

a. Temperatura de hibridizacidn. Con el fin de disminuir el efecto de la
formacion de “primer-dimers”, se aumento la temperatura de hibridizacion a 60°C y se
comparo el valor de Ct obtenido para el control negativo NTC con el obtenido con una
temperatura de 50°C. También se utilizaron las diluciones 1/1000 hasta 1/100,000 del
ARN de pCR2.1.0NN para ver si esta temperatura también era adecuada para la
hibridizacion de los cebadores con dicho ARN. Se pudo ver que con una temperatura de
60°C, todavia existio una sefial de amplificacion en los pozos de NTC. Sin embargo los
valores del Ct obtenidos (Ct = 40.94 + 0.58) fueron mayores a los obtenidos con una
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temperatura de 50°C (Ct= 37.55 £ 1.13). Ademas, se obtuvo una amplificacion exitosa de
las diluciones del control positivo demostrando que los cebadores se unen correctamente
al control positivo a 60°C. Se concluy6 entonces que a 60°C hay una menor formacién de
“primer-dimers”, al mismo tiempo que no se ve afectada la hibridizacion con la plantilla
del control positivo. Por lo tanto se decidi6 mantener este parametro constante para
estudiar el efecto de la concentracion de cebadores sobre la formacion de “primer-

dimers” del NTC.

b. Concentracion de cebadores. Utilizando la temperatura de

hibridizacion 60°C, se variaron las concentraciones de cebadores para estudiar su efecto
sobre los resultados obtenidos. Se diluyé la mezcla de cebadores Forward y Reverse para
la obtencidn de las siguientes concentraciones finales en la mezcla del gRT-PCR: 0.1uM,
0.3uM, 0.5uM y 0.8 uM. Para cada concentracion se corrieron Unicamente las diluciones
1/1000 y 1/100,000 del control positivo ademas del control negativo NTC. Para las
concentraciones de 0.1uM y 0.3uM, no se observé amplificacion del NTC pero tampoco
de las diluciones del control positivo. Por otro lado las concentraciones de 0.5uM y
0.8uM, si proporciona una amplificacion de las diluciones del control positivo al mismo
tiempo que el NTC no mostré un valor de Ct. Sin embargo para la dilucion 0.8uM se
observa en los ultimos ciclos de amplificacion una tendencia del NTC de alcanzar el
punto umbral (Figura 2, B). Esto no se observa para la concentracion de 0.5uM (Figura
2, A). Ademas, al usar el sistema SYBR Green, se recomienda utilizar una concentracién
baja de cebadores (entre 50 y 300nM) para evitar la formacion de “primer-dimers”
(Eurogentec 2013). Por esta razdn se eligid la concentracion mas baja para la cual no se
obtuvo amplificacion en los controles NTC al mismo tiempo que se obtuvo la

amplificacion de los controles positivos. Esto corresponde a la concentracion de 0.5 uM.



Figura 8. Comparacion entre las curvas de amplificacion obtenidas para las

concentraciones de cebadores de 0.5uM (A) y 0.8uM (B).
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Realizacion de curva estandar para saber eficiencia y

consistencia del ensayo. Se calcul6 la eficiencia del ensayo bajo las condiciones

anteriores (temperatura de hibridizacion de 60°C y una concentracién de cebadores de
0.5uM).
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Se obtuvo una pendiente de -5.012 la cual se reemplazé en la ecuacion de porcentaje de
eficiencia y se obtuvo un valor de 58.32%. Por otro lado, para medir la consistencia de

las réplicas, se calculé el indice de correlacién R*fue igual a 0.977.

Debido a la baja eficiencia del ensayo y la baja consistencia entre replicas bajo esas
condiciones, se calculd la eficiencia cambiando de nuevo la concentracion de cebadores a
la concentracion inicial de 1uM y manteniendo constante la temperatura de hibridizacion
a 60°C. En este caso se obtuvo una eficiencia del 64.01% con un indice de correlaciénR®
de 0.985 (Gréfica 1, A). Se utilizaron estos parametros para la deteccion del virus en las
muestras de zancudos no alimentados (Ver Seccion 3.2).

Sin embargo, al no obtener muestras positivas con producto suficiente para realizar la
secuenciacion, se decidié disminuir la temperatura de hibridizacién a 50°C manteniendo
constante la concentracion de cebadores de 1uM. Esto con el fin de aumentar la
probabilidad de que los cebadores se unan a la plantilla en las muestras y se aumente la
eficiencia del PCR, la cual se calculé con una curva de calibracion. Reemplazando el
valor de la pendiente por el valor — 3.74, se obtuvo E = = 85.01% (Ver Gréfica 1, B).

Por otro lado, el indice de correlacion R?fue igual a 0.999.

Una eficiencia adecuada para un ensayo de gPCR debe estar entre 90-110%. Una
eficiencia significativamente menor a 90% implica que existen inhibidores en la reaccién
0 que el par de cebadores utilizados no es éptimo, lo que hace que la reacciéon sea méas
lenta (Agilent Technologies, 2012; Karlen et al. 2007).

En efecto, se ha demostrado que la secuencia de los cebadores influencia de gran
manera la eficiencia del ensayo. Esto concuerda con el conocimiento que se tiene acerca
de la importancia del disefio cuidadoso de los cebadores para no poseer reacciones de
interferencia durante la amplificacidén, como la creacion de dimeros entre los cebadores.
Por lo tanto el disefio inadecuado de los cebadores afecta directamente la obtencion de
una eficiencia alta y la fiabilidad de los datos obtenidos en el ensayo (Karlen et al. 2007).

Otro factor que puede afectar la eficiencia del gRT-PCR es el tamafio del producto
amplificado. Usualmente se recomienda que al utilizar la quimica de SYBR Green, se

disefien los cebadores para que produzcan un producto lo suficientemente corto para
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obtener un buen rendimiento, pero lo suficientemente largo para que se produzca una
buena sefial de fluorescencia. Por lo tanto se recomienda que el producto tenga entre 100-
300 parees de bases (Agilent Technologies, 2012). En este caso se tiene un producto
cercano a los 500 pares de bases por lo que este factor pudo haber influenciado el

resultado de la eficiencia.

Sin embargo, bajo estas nuevas condiciones se obtuvo una mayor eficiencia y un
mayor indice de correlacion comparando con la obtenida con una temperatura de
hibridizacion de 60°C.

Se decidi6 tomar estos nuevos parametros (concentracion cebadores de 1uM y
temperatura de hibridizacion de 50°C) como los pardmetros a utilizar para analizar las
muestras de los zancudos alimentados. Pero, como se habia visto anteriormente, bajo
estas condiciones se posee una presencia importante de “primer-dimers” que causan que
en los pozos de NTC se observe una curva de amplificacion con un menor valor de Ct.
Por esto, al igual que antes, se bas6 las interpretaciones de los resultados principalmente
en la presencia de un pico definido en la curva de Tm lo que indica la formacion del

producto esperado.

Grafica 1. Curva de calibracion para el calculo de la Eficiencia y de R? del qRT-PCR
para la deteccidn de Alphavirus. Se muestra en A) la curva obtenida utilizando una

temperatura de 60°C (A) y en B), una temperatura de 50°C.
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5. Cuantificacion de ARN y limite de deteccion. El limite de deteccion, o

sensibilidad del ensayo, se define como el nUmero mas pequefio del agente que puede ser
detectado. En este caso se expresd esta cantidad como numero de copias virales (OIE,
2008). Usualmente para determinar el limite de deteccién del gRT-PCR se utiliza el
método de “LODg” descrito en la norma XP V03-020-2 de AFNOR y en la guia de
IUPAC. Este consiste en la realizacion de por lo menos 6 diluciones seriadas para las
cuales se realizan 6 réplicas de cada dilucién. Se considera el limite de deteccion, la
cantidad del material genético blanco para la cual se obtiene 6/6 sefiales positivas (Van
den Bulcke et al. 2010; Barbau-Piednoir et al. 2013).

Sin embargo, los estimados del limite de deteccién pueden variar dependiendo de la
matriz utilizada para las diluciones. Se ha visto que se obtiene una mejor estimacion
cuando se utiliza un diluyente con caracteristicas parecidas a la matriz de las muestras
(OIE, 2008). En este caso la matriz de las muestres seria el ARN de zancudo que se

extrae simultaneamente al extraer el ARN viral de las muestras.

Por esta razon se decidio calcular el limite de deteccion utilizando como matriz, ARN
extraido de zancudos no infectados del género Anopheles como diluyente. Esto se
compard con el limite de deteccion obtenido al utilizar agua DEPC como diluyente. En

un primer paso se determind la cantidad de moléculas inicial, por fluorometria, para
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realizar los calculos correspondientes del niUmero de copias virales en cada dilucion. En

un segundo paso se determind el limite de deteccidén con ambos diluyentes.

El ARN obtenido por la transcripcion in vitro del plasmido pCR2.1.ONN se cuantifico
mediante fluorometria. Se obtuvo una concentracion de 4.72 *10°g/ul para la dilucion
1/10. El largo del ARN obtenido fue de 2466 nucledtidos.

Reemplazando los valores en la ecuaciéon para calcular el # de copias se obtuvo lo

siguiente:

472 *107%g/ul
(2466 x 320.5 g/mol) + 159

~ 4.17 x 101 copias/pl

#Copias = x 6.022 x 1023 copias/mol

Como se habia visto, se necesita realizar 6 réplicas de cada dilucion para la
determinacion del limite de deteccion. Sin embargo en este caso, por falta de reactivo se
decidio realizar inicamente 3 réplicas por cada dilucion. Se realizaron diluciones seriadas
con base logo correspondientes a las concentraciones de 4.17*10° copias/ul hasta 0.417
copias/pl. Todas las diluciones se realizaron en agua DEPC o con una mezcla de ARN
que se extrajo de un lote de 50 zancudos Anopheles. El limite de deteccion se considero
como la menor cantidad de moléculas con la cual se obtuvo una amplificacién en las tres
replicas realizadas por cada dilucion. Esto se midié con respecto al valor de Tm obtenido

para cada replica.

Tomando en cuenta que se utilizaron 2l de plantilla para cada reaccion, se obtuvo un
limite de deteccién correspondiente a 8.34*10° moléculas de ARN utilizando como
diluyente agua DEPC. Por otro lado el limite de deteccion obtenido utilizando como
diluyente el ARN de zancudo fue de 8.34*10* moléculas de ARN.

Tambien se corrié un gel de agarosa al 2% para visualizar los productos de cada
dilucion y comparar con los resultados interpretados utilizando los valores de Tm (ver
Figura 4). Se constat6é que si hubo correspondencia entre ambas interpretaciones: En el
gel A) ya no se observa banda en el pozo 9 que corresponde a una concentracion de 67.8
por lo que el limite de deteccion es la concentracion del pozo 8 la cual corresponde a

8.34*10°copias virales. Por otro lado, en el gel B), el limite de deteccién corresponde al
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pozo 6 que corresponde a 8.34*10* copias virales. Como se esperaba si hay una

diferencia entre ambos limites que difieren por dos érdenes de magnitud.

Hay que tomar en cuenta que la cantidad de ARN proveniente de zancudo en una
muestra puede variar por los diferentes tamafios de lotes (conteniendo de 1 a 50
zancudos), por lo que el estimado de limite de deteccion variaria con cada composicion
del lote Aqui unicamente se probo con una matriz de 50 zancudos por lo que Unicamente
se puede afirmar que para que el ensayo pueda detectar el virus en dichos lotes, se
necesitan 8.34*10" copias virales. Por lo tanto el limite de deteccion depende de la
composicion de la matriz, que puede estar conformado de 1- 50 zancudos por lo que se
tendrfa un intervalo, en el cual el limite superior seria 8.34*10* copias virales, y el limite

inferior seria un valor cercano a 8.34*10°.

Para evaluar si este limite de deteccidn es adecuado para la deteccién de virus en los
extractos de ARN de zancudo, se deben utilizar muestras de referencia positivas y ver si
el ensayo produce una sefial en el rango de deteccion del ensayo. En este caso, al no
poseer dichas muestras, no se puede verificar lo anterior. Sin embargo, se sabe que
usualmente una prueba de gPCR es altamente sensible y puede detectar hasta una sola
copia. Por esta razon, al tener un limite de deteccion de orden de magnitud entre 2y 4, se
cree que el limite es muy alto por lo que la sensibilidad del ensayo no es la adecuada.
Esto se pudo ver en los resultados, en donde Unicamente se obtuvo una muestra
potencialmente positiva pero que no proporciond una banda en el gel (Seccion 3.2.). La
sensibilidad del ensayo es altamente afectada por la eficiencia de los cebadores que

pueden producir eventos no especificos.

Sin embargo, se puede realizar otros pasos en la reaccion de PCR para aumentar su
sensibilidad al realizar un “Nested-PCR”. Este tipo de PCR, usa como plantilla el
producto de la primera ronda de PCR y utilizando cebadores que amplifiquen una region
incluida en dicho producto. Para la deteccion de alfavirus, hay varios estudios en donde
se utiliza dicha metodologia para aumentar la sensibilidad del ensayo de PCR (Pfeffer et
al. 1997; Bronzoni et al. 2005; Hueston et al. 2013). En estos estudios se ha visto que la
sensibilidad puede aumentar de 1000 a 10,000 veces méas cuando se hace una segunda

reaccién. En el articulo de Hueston et al. se tenia con la primera reaccion de gRT-PCR un



45

limite de deteccion de orden de magnitud 4, al igual que en este trabajo. Al hacer una
reaccion de “Nested- PCR”, se mejoro la sensibilidad para la obtencion de un limite de
deteccion de 16 copias virales. Por esta razon, se recomienda estudiar la posibilidad de
desarrollar un “Nested-PCR” adicional para este ensayo con el fin de aumentar la
sensibilidad del ensayo. Esto también tendria la ventaja que para la segunda reaccion, se
tendria un tamafio de producto més bajo lo cual también seria conveniente para aumentar
la eficiencia del ensayo del PCR en tiempo real. Por otro lado, en el estudio de Grwyna
et al. se desarroll6 una prueba de RT-PCR normal para la deteccion de todos los
miembros del genero alfavirus con cebadores que amplifican la proteina no estructural 4
(nsp4) la cual es utilizada en este trabajo. Este ensayo ademas de mostrar mostré una alta
sensibilidad y especificidad, requiere de poca cantidad de ARN. A pesar de estas
ventajas, el ensayo propuesto por Grwya et al. no hace uso de la tecnologia de PCR en
tiempo real por lo que habria que evaluar los beneficios de este tipo de ensayo contra los
beneficios del disefio de un nuevo set de cebadores para ser implementados en una nueva
prueba de gRT-PCR.

Cuadro 6. Determinacién del limite de deteccidn del ensayo. Se muestran se muestran
los valores de Tm obtenidos para cada replica de las diferentes diluciones en agua DEPC

y en matriz de zancudo.

NUmero . Tm de cada replica
. Tm de cada replica - .
tedrico de - utilizando matriz de
, utilizando H,0O
moléculas de como diluyente(°C) zancudo como
ARN y diluyente (°C)
8251 81.94
8.34*10° 8251 81.74
82.13 81.74
82.13 81.94
8.34*10’ 81.94 82.13
82.13 82.32
82.32 82.32
8.34*10° 82.32 82.13
8251 81.94
8251 81.74
8.34*10° 82.32 81.55
82.13 81.94
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Continuacién Cuadro 6

NUmero . Tm de cada replica
- Tm de cada replica . .
tedrico de - utilizando matriz de
f utilizando H,0
moléculas de como diluyente(°C) zancudo como
ARN Y diluyente (°C)
82.94 81.94
8.34*10" 81.94 81.94
82.32 81.94
82.32 69.51
8.34*10° 82.32 69.31
82.51 68.93
82.32 69.31
8.34*10? 81.55 69.51
81.74 69.89
72.37 70.08
83.4 72.76 69.89
73.14 69.7

Se marc6 en negrita los valores de Tm que ya no corresponden al producto especifico.

Figura 9. Gel de agarosa para la determinacién del limite de deteccion. Se muestran los

productos de la amplificacion de las diluciones de ARN utilizadas utilizando como
diluyente agua (A) o ARN de zancudo (B).

500pb
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500pb

En ambos geles, el pozo 1 corresponde al marcador molecular de 100 pares de bases. En los pozos del 2
-11 se observan los productos obtenidos a partir de las diluciones seriadas del ARN del control positivo. El
pozo 2 corresponde a una concentracion de 8.34*10° copias virales y cada pozo consecutivo corresponde a
una dilucién con base log;, del pozo anterior. Para cada dilucién Unicamente se corrid una réplica de las
tres réplicas del gRT-PCR.

6. Repetibilidad y Reproducibilidad. Para medir la precision del método, se

estudio la repetibilidad y la reproducibilidad basandose en los valores de los coeficientes
de variacion (CV) que se define por la divisién de la desviacion estandar (DS) por la
media. El valor del CV se da usualmente en porcentaje. La ventaja que posee el uso del
CV es que la desviacion estandar aumenta o disminuye proporcionalmente con el valor
de la media. Entonces, al realizar la division por la media, se contrarresta este factor. En
otras palabras el CV es una version estandarizada de desviacion estandar (Reed et
al.2002). La repetibilidad se refiere a la variacion entre replicas que se analizaron en un
mismo ensayo (intra- ensayo). La reproducibilidad se refiere a las variaciones producidas
entre diferentes ensayos (inter- ensayo). Esto provee informacion importante sobre el
ensayo. Si se encuentra alta variabilidad, esto se debe corregir antes de continuar con el
proceso de validacion (OIE 2008; Reed et al.2002).

El %CV intra-ensayo (repetibilidad) fue de 0.86%. (Cuadro 7). En cuanto al %CV
total inter- ensayo este fue de 0.80% (Cuadro 8). Para la interpretacion de los valores de

CV%, no existe un método estandar para poder determinar si un CV% es alto o bajo, ya
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que depende en la técnica utilizada. Sin embargo para ensayos de gPCR se utiliza como
umbral, un CV% de 1% (Rodney 1965; Allen et al. 2007). En este caso ambos valores se
encuentran debajo de 1%, lo que demuestra que hay una baja dispersion alrededor de la
media; lo que indica una alta precision del método.

Cuadro 7. Calculo de la repetibilidad del gRT-PCR para la deteccion de Alphavirus.

N“&"eero Media %CV | %CV
. Replica Replica Replica de SD  decada intra-

moléculas I ilucid b

de ARN 2 1 2 3 replicas dilucion | ensayo

6.7810' 1812 1827 1817 1818 008 0.4
- 6.78*10° 21.63 2213 2157 2178 031 142

NSayo | 678+10° 2581 2594 2570 2582 0.8  0.70 0.68
6.78*10° 29.77 2950 2944 2957 018 061
6.78*10° 33.08 3293 3298 3300 008 024

6.78*10° 18.18 18.14 1842 1825 0.15 0.82
6.78%10° 21.78 2221 2160 21.86 0.31 1.41
6.78%10° 2582 2547 2508 2546 0.37 1.45 1.42
6.78%10° 2957 30.10 2955 29.74 0.31 1.04
6.78*10° 3300 3286 3159 3248 0.78 2.40

Ensayo

6.78*10° 18.03 1801 17.92 1798 006 033
6.78*10° 21.33 21.74 21.73 2160 023  1.06
Ensayo | ¢7g+105 2516 2520 2556 2531 022 087 0.49
6.78*10° 2956 2954 29.65 2958 0.06 0.20
6.78*10° 32.61 32.68 31.98 3242 038 1.17

Total %CV intra-ensayo® 0.86%

2 Se indican las diluciones seriadas con base logsoutilizadas. Se probaron en triplicado para cada dilucién
(Replica 1,2y 3).

Determinado a partir de las tres réplicas de cada ensayo.
¢ Determinado a partir de la media de los %CV intra ensayo de los tres ensayos analizados.
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Cuadro 8. Calculo de la reproducibilidad del gRT-PCR para la deteccion de Alphavirus,

utilizando los valores de las medias de los CT de cada dilucion en cada ensayo.

Ndmero de Media de %CV
moléculas Media Media Media las SD %CV inter-ensavo”
de ARN? 1 2 3 medias Y

6.78*107 18.18 18.25 17.98 18.11 0.19 1.05
6.78*106 21.78 21.86 21.60 21.75 013 0.61
6.78*105 2582  25.46 25.31 25.53 0.26 1.03 0.80%
6.78*104  29.57 29.74 29.58 29.63 0.09 0.32
6.78*103 33.00 32.48 32.42 32.63 0.32 0.98

Se indican las diluciones seriadas con base log10 utilizadas. Estas fueron descongeladas en tres diferentes
dias para la realizacion de cada uno de los tres ensayos.

bDeterminado a partir de diferentes ensayos independientes realizados en diferentes dias.

7. Secuenciacion control positivo. Utilizando las secuencias obtenidas

con la mezcla de cebadores “Forward” y “Reverse” en la secuenciacion del control
positivo, se cred la secuencia de consenso correspondiente utilizando el programa DNA
Baser Sequence Assembler. Para la obtencion de la secuencia de consenso, se crea el
complemento inverso de la secuencia obtenida con el cebador “Reverse” y se alinea con
la secuencia obtenida con el cebador “Forward”. DNA Baser Sequence Assembler
asigna un valor de confianza a cada base secuenciada para mostrar si se puede confiar en
dicha base. Se tomé en cuenta Unicamente las bases que mostraron un valor de confianza
alto en ambas hebras obteniéndose asi una secuencia de 350 pares de bases confiables.
Dicha secuencia se alined con la base de datos del software BLAST y se obtuvo un 100%
de similitud con la secuencia de la cepa SG650 del virus O'nyong-nyong, la cual es la
secuencia a partir de la cual se obtuvo el control positivo. Ademas se obtuvo un 97% y un
95% de similitud con los virus Igbo Ora cepal0964 y O’Nyong-nyong cepa Gulu,

respectivamente.
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Cuadro 9. Secuencia de consenso que se utilizé por el alto valor de confianza de las

bases para su identificacion mediante BLAST.

Secuencia de consenso utilizada (350pb) para la alineacién e identificacion

5’CAGGTACAAAGCACACCGAGGAAAGGCCGAAAGTACAGGTCATACAGGCAGCAGAACCGCTGGCAACAGCATATCT
GTGTGGCATACACAGAGAGTTGGTAAGAAGACTAAATGCAGTTCTGCTACCAAATGTCCACACACTGTTCGATATGTC
AGCCGAAGATTTCGATGCAATCATATCTACACATTTCAAACCGGGCGATGCTGTACTAGAAACCGATATAGCCTCATTT
GACAAGAGTCAAGACGATTCGCTTGCGCTGACCGCCATGATGCTGCTAGAAGACCTTGGGGTAGACCAACCTATCCTG
GACCTGATAGAAGCAGCATTCGGCGAAATATCCAGTTGC-3’

C. Procesamiento de las muestras.

1. Control interno de extraccion de ARN. Se muestra el producto de

amplificacion obtenido a partir del ARN extraido de las muestras que se eligieron para
este analisis. Se observa para cada muestra, el producto esperado de alrededor 500 pares
de bases lo que demuestra que la extraccion de ARN se realizd exitosamente.

Figura 10.Deteccion del ARN ribosomal 18S de zancudo para verificar la calidad del
ARN extraido.

NSRS S T4 516 17

El carril 1 corresponde al marcador molecular de 100 pares de bases (pb). Los carriles 2-3, 5-6, 8-9, 11-12,
14-15 corresponden a muestras tomadas al azar de cinco extracciones diferentes. Los carriles 4, 7, 10, 13y
16 corresponden a los controles negativos de las extracciones de ARN. El carril 17 corresponde al control

negativo sin plantilla.
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2. ¢ RT-PCR para deteccion de Alphavirus. Como se habia visto antes,

una de las limitantes del ensayo SYBR-Green es su no-especificidad, causada por la
habilidad del colorante a unirse a cualquier doble hebra de ADN. Debido a esto es
importante disefiar los cebadores para que no formen “primer- dimers”. Si no se toma
esta precaucion, se puede ver afectada la sefial de fluorescencia de las muestras, la cual
estaria contaminada por la sefial de los “primer-dimers”. Esto podria resultar en un valor
de Ct artificial que seria mas bajo al Ct real, lo que conllevaria a su vez una interpretacion

erronea de la concentracion del virus en la muestra (Agilent Technologies 2012).

En este caso, como se vio en las secciones anteriores, hay una importante formacién de
dimeros, especialmente cuando se utiliza una concentracion alta de cebadores. Sin
embargo existe una manera para saber si la sefial de fluorescencia los dimeros, esta
afectando los valores de Ct de las muestras analizadas. Para poder confiar en el valor de
Ct de una muestra, debe de existir por lo menos 8 Ct de diferencia entre el NTC y la sefial
especifica para evitar una interpretacion falsa de un resultado positivo (Eurogentec 2013;
Agilent Technologies 2012).

Ademas de esto, cuando se realiza un ensayo con SYBR Green, se tiene la posibilidad
de crear una curva de disociacion de los productos, en la cual se puede diferenciar entre
una amplificacion causada por la presencia de “primer-dimers”, y una amplificacion

causada por la presencia del producto especifico.

Para poder interpretar los resultados obtenidos mediante una curva de disociacién
utilizando SYBR Green se deben realizar dos pasos. En un primer paso se debe revisar
que exista un s6lo pico homogéneo en las muestras analizadas lo que confirma que
existié una amplificacion especifica. Por otro lado también se tiene que verificar, en un
segundo paso, si existe formacion de “primer-dimers” en los pozos de NTC. Esto se
puede corroborar ya que la curva se caracteriza por ser mas ancha y encontrarse en
temperaturas mas bajas; ademas de poseer un Ct tardio. Aungue, es aceptable observar
cierta formacion de “primer-dimers” en los pozos de NTC, no se tiene que observar un
pico similar en la curva de disociacion de las muestras; ya que no se podria confiar con

exactitud en la interpretacion realizada en el primer paso (Eurogentec 2013).
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El procesamiento de las muestras se dividio en dos partes: en una primera parte se
procesaron los zancudos no alimentados, es decir el zancudo completo; y en una segunda
parte de analizaron los zancudos alimentados (s6lo cabeza, torax y patas). En total se
analizaron para el género Psorophora un total de 114 lotes con 1375 individuos y para el
género Culex (Melanoconion) un total de 75 lotes con 741 individuos (alimentados y no-

alimentados).

Inicialmente, para los zancudos no alimentados, se utiliz6 una concentracién de
cebadores de 1uM y una temperatura de hibridizacién de 60°C. Se obtuvieron dos lotes
de zancudos de especie Psorophora confinnis (Gu-2009-07935 y Gu-2009-07936) que
presentaron ambas un solo pico bien definido a una temperatura de 83.73°, lo que
demuestra que se obtuvo un producto especifico. Se observa también en los pozos de
NTC la presencia de “primer-dimers”. Sin embargo en las curvas de disociacion de las
muestras, no se observa un pico similar al observado en los NTC, por lo que se puede
confiar en la interpretacion de la potencial positividad de las muestras. Ademas el Ct de
las muestras Gu-2009-07935 y Gu-2009-07936 es de 25.06 y 24.81 respectivamente los
cuales se encuentran a mas de 8 Ct de los de NTC (~ 35.44) por lo que también se puede
confiar en esos valores. Sin embargo al correr los productos por electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%, no se observo la banda esperada para ambas muestras.

Con el fin de corroborar este resultado, se volvio a realizar el gRT-PCR pero
cambiando la temperatura de hibridizacion a 50°C ya que se obtuvo una mejor eficiencia
de PCR bajo esta temperatura. Con estas condiciones también se analizaron el resto de las
muestras correspondientes a los zancudos alimentados, para los cuales no se obtuvo

ningun resultado sospechoso.

Para las muestras Gu-2009- 07935 y Gu-2009-0936, se obtuvieron resultados similares
a los obtenidos anteriormente: ambas muestras mostraron una temperatura de
hibridizacion cercana a la del control positivo pero no se logro ver el producto en un gel

de agarosa al 1.5%.
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Figura 11. Resultados obtenidos para las muestras Gu-2009-07935 y Gu-2009-07936 en
el primer ensayo realizado. Se muestra en A) las curvas de disociacion de los productos,

en B) las curvas de amplificacion y en C) el de agarosa al 1.5%.
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C)

El carril 1 y 8 corresponde al marcador molecular de 100 pares de bases (pb). El carril 2 corresponde al
NTC. El carril 3 corresponde al control positivo de 467 pares de bases. Los carriles 4 y 5 corresponden a la
muestra Gu-09-07935. Los carriles 6 y 7 corresponden a la muestra Gu-09-07936.

Se volvio a realizar una extraccion de ARN de ambos lotes. Utilizando la misma
temperatura de hibridizacion de 50°C, se vario el volumen de plantilla afiadido a la

reacciéon de PCR: Para ambas muestras se afiadieron 5ul de plantilla y se compar6 con el
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volumen de 2l el cual se usa generalmente. En este caso unicamente el lote Gu-2009-
07936 mostrd una temperatura de disociacion, con el volumen de 5ul (Figura 12). Se
cree que al descongelar nuevamente el macerado de zancudos para realizar la segunda
extraccion, se pudo haber degradado suficiente ARN para afectar el volumen necesario
de plantilla para llegar a una concentracion que es detectado por el ensayo. Por otro lado,
también se cree que la amplificacion observada en el lote Gu- 2009-07935 fue causada
por una contaminacion en la primera extraccion de ARN ya que eran muestras que se

extrajeron el mismo dia, ademas de ser muestras consecutivas.

Figura 12. Resultados obtenidos para las muestras Gu-2009-07935 y Gu-2009-07936 en
el segundo ensayo realizado. Se muestra en A) las curvas de disociacion de los productos
de las muestras Gu-2009-07935 y Gu-2009-07936 en la segunda extraccion. Se muestra

en B) las curvas de amplificacion.
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Por esta razon, se realizd una Gltima prueba, realizando una tercera extraccion de ARN
de ambos lotes pero cambiando el volumen de elucion a 30ul en lugar de 60ul de de H,O
con el fin de concentrar el ARN obtenido. Al realizar el ensayo de deteccion, se

corrobor6 que Unicamente el lote Gu-2009-07936 present6 una sefial de amplificacion.
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Ademas se agregaron diferentes volimenes de plantilla concentrado a la reaccion: 1pl,
2ul y 4ul. Se constatd que se obtuvo un Tm unicamente para los volimenes concentrados

de 2ul y de 4 pl.

Por los resultados inconsistentes obtenidos variando la concentraciéon y volumen de
plantilla se recomienda realizar un paso de cuantificacion después de la extraccion de
ARN vy antes de correr el gPCR para estudiar si existe degradacion entre los ciclos de
congelamiento. Si se comprueba esto, se recomienda realizar varias alicuotas del
macerado de zancudo ya que para la extraccion Gnicamente se necesita 140ul, y no se
necesitaria descongelar los 2.0 ml de macerado. Ademas se debe estudiar si al disminuir
el volumen de elucion, se concentra la muestra efectivamente para poder recomendarlo

como un cambio en el procedimiento de extraccion.

No se pudo corroborar la positividad de la muestra Gu-2009-07936, ya que no se pudo
realizar una secuenciacion de los productos de PCR. Por otro lado, el cultivo viral es en
este caso el estandar de oro, pero en el nivel de bioseguridad que se posee en el
laboratorio no es el adecuado para realizar este procedimiento, ademas que no se cuenta
con los reactivos y otros insumos para realizarlo. Sin esta informacion no se puede
concluir con exactitud que la muestra positiva por el analisis de gRT-PCR posea dicho
virus. Sin embargo, para la determinacion de la tasa de infeccion se utilizara la muestra
positiva por qRT-PCR, con el fin de rechazar o aceptar la hipétesis de trabajo planteada

anteriormente.

D. Determinacion de la tasa de infeccion y prueba de hipotesis.

Con el fin de estudiar la eficiencia de los programas de control y de la vigilancia de
enfermedades infecciosas causadas por los arbovirus, es esencial que se monitoree la
infeccidn en las poblaciones de los vectores y que se determine el nivel de transmision de
dichos patogenos. Dependiendo del nivel de transmision, se necesitan analizar diferentes
nimeros de zancudos para estimar la prevalencia del virus en el vector; al aumentar el
nivel de transmisidn, se necesitan un menor nimero de zancudos y viceversa (Katholi y
Unnasch 2006).
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Debido a que se necesita un gran numero de zancudos para poder estimar
correctamente una baja prevalencia de la infeccion de interés, se recurre a la utilizacion
del método de analisis por lotes en el cual se agrupa una determinada cantidad de
zancudos con caracteristicas similares. Este método permite el anélisis eficiente y rapido
de grandes cantidades de zancudos para poder estimar la tasa de infeccion del patdégeno
en la especie de vector analizada (Katholi y Unnasch 2006). Para analizar dicha tasa de
infeccion, se utiliza la informacion del nimero total de zancudos analizado, la cantidad
de zancudos por lote y la cantidad de lotes positivos para un virus (Bustamante y Lord
2010). Sin embargo, al obtener un lote positivo, es imposible poder determinar la
cantidad de zancudos infectados en dicho lote (Katholi y Unnasch 2006). Entre los
métodos para calcular la tasa de infeccion, se utilizan generalmente dos métodos que son
la tasa de infeccion minima (MIR) y la estimacion maxima de verosimilitud (MLE). El
MIR asume que en un lote positivo se tiene Unicamente un zancudo infectado. Por esta
razon, este estimado es valido Unicamente cuando la tasa de infeccion es baja, lo cual es
el caso para la mayoria de infecciones arbovirales. Sin embargo, existen otros casos en
donde la tasa de infeccidn puede ser mas alta en donde la utilizacion del MIR
subestimaria en gran medida la tasa de infeccion real. En estos casos se utiliza el método
de estimacion MLE que es un valor de la proporcion de zancudos infectados “P”, que
maximiza la probabilidad de “n” lotes de tamafio “m” de ser positivos para un virus; en
donde “P” es un parametro de una distribucion binomial (Gu y Novak 2004;Gu et al.

2008; Katholi y Unnasch 2006; Bustamante y Lord 2010).

Se calculé la tasa de infeccion minima (MIR) y la tasa de maxima verosimilitud (MLE)
por Alphavirus utilizando la informacion del lote positivo por gqRT-PCR que fue el lote
Gu-2009-07936. Este lote corresponde a un lote de 50 zancudos Psorophora confinnis,
colectado en época lluviosa (2009), en el habitat “Pastizal al sol”. Tomando en cuenta
todos los lotes pertenecientes a estos parametros y la informacion del lote positivo, se
obtuvo un MIR de 3.83 con un intervalo de confianza al 95% de 0 a 11.3 zancudos
infectados por cada 1000. Por otro lado, se obtuvo una tasa de infeccion de 3.92 con un
intervalo de confianza de 0.23 a 20.2. Esto era de esperarse que los valores de MIR y de
MLE fueran similares ya que unicamente se tiene una muestra positiva y la tasa de

infeccion es baja por lo cual el MIR es un buen estimador en este caso. Se eligio la tasa
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de infeccion obtenida con el método MLE para la prueba de hipétesis. Por otro lado, se
observa que el lote Gu-2009-07936, contenia 50 zancudos que es el maximo nimero de
zancudos por lote que se podria tener. Era de esperarse, que cuando se posee una tasa de
infeccion baja, los lotes positivos son generalmente lotes con muchos zancudos ya que se

aumentan las probabilidades de que exista un zancudo infectado.

Para la prueba de hipdtesis se ingreso el nimero de lotes y la cantidad de zancudos en
dichos lotes de Psorophora confinnis, al programa disefiado por O. de Ledn basado en la
prueba de hipétesis desarrollada por Gao et al. en 2009. Se obtuvo que la zona de rechazo
que inicia a partir del valor 2.26 zancudos infectados por cada 1000. Por lo tanto al tener
una tasa de infeccion de 3.92 se rechaza la hipotesis nula la cual tenia como tasa de
infeccion p,=1/000. Por lo tanto se puede decir que la tasa observada en este trabajo es
significativamente (0=0.05) mayor a 1 zancudo infectado por cada 1000 zancudos. Para
el género Culex (Melanoconion), no se pudo realizar dicha prueba ya que no se

obtuvieron resultados positivos.

La tasa de infeccion de 1/1000 se eligi6 para esta prueba de hipotesis ya que
representa un limite para diferenciar entre una tasa de infeccion baja o alta. En efecto
una tasa de 1/1000 fue adoptada inicialmente en los Estados Unidos como un indicador

de un posible brote arboviral (Gu et al. 2008).

Para poder entender la dindmica de transmision de los arbovirus, se debe conocer la
relacion vector- hospedero. Para esto, el estudio de las fuentes de alimentacién de los
potenciales vectores es necesario. Otra ventaja de este andlisis es que permite conocer el
comportamiento de los potenciales vectores con respecto a variables como clima y héabitat

para la determinacion de factores de riesgo (Ramirez 2010).

Como parte del proyecto FODECYT (FD- 162011), se determind el origen de ingesta
sanguinea de los zancudos alimentados utilizados en este trabajo se observo a que estos
zancudos se alimentaron principalmente de vacas y caballos, colectados en el habitat
“pastizal al sol” (datos no publicados).Estas observaciones son de importancia ya que se
sabe que los equinos y bovinos estan correlacionados con los ciclos epizo6ticos de

alfavirus como VEEV (Ramirez, 2010). Adicionalmente, la susceptibilidad de los
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zancudos Psorophora a virus como VEEV, se ha reportado anteriormente. Su amplia
distribucion en Ameérica, su alta densidad, su tolerancia al calor, y su basqueda agresiva
hacia diversos hospederos son factores que hacen que este género de zancudo sea un
importante contribuidor al esparcimiento de alfavirus durante las epizootias (Ortiz et al.
2005). Habiendo tenido una tasa de infeccion significativamente mayor a 1/1000 en estas
condiciones, podria significar que los zancudos Psorophora colectados en estos afos

sirvieron como vectores de transmisién para los alfavirus y pueden dar origen a brotes.

Sin embargo, al observar los datos y el intervalo de confianza obtenido en el céalculo
de la tasa de infeccion que refleja la baja precision del estimado, se recomienda aumentar
los esfuerzos de colecta en los hébitats y climas relacionados con los ciclos de
transmision de los alfavirus. Por otro lado para poder considerar a un zancudo como
vector en Guatemala se necesitan cumplir ciertos criterios como: a) que se alimente del
hospederos competentes del virus; b) que posea una asociacion espacio temporal con el
patégeno; c) que los zancudos se encuentran infectados por el virus, d) que
experimentalmente pueda transmitir el virus e) demostrar su competencia vectorial en el
laboratorio y f) cumpliendo lo anterior, saber que la abundancia del zancudo sea

suficiente para poder transmitir el virus (Weaver et al.2004; de Ledn 2010).

Como mencionado anteriormente, para poder confirmar con certeza un resultado
positivo se debe secuenciar el producto o realizar un cultivo viral. Por esta razon es
importante seguir con la optimizacion de los métodos de deteccion con el fin de poder
estudiar la presencia del virus en zancudos y su ingesta sanguinea. Esto con el fin de
conocer los factores de riesgo relacionado a los vectores y asi desarrollar estrategias para
su control. Como se ha demostrado anteriormente, si se anticipa rapidamente la
circulacion de alfavirus como VEEV, la vacunacion en equinos puede ser efectiva
durante los brotes. (Weaver et al. 2004). En un futuro, los estudios de deteccion se
podrian extender a humanos con el fin de poder detectar con exactitud el virus causante

de las enfermedades febriles que no han sido determinadas.



V. CONCLUSIONES

A. Se creo suficientes cantidades del plasmido pCR.2.1.ONN de secuencia conocida para

futuros usos en el laboratorio.
B. El método implementado de gRT-PCR tiene un 80.1% de eficiencia.

C. El limite de deteccién del ensayo se encuentra entre 8.34*10* y 8.34*10% copias

virales.

D. El ensayo de gRT-PCR es repetible y reproducible: el porcentaje coeficiente de

variacion obteniendo fue de 0.86% de 0.80% respectivamente.

E. La tasa de infeccion por alfavirus en Psorophora confinnis es significativamente

mayor a 1 zancudo infectado por cada 1000.

F. No se obtuvieron resultados positivos para poder determinar la tasa de infeccién por

alfavirus en el género Culex (Melanoconion).
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V. RECOMENDACIONES

A. Utilizar muestras positivas por Alphavirus de identidad conocida para verificar el
funcionamiento del ensayo.

B. Realizar un “Nested-PCR” con el fin de aumentar las posibilidades de deteccion del

virus y para tener suficiente cantidad de producto para visualizarlo en gel y secuenciarlo.

C. Disefar otros cebadores o usar cebadores anteriormente publicados, para detectar

eficientemente el virus en lotes de zancudos.

D. Realizar un paso de cuantificacion despues de la extraccién de ARN y antes de correr

el gRT- PCR para estudiar si existe degradacion entre los ciclos de congelamiento.

E. Aumentar la cantidad de zancudos capturados de cada especie, en los habitats y

climas en donde hay mas probabilidad que exista presencia de alfavirus.

F. Extender los estudios de la ecologia de ambas especies de zancudos para poder definir

su importancia como vectores de alfavirus en Guatemala.
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VIIl. APENDICE

Figura 1.Sitios de muestreo de zancudos en diferentes habitats de Puerto Barrios, 1zabal, 2009-
2010
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BS= Bosque secundario, CR= Casa rural, CU= Casa urbana, D= Dormidero, P= Pastizal al sol,
PS= Pastizal con sombra, 1 0 2= Repeticién de mismo habitat, A= Julio 2009, B= Enero 2010.

(Fuente: Modificado de Google 2010, Proyecto FODECYT 016-2011: Dinamica de
transmisionde Flavivirus, Alphavirus y Orthobunyavirus en diferentes habitats de Puerto
Barrios, Izabal, Guatemala, 2009-2010).

En los siguientes cuadros se detallan la informacion acerca de los lotes de zancudos
analizados por especie. Se detalla la fecha de coleccion, el sitio de colecta, el método de
coleccidn, el niumero de zancudos por lote y si el lote estaba constituido de zancudos

alimentados o0 vacios. Se muestra en rojo, el Unico lote potencialmente positivo. “Alim.”
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se refiere al estado de alimentacion de los zancudos del lote. Una respuesta “Si” indica

que estaban alimentados.

Cuadro 1. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Psorophora

albipes.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta ZL%QZ' Alim.!
GU-2009-01902 | 7/12/2009 Peridomicilio Aspirador 1 No
GU-2009-01910 | 7/12/2009 | Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2009-01933 | 7/12/2009 Intradomicilio Aspirador 2 No
GU-2009-01949 | 7/13/2009 | Bosque secundario Aspirador 5 No
GU-2009-06503 | 7/13/2009 Intradomicilio Aspirador 1 No
GU-2009-06518 | 7/14/2009 | Bosque secundario Aspirador 5 No
GU-2009-06519 | 7/14/2009 | Bosque secundario Aspirador 1 Si
GU-2009-06606 | 7/15/2009 | Bosque secundario Aspirador 4 No
GU-2009-06616 | 7/15/2009 | Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2009-06776 | 7/12/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 25 No
GU-2009-07229 | 7/12/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 1 No
GU-2009-07402 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 12 No
GU-2009-07409 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 2 Si
GU-2009-07534 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 47 No
GU-2009-07549 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 6 Si
GU-2009-07636 | 7/12/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 13 No
GU-2009-07655 | 7/13/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 20 No
GU-2009-07688 | 7/13/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 40 No
GU-2009-07719 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07740 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 46 No
GU-2009-07747 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07759 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 21 No
GU-2009-07798 | 7/13/2009 Intradomicilio CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07830 | 7/15/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 13 No
GU-2009-07855 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07882 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07883 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07884 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 43 No
GU-2009-07893 | 7/14/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 8 No
GU-2009-07934 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07953 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 5 Si
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Zanc.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Lote Alim.!
GU-2009-07955 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 38 No
GU-2009-07985 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 11 No
GU-2009-08001 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-08016 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-08017 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08021 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 1 No
GU-2009-08089 | 7/13/2009 | Bosque secundario Gravid Trap 2 No
GU-2009-08094 | 7/14/2009 | Pastizal con sombra | Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2009-08127 | 7/15/2009 | Bosque secundario Gravid Trap 6 No
GU-2009-08134 | 7/15/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 2 No
GU-2009-08159 | 7/13/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 4 No
GU-2009-08163 | 7/14/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 14 No
GU-2009-08189 | 7/13/2009 Intradomicilio Pot Peridomiciliar 3 No
GU-2009-08204 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2010-00111 | 1/13/2010 | Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2010-00129 | 1/13/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 1 No
GU-2010-00254 | 1/14/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 2 No
GU-2010-00330 | 1/15/2010 Pastizal al sol CDC Light Trap 5 No
GU-2010-00348 | 1/15/2010 | Pastizal con sombra Aspirador 1 No
GU-2010-00372 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 15 No

Cuadro 2. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Psorophora

cingulata.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta ZLZQZ' Alim.*
GU-2009-08203 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2010-00109 | 1/13/2010 | Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2010-00110 | 1/13/2010 | Bosque secundario Aspirador 1 Si
GU-2010-00118 | 1/13/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 3 No
GU-2010-00152 | 1/12/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 6 No
GU-2010-00199 | 1/14/2010 Pastizal al sol Aspirador 1 No
GU-2010-00211 | 1/14/2010 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 4 No
GU-2010-00230 | 1/14/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 23 No
GU-2010-00353 | 1/15/2010 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 3 No
GU-2010-00373 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 48 No
GU-2010-00390 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 44 No
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Cuadro 3. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Psorophora

confinnis.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Zl_a:)r;g. Alim.!
GU-2009-01928 | 7/12/2009 Pastizal al sol Aspirador 1 Si
GU-2009-06512 | 7/14/2009 Pastizal al sol Aspirador 10 Si
GU-2009-06611 | 7/15/2009 Pastizal al sol Aspirador 2 No
GU-2009-06784 | 7/12/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07166 | 7/12/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-07401 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 18 No
GU-2009-07408 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 5 Si
GU-2009-07536 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 46 No
GU-2009-07550 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 12 Si
GU-2009-07656 | 7/13/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 7 No
GU-2009-07763 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 48 No
GU-2009-07764 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 6 Si
GU-2009-07829 | 7/15/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 2 No
GU-2009-07856 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07922 | 7/14/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 1 No
GU-2009-07935 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07936 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07937 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 4 Si
GU-2009-08005 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 18 No
GU-2009-08135 | 7/15/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 4 No
GU-2009-08141 | 7/15/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 9 No
GU-2009-08161 | 7/13/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 3 No
GU-2009-08162 | 7/14/2009 | Bosque secundario Pot Peridomiciliar 18 No
GU-2009-08202 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 2 No
GU-2009-08207 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08208 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08209 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08210 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08211 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08212 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-08213 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2010-00036 | 1/12/2010 Pastizal al sol Aspirador 1 No
GU-2010-00083 | 1/13/2010 | Pastizal con sombra Gravid Trap 2 No
GU-2010-00198 | 1/14/2010 Pastizal al sol CDC Light Trap 9 No
GU-2010-00200 | 1/14/2010 Pastizal al sol Aspirador 1 Si
GU-2010-00322 | 1/15/2010 Pastizal al sol Aspirador 1 No
GU-2010-00323 | 1/15/2010 Pastizal al sol Aspirador 2 Si
GU-2010-00331 | 1/15/2010 Pastizal al sol CDC Light Trap 2 No
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Cuadro 4. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Psorophora

varipes.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Zl_i)qg. Alim.
GU-2009-01934 | 7/12/2009 Intradomocilio Aspirador 2 No
GU-2009-01939 | 7/12/2009 Intradomaocilio Aspirador 2 Si
GU-2009-06505 | 7/13/2009 Intradomocilio Aspirador 1 Si
GU-2009-06615 | 7/15/2009 | Bosque secundario Aspirador 3 No
GU-2009-07535 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07635 | 7/12/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 4 No
GU-2009-07661 | 7/13/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 2 No
GU-2009-07687 | 7/13/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 10 No
GU-2009-07739 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07760 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07761 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-07831 | 7/15/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 1 No
GU-2009-07854 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 19 No
GU-2009-07906 | 7/14/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 1 No

Cuadro 5. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Culex
(Melanoconion) erraticus.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta ZL"’:)T;' Alim.
GU-2009-07579 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 7 No
GU-2009-07703 | 7/13/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 2 No
GU-2009-07979 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 No
GU-2009-08201 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 No

Cuadro 6. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Culex
(Melanoconion) taeniopus.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Z&qg' Alim.
GU-2009-01986 | 7/13/2009 Peridomicilio Aspirador 1 No
GU-2009-06631 | 7/15/2009 | Pastizal con sombra Aspirador 1 No
GU-2009-06774 | 7/12/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2009-07078 | 7/12/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 17 No
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Continuacién Cuadro 6

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Z&qg' Alim.
GU-2009-07397 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 5 No
GU-2009-07531 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 48 No
GU-2009-07533 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07546 | 7/12/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 5 Si
GU-2009-07631 | 7/12/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 5 No
GU-2009-07653 | 7/13/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 25 No
GU-2009-07668 | 7/13/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-07701 | 7/13/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 22 No
GU-2009-07735 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 4 No
GU-2009-07758 | 7/14/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 7 No
GU-2009-07827 | 7/15/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 2 No
GU-2009-07857 | 7/14/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 43 No
GU-2009-07928 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 4 No
GU-2009-07961 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 37 No
GU-2009-07966 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 1 Si
GU-2009-07998 | 7/15/2009 | Bosque secundario CDC Light Trap 5 No
GU-2009-08027 | 7/13/2009 Peridomicilio Gravid Trap 1 No
GU-2009-08044 | 7/13/2009 Intradomicilio Gravid Trap 5 No
GU-2009-08045 | 7/13/2009 Intradomicilio Gravid Trap 1 Si
GU-2009-08158 | 7/13/2009 | Bosque secundario | Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2009-08174 | 7/14/2009 | Bosque secundario | Pot Peridomiciliar 3 No
GU-2009-08187 | 7/13/2009 Intradomicilio Pot Peridomiciliar 2 No
GU-2010-00062 | 1/13/2010 | Pastizal con sombra Aspirador 1 Si
GU-2010-00064 | 1/13/2010 Intradomicilio Aspirador 1 No
GU-2010-00065 | 1/13/2010 Intradomicilio Aspirador 1 Si
GU-2010-00067 | 1/13/2010 Peridomicilio Aspirador 1 No
GU-2010-00079 | 1/13/2010 | Pastizal con sombra | Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2010-00105 | 1/13/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 26 No
GU-2010-00115 | 1/13/2010 | Bosque secundario | Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2010-00148 | 1/12/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 4 No
GU-2010-00227 | 1/14/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 50 No
GU-2010-00245 | 1/14/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 1 Si
GU-2010-00318 | 1/15/2010 Pastizal al sol Gravid Trap 1 No
GU-2010-00325 | 1/15/2010 Pastizal al sol Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2010-00329 | 1/15/2010 Pastizal al sol CDC Light Trap 9 No
GU-2010-00341 | 1/15/2010 | Pastizal con sombra Gravid Trap 1 No
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ID Fecha Sitio colecta Método colecta Z&qg' Alim.
GU-2010-00351 | 1/15/2010 | Bosque secundario | Pot Peridomiciliar 3 No
GU-2010-00369 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 46 No
GU-2010-00386 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 46 No
GU-2010-00400 | 1/15/2010 | Bosque secundario CDC Light Trap 41 No

Cuadro 7. Detalle de los lotes analizados de los zancudos pertenecientes a la especie Culex
(Melanoconion) theobaldi.

ID Fecha Sitio colecta Método colecta Z&qg' Alim.
GU-2009-01913 | 7/12/2009 | Dormidero Quiscalus Aspirador 1 No
GU-2009-01987 | 7/13/2009 Peridomicilio Aspirador 1 Si
GU-2009-06524 | 7/14/2009 Peridomicilio Aspirador 1 No
GU-2009-06548 | 7/15/2009 | Dormidero Quiscalus Aspirador 1 Si
GU-2009-06603 | 7/15/2009 Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2009-06775 | 7/12/2009 Bosque secundario CDC Light Trap 22 No
GU-2009-07632 | 7/12/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 1 No
GU-2009-07700 | 7/13/2009 Bosque secundario CDC Light Trap 15 No
GU-2009-07726 | 7/13/2009 Peridomicilio CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07858 | 7/14/2009 Bosque secundario CDC Light Trap 19 No
GU-2009-07918 | 7/14/2009 | Pastizal con sombra CDC Light Trap 2 No
GU-2009-07986 | 7/15/2009 Pastizal al sol CDC Light Trap 3 No
GU-2009-07997 | 7/15/2009 Bosque secundario CDC Light Trap 14 No
GU-2009-08029 | 7/14/2009 Bosque secundario Gravid Trap 2 No
GU-2009-08085 | 7/13/2009 Bosque secundario Gravid Trap 1 No
GU-2009-08120 | 7/12/2009 Peridomicilio Gravid Trap 1 No
GU-2009-08138 | 7/15/2009 Bosque secundario Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2009-08175 | 7/14/2009 Bosque secundario Pot Peridomiciliar 10 No
GU-2010-00084 | 1/13/2010 | Dormidero Quiscalus Aspirador 1 No
GU-2010-00106 | 1/13/2010 Bosque secundario CDC Light Trap 17 No
GU-2010-00149 | 1/12/2010 Bosque secundario CDC Light Trap 2 No
GU-2010-00213 | 1/14/2010 Bosque secundario Pot Peridomiciliar 12 No
GU-2010-00215 | 1/14/2010 Bosque secundario Gravid Trap 1 No
GU-2010-00228 | 1/14/2010 Bosque secundario CDC Light Trap 41 No
GU-2010-00352 | 1/15/2010 Bosque secundario Pot Peridomiciliar 1 No
GU-2010-00358 | 1/15/2010 Bosque secundario Aspirador 1 No
GU-2010-00370 | 1/15/2010 Bosque secundario CDC Light Trap 21 No
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