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RESUMEN

Introduccion: Dengue, Zika y Chikungunya son enfermedades infecciosas
emergentes causadas por arbovirus y transmitidas por mosquitos. Las semejanzas
clinicas de las tres enfermedades, principalmente durante la fase aguda, dificultan su
distincion diagndstica y el manejo médico oportuno de sus complicaciones. Las
estrategias tradicionales de monitoreo epidemioldgico se basan en la identificacion
de casos humanos. La abundancia de mosquitos en comunidades remotas, mal
comunicadas y con pobre acceso sanitario incrementa la morbi-mortalidad de estas
enfermedades e implica dificultades logisticas y tecnoldgicas para su vigilancia. Este
estudio evaluo la factibilidad de un sistema de vigilancia de arbovirus y sus vectores
novedoso, de bajo costo y especificamente disefiado para las condiciones climaticas
y geograficas de estas comunidades. Materiales y métodos: Se evaluaron cinco
tipos de trampas pasivas para mosquitos equipadas con atrayentes quimicos y con
dispositivos de recoleccion y preservacion de acidos nucleicos virales (tarjetas FTA
impregnadas con miel). Se diseid un sistema de Confinamiento de Bioseguridad de
Mosquitos (BMC) vivos que incrementa las posibilidades de deteccion viral. Se
desarrollaron herramientas moleculares para la deteccién de arbovirus y para la
identificacion taxondmica de mosquitos. Resultados: En total se capturaron 26,426
mosquitos empleando entre 6 y 10 trampas durante 5 noches distribuidas a lo largo
de 3 semanas. La mejor tasa de captura fue de 440 mosquitos por noche (95% ClI,
314 - 840). La tasa de alimentacion en trampas equipadas con tarjetas FTA fue de 43
+ 10%. Fue posible detectar la presencia de virus en tarjetas FTA almacenadas a
40°C y >90% de humedad relativa (simulando condiciones ambientales de la
Huasteca Potosina) hasta el dia +15. El 74% de las SSP-PCR multiplex de
taxonomia molecular fueron informativas con una abundancia de especies de 55%
Aedes, 30% de Anopheles y 15% de Culex. Conclusiones: El sistema desarrollado
demostré factibilidad y transferibilidad a comunidades vulnerables para la vigilancia
epidemioldgica de arbovirus y sus vectores mucho antes del surgimiento de casos
humanos. El sistema BMC no solo permite incrementar las posibilidades de
deteccion sino podria ser empleado como un sistema cerrado para la entrega de

arbovirus en estudios de infecciones experimentales de mosquitos.
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1.0 INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas emergentes (EIE) son aquellas cuya incidencia ha
incrementado en los ultimos 20 afios y de las cuales no se preveé una disminucion en
un futuro cercano’. Dengue es la enfermedad transmitida por mosquitos mas comun
de las Américas y la causa mas probable de fiebre en pacientes de regiones
endémicas. No obstante, la co-circulacion reciente de nuevos arbovirus (el virus del
Chikungunya en el 2013 y el virus del Zika en el 2014) ha representado un nuevo
reto para la salud publica de las Américas®. Las tres enfermedades arbovirales
presentan manifestaciones clinicas muy similares, especialmente durante la fase
aguda (los primeros dias de la enfermedad), dificultando el diagndstico clinico por
parte del personal de salud y en ocasiones evitando el manejo médico del caso, con
consecuencias fatales en algunos de ellos. El diagndstico serologico de las tres
enfermedades también enfrenta dificultades debido a las semejanzas antigénicas de
los virus causales, lo que da lugar a reacciones cruzadas y dificulta su vigilancia

epidemioldgica®.

Dengue es causado por el virus del dengue (DENV). Es una de las EIE’'s mas
antiguas, detectada por primera vez en Africa pero subestimada hasta la epidemia de
1780 que afecté ademas de a Africa y Asia a América del Norte. En 1907 el dengue
representaba la segunda infeccién viral mas comun a nivel mundial solo después de
la fiebre amarilla. De 1960 al 2010 la incidencia de dengue se habia incrementado
hasta 30 veces®®. Se desconoce el nimero exacto de casos anuales de dengue. No
obstante, en el 2016 se estima ocurrieron 96 millones de casos clinicos (Cl 95%, 67-
136 millones) a nivel mundial, de los cuales alrededor de 500,000 progresaron hacia
etapas mas severas de la enfermedad y 20,000 a la muerte. Actualmente, el dengue
es endémico en mas de 120 paises y 50% de la poblacién a nivel mundial se
considera en riesgo de infeccion (Dengue and severe dengue, World Health
Organization, April 2019). Zika es causado por el virus de Zika (ZIKV). Este virus fue

aislado por primera vez de un mono macaco en 1947 en el bosque de Zika, Uganda.



En el 2007 en la isla de Yap de la Micronesia se registro el primer brote durante el
cual mas del 70% de la poblacién fue infectada. En octubre del 2013 la circulacién de
ZIKV fue confirmada en la Polinesia Francesa y para abril del 2014 alrededor de

% 10 Durante ambos brotes de Zika se

30,000 personas habian sido infectadas
demostrd una asociacion con el incremento de casos de sindrome de Guillan-Barré
(GBS)'"". Durante el 2014 el virus se disemind rapidamente a otras islas del Pacifico
llegando en 2015 a las Américas. Desde entonces y hasta el 2018 en las Américas
se han documentado 500,000 casos probables. Actualmente Zika es endémico en
~84 paises a nivel mundial (Zika Cumulative Cases, Pan American Health
Organization, January 2018)'* '*. Chikungunya, ocasionado por el virus de
Chikungunya (CHIKV), fue identificado por primera vez en 1952 en Tanzania, Africa.
Los brotes de Chikungunya se habian circunscrito a los continentes de Africa y Asia
hasta el 2007 en que se reporto el primer caso en Europa y ulteriormente en el 2015
en que el virus llegd a América'®. El brote actual es considerado el mas importante
de Chikungunya a la fecha con un total de 693,936 casos sospechosos y 37,480
confirmados. A finales del 2017 el virus era endémico en mas de 60 paises a nivel
mundial’’. Dengue, Zika y Chikungunya presentan manifestaciones clinicas muy
similares lo que complica la distincién clinica y el diagnéstico certero. Entre las
manifestaciones clinicas de las tres se incluyen: fiebre, conjuntivitis, artralgias,
mialgias, erupcion cutanea, cefalea, edema en extremidades al igual que signos de
fragilidad capilar (petequias y equimosis). No obstante, las tres enfermedades
difieren en el tipo de complicaciones o secuelas que ocasionan, lo que resalta la
necesidad de distinguirlas clinicamente. Algunos casos de Dengue progresan hacia
dengue grave caracterizado en ocasiones por manifestaciones hemorragicas y alta
mortalidad. El Zika, al tratarse de un virus neurotropico, se complica frecuentemente
con sindrome de Guillan-Barré, meningoencefalitis y mielitis aguda. De extrema
preocupacion en el caso de Zika es la ocurrencia de microcefalia en bebés nacidos
de madres que fueron infectadas durante el embarazo. Por ultimo, en algunos
pacientes con Chikungunya las artralgias pueden volverse cronicas y acompafarse
de degeneracién articular y disminucion de la calidad de vida'®. A pesar de que la

presencia de Dengue en el continente americano se remonta a hace mas de 200



anos, fue hasta la primera mitad del siglo XIX cuando se documentaron los primeros
casos en México. En base a la informacién obtenida del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) de los ultimos 4 anos, del 2015 al 2018 la
incidencia de dengue habia disminuido en México, con 12,706 casos confirmados
anuales en el 2018. Durante el 2019 las cifras de incidencia de dengue indican una
tendencia a la alta. Para la semana epidemioldgica 32 (informacion actualizada al 10
de agosto del 2019) se reporta la incidencia acumulada de 8,023 casos confirmados
lo cual contrasta con los 2,576 casos confirmados reportados durante el mismo
periodo del 2018. El primer caso humano de Zika en las Américas se reportd en el
2015 en Chile y un ano después se documentdé un caso en México. La mayor
incidencia anual de Zika en Meéxico se reporté en el 2016 con 7,560 casos
confirmados. A partir de ese ano la incidencia de Zika en México ha disminuido
paulatinamente. Para la semana epidemioldgica 32 del afio en curso (actualizado al
10 de agosto del 2019) se han reportado 43 casos confirmados de Zika. El virus de
Chikungunya llegé a México en el 2015 siendo este responsable de 11,577 casos.
Desde entonces, la incidencia de dicha enfermedad ha disminuido. A la semana
epidemiologica 32 (actualizado al 10 de agosto del 2019) se reportan 3 casos
confirmados de dicha enfermedad (Panorama epidemiologico de dengue 2019,
SINAVE) (Boletin epidemiologico 2019, SINAVE).

DENV, ZIKV y CHIKV son transmitidos por artropodos, por lo cual se les conoce
como arbovirus (Eng.: arthropod-borne viruses). Los principales vectores de estos
tres virus son las hembras hematéfagas de mosquitos del género Aedes, Anopheles
y Culex'®?%°. Aedes aegypti también conocido como mosquito de la fiebre amarilla,
habita regiones tropicales y subtropicales y cuenta con una gran capacidad vectorial,
siendo el principal responsable de la transmision de estas tres enfermedades. Ae.
aegypti se caracteriza por su capacidad para alimentarse en multiples ocasiones
durante el mismo dia. Ae. aegypti es antropofiico ya que se alimenta
preferentemente de humanos y vive en zonas urbanas (intra/peridoméstico),
prefiriendo depdsitos de agua "artificiales" como llantas o cubetas para depositar sus

huevos. La especie Aedes albopictus (mosquito atigrado de Asia) ha cobrado mayor



importancia como vector del dengue a pesar de tener una menor capacidad vectorial
en comparacion a Ae. aegypti. Habita en regiones tropicales y templadas,
preferentemente en zonas silvestres y no en las urbanas, se alimenta tanto de
humanos como de otros animales y completa su ciclo gonadotropico con una sola
comida. Cuenta con mayor capacidad de vuelo y se ha ido adaptando
paulatinamente a regiones con mayor altitud al igual que a temperaturas mas bajas,
aumentando con ello la posible distribucion geografica de la enfermedad.
Morfolégicamente Ae. aegypti y albopictus son muy similares; poseen un patron de
manchas blancas caracteristico en el abdomen y patas. No obstante, se diferencian
uno de otro en que el torso de Ae. aegypti cuenta con escamas blancas en forma de
lira mientras que Ae. albopictus unicamente posee una linea blanca recta longitudinal
en el centro del torso (Mosquito factsheets, European Centre for Disease Prevention
and Control, December 2016) (Enfermedades transmitidas por vector, Centro
Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades, Diciembre 2014)"".
Hoy en dia México cuenta con un sistema de vigilancia epidemiologica basado en la
deteccion de casos humanos. Este sistema tiene la desventaja de que no ofrece
tiempo suficiente para iniciar maniobras de control de vector que sean oportunas.
Adicionalmente, la identificacion de casos sospechosos o probables requiere del
acceso de los pacientes a los servicios de salud gubernamentales, acceso que
desafortunadamente no es posible para las comunidades mas apartadas geografica,
social y economicamente (las mas vulnerables a estas enfermedades).
Adicionalmente, la referencia de muestras biolégicas de éstos pacientes a centros de
diagnostico especializado requiere de una red logistica de transporte que depende
de una red fria y control estricto de condiciones de transporte. Aunado a esto, el
diagnodstico serologico de estas enfermedades, el acercamiento mas usual y de
menor costo para aplicaciones epidemioldgicas, se presta a las reacciones cruzadas
anteriormente mencionadas. Algunos paises, como Australia, han implementado
estrategias de vigilancia arboviral basados en la deteccion de virus a partir del
estudio de las poblaciones de mosquitos. Para estas estrategias se ha adoptado el
uso de animales centinela en el que se colocan animales susceptibles de la infeccién

arboviral al ataque por mosquitos, pasado cierto tiempo se muestrea al animal en



busca del virus de interés. Ademas de ser costoso y logisticamente demandante,
este sistema tiene el inconveniente de que brinda un hospedero capaz de participar
en la cadena de incubacién/transmision de las mismas enfermedades que busca
detectar?’. En los dltimos afios, se han desarrollado estrategias de vigilancia
epidemioldgica basadas en la deteccidon del virus en mosquitos mediante su captura
por medio de trampas especializadas. Estas estrategias de vigilancia han sido
empleadas por paises como Australia y Estados Unidos para la deteccion de los
arbovirus RRV (Ross River Virus), BFV (Barmah Forest Virus), MVEV (Murray Valley
Encephalitis Virus) y WNV (West Nile Virus). Dichas trampas hacen uso de varias
estrategias de atraccion de mosquitos incluyendo generadores de CO,, mimetizantes
de humedad y olor del sudor animal (octenol), sefiales visuales, luz, etc. Dichas
trampas pueden ser pasivas (que no requieren de energia) o activas (con
ventiladores o luces que dependen de una fuente de energia). Muchos de estos
acercamientos de monitoreo de vectores emplean a los mosquitos capturados para
realizar ensayos de tamizaje de arbovirus subsecuentes empleando ya sea pools de
mosquitos 0 mosquitos individuales. El éxito de captura de las trampas depende de
su capacidad para confundirse con un animal. El principal estimulo necesario para
atraer un mosquito es el CO,. El mosquito comienza a volar en zigzag hasta
encontrar una pluma de CO; y una vez localizada comenzara la busqueda del animal
por medio de estimulos visuales. El mosquito se aproximara a los objetos que
observe cerca de él y en ellos buscara caracteristicas propias de los animales como
calor, humedad, y otros compuestos volatiles secretados por la piel. De no encontrar
todas las caracteristicas necesarias, regresara a la pluma de CO, para aproximarse
al siguiente objeto. Una vez que detecte todos los estimulos procedera a alimentarse

de dicho animal.

Recientemente, se plante6 una alternativa basada en la incorporacion de tarjetas
FTA (Whatman® FTA® Cards), cuya utilidad para almacenar DNA a temperatura
ambiente y en ausencia de red fria ya ha sido demostrada®"®. Al impregnar tarjetas
FTA con miel integradas a las trampas de captura, se les brinda a los mosquitos

capturados una fuente alternativa de alimento durante su cautiverio®®. Si bien las



hembras de los mosquitos se alimentan de manera preferencial de sangre animal
con motivo de la ovoposicion (de la cual aprovechan el alto contenido de hierro y
proteina), también se alimentan de manera natural de néctar, algas y materia
organica diversa. Al alimentarse de las tarjetas impregnadas con miel (o incluso con
tan solo sondearlas con la probdscide), los mosquitos regurgitan y depositan
arbovirus presentes en su saliva o tracto gastrointestinal en la misma. La evaluacion
de dichas tarjetas (normalmente una sola por trampa) posteriormente a través de
meétodos moleculares basados en la amplificacion de acido nucleicos facilita asi el
tamizaje de arbovirus en toda la poblacién de mosquitos que se han alimentado de
dicha tarjeta®" ?2. La incorporacién de colorante alimenticio a la tarjeta impregnada
con miel normalmente es empleada para visualizar su presencia en el abdomen de
mosquitos con el fin de evaluar la tasa de mosquitos capturados que si se
alimentaron de la tarjeta. Johnson et. al. expuso a 500 mosquitos en cautiverio
durante 3 dias a una tarjeta FTA impregnada con miel y colorante alimenticio
diferente en cada dia y contabiliz6 el numero de veces que los mosquitos se
alimentaban de acuerdo a la combinacion de colores visualizados en sus
abdomenes. Encontré que el 80% + 6.5% de los mosquitos se alimentaron al menos
una vez, el 29.2% * 11.5% se alimentaron al menos dos veces y 8.5% * 2.9% se
alimentaron 3 veces durante ese tiemp021. Posteriormente, Hall-Mendelin et. al.
observd que es posible detectar VRNA en las tarjetas FTA en ausencia de evidencia
de que los mosquitos se hubiesen alimentado, demostrando asi que basta con que el
mosquito sondee la tarjeta con su probdscide (sin alimentarse) para depositar virus
en ellas®. Van de Hurk et. al. logré detectar RRV, BFV y WNV en diversas regiones
de Australia empleando tarjetas FTA impregnadas con miel”. A pesar de las
ventajas del uso de tarjetas FTA, es importante considerar que el numero de tarjetas
positivas en estudios publicados es bajo. Esto puede deberse a la ausencia del virus
en vectores, a la presencia del virus en un pequeio porcentaje de los vectores de la
region, a baja carga viral en vectores, baja tasa de alimentaciéon dentro de trampas,
entre otros factores. Es por ello que es necesario desarrollar métodos moleculares
que garanticen una alta capacidad, eficiencia y sensibilidad para la extraccion,

purificacion y deteccién de acido nucleicos virales. Actualmente se utilizan RT-PCR



en tiempo real o punto final para la deteccién de vVRNA debido su alta sensibilidad y
especificidad para detectar cada virus sin presentar reacciones cruzadas, tipicas de
acercamientos serologicos. Este estudio plantea evaluar el desempefio de un
sistema de advertencia temprana de arbovirosis en México que integra las
cualidades de varios estudios previamente publicados junto con importantes
innovaciones que hemos implementado en relacién al disefio y uso de trampas, la
preservacion y extraccidon de RNA viral, la extraccion y asignaciéon de taxonomia
molecular de mosquitos basada en DNA y el desarrollo de un sistema de
amplificacion de virus en cautiverio (BMC) y de un sistema de biocontencién para la
entrega de arbovirus en infecciones experimentales de mosquitos. El empleo de este
sistema de vigilancia de arbovirosis y de sus vectores en México podria transferirse
facilmente a otras regiones del pais (u otros paises del mundo) dado su bajo costo,
bajas demandas logisticas en relacion al transporte de muestras, baja dependencia
humana (al hacer uso de taxonomia molecular y tamizaje molecular) y gozaria del

enorme potencial predictivo de brotes o casos humanos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Diseno de trampas

2.1.1 Evaluacion de las trampas.
Se desarrollaron 4 trampas pasivas tomando como modelo de referencia la "Sentinel
mosquito arbovirus capture kit" (SMACK)?'. A diferencia de la SMACK, nuestro
disefio incorpora un dispensador de atrayente de mosquitos mimetizador del sudor

animal (octenol). Las trampas disefiadas se nombraron “Yoy” en referencia a la
palabra Téneek para mosquito. Cuatro volumenes diferentes de trampas Yoy fueron
evaluados (1.5 L, 2 L, 5Ly 10 L) ver Figura 1, panel A, B, C y D. Las
consideraciones de disefo incluyeron: hacer uso de materiales reciclables (botellas
de PET, esponjas), construccion simple y econémica (tuberia PVC, tubos cénicos de
15 mL) y que incorporara 1) un embudo de entrada fabricado con malla mosquitera
con diametro menor de 5 cm y el mayor ajustado al diametro de la botella, 2) un
sistema de humidificacion pasiva, 3) un sistema de aportacion de CO, a mas de 400

mL/minutos (equiparable al doble de lo exhalado por un ser humano promedio por
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minuto) y 4) un sistema de recoleccion de acidos nucleicos virales a través de una
tarjeta FTA impregnada con miel suplementada con colorante alimenticio. Para
evaluar el desempeno de las trampas se realizé un estudio de cuadros latinos 4x4
donde cada noche las trampas fueron rotadas por cuatro sitios diferentes (la trampa
Yoy-1.5 fue eliminada del estudio ya que su embudo de entrada no demostré permitir
la entrada de mosquitos en ensayos iniciales). Las trampas se colocaban a las 18:00
horas y eran recolectadas a las 07:00 h del dia siguiente (13 horas de captura neta).
Dichas evaluaciones se realizaron durante septiembre del 2018 en los jardines
frontales del edificio de la Coordinacion para la Innovacion y Aplicacion de Ciencia y
Tecnologia (CIACyT) de la UASLP. Las trampas fueron colocadas a ~30 cm del
suelo, ya que en ensayos iniciales esta altura resulté ser mejor que la de 1.5 metros.
Dos trampas eran suministradas de CO; a partir de un solo generador cargado con 3

kg de hielo seco (anhidrido carbdnico sélido).

2.1.2 Generador de CO;
Teniendo en cuenta que el ser humano promedio exhala entre 200 - 400 mL de CO,
por minuto, se considerd incorporar un sistema capaz de aportar un flujo minimo de

200 mL de CO./min a cada trampa®® %’

. Se realizd6 una comparacion entre
generadores de levadura, hielo seco y un cilindro de gas comprimido. Para los
generadores a base de levadura se emplearon 35 g de levadura y 500 g de azucar
disueltos en 2.5 L de agua tibia®®. Se dejé reposar la solucién por una hora para
permitir la activacion de la levadura y posteriormente se realizé6 una medida del gasto
de CO; cada 2 horas durante 12 horas. Para los generadores de hielo seco se
colocaron 1.5 kg de CO, en una botella de plastico sin ningun tipo de recubrimiento
térmico y se midid el tiempo que tardaba en sublimarse la totalidad del hielo seco
calculando entonces el flujo teérico producido, tomando en cuenta que 454 g de CO;
producen 249 L de CO; gaseoso. Asi mismo, se realizaron mediciones
experimentales del gasto generado. No fue necesario medir el gasto de los cilindros

de gas comprimido ya que estos estaban equipados con valvulas y flujbmetros.
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2.1.3 Tarjetas FTA impregnadas por miel y sistema de alimentacion con

tarjetas FTA
Se utilizé6 miel con colorante como fuente de alimento alternativo para los mosquitos
capturados en las trampas. Para ello se cortaron tarjetas FTA circulares de 1.63 in°.
Para su impregnacion se formé un sandwich de tres tarjetas donde las dos tarjetas
externas fueron sumergidas en miel al 100% durante 5 min eliminando el exceso de
la miel, y a continuacion colocando una tarjeta no impregnada en medio de ambas a
manera de "sandwich". El sandwich de tarjetas se forré con papel aluminio y se
coloco bajo presion durante una noche. El tiempo requerido para lograr el balance de
impregnacion de miel de las tres tarjetas fue evaluado durante 1, 3 y 6 horas
empleando para ello una balanza analitica para obtener el peso de miel absorbido
por cada tarjeta. Las tarjetas fueron colocadas en un sistema de alimentaciéon con
tarjetas FTA optimizado que consistié en un frasco de 40 mL que contenia una
esponja impregnada con miel al 50%. La tapa de este frasco se encontraba

agujerada para permitir el acceso de los mosquitos a la tarjeta.

2.2 Sistema de confinamiento de bioseguridad de mosquitos (BMC)

Algunos estudios han demostrado que los mosquitos continuan alimentandose de las
tarjetas FTA con miel hasta 3 dias después de su captura®'. Debido a esto y con tal
de maximizar la posibilidad de detectar arbovirus en las tarjetas, se realiz6 el disefio
de un sistema de confinamiento que permitiera almacenar en cautiverio a los
mosquitos vivos para permitirles (obligarlos) continuar alimentandose de las tarjetas
por hasta 72 h. El sistema de confinamiento desarrollado consistié en un contenedor
de plastico comercial de 10 litros al cual se le realizaron dos orificios en la parte
inferior de la caja (parte superior del sistema BMC) que sirvieran como puertos para
acoplar dos sistemas de alimentacion con tarjetas FTA. Adicionalmente se abrié una
ventila de 10 x 10 cm en un extremo del contenedor para permitir la entrada de aire,
apertura que fue recubierta con doble malla mosquitera. Dentro de la jaula se colocé
un recipiente con una microfibra empapada en agua como sistema de humidificacién
y a lo largo de las paredes de la jaula se colocaron anillos de plastico (obtenidos de

botellas de PET de 1.5 L recicladas) para brindarles superficie de reposo a los
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mosquitos (Figura 2). La transferencia de mosquitos desde las trampas de captura a
los BMC’s se realiz6 empleando una aspiradora doméstica en un espacio exterior

para evitar la liberacién de mosquitos en laboratorio.

2.3 Herramientas moleculares
2.3.1 Extraccion de DNA a partir de mosquitos

ElI DNA gendmico de mosquitos se extrajo mediante el método de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (PCl) por considerarse el estandar de oro de extraccion®,
Adicionalmente aprovechamos la oportunidad para optimizar la técnica Drabek
localmente modificada para la extraccion de DNA humano a partir de concentrados
leucocitarios para la extraccion de DNA de mosquito®'. Para extraer el DNA por
medio de Drabek se macerd el mosquito (tras descartar el abdomen) en 25 pL de
PBS 1x con ayuda de una varilla de vidrio y posteriormente se completd el volumen
de PBS 1x a 200 pL. Se adicionaron 200 pL de buffer de lisis celular (Tritébn X-100,
sacarosa, MgCl,*6H,0, Tris-HCI 1 M pH 7.6) y se mezclé por vortex. Se centrifugé a
15,000 g por 5 min y se descartd el sobrenadante. Se realizé una segunda lisis
celular con 200 pyL de buffer de lisis y nuevamente se centrifugé y descarté el
sobrenadante. A continuacion, se agregaron 37.5 pyL de Tris-HCI 10 mM pH 8, 37.5
ML de una soluciéon de detergente 40 mg/mL y 3.125 puL de NaCl 5 M. Se mezclo por
vortex y se centrifugé a 15,000 g por 10 minutos. El sobrenadante fue recuperado y
colocado en un tubo nuevo y se procedid a realizar la precipitacion del DNA con
etanol al 96% dejando incubando por 12 horas a -20°C. Se centrifugd para formar el
pellet de DNA y se realizaron 2 lavados con etanol al 70%. Finalmente, el DNA se
resuspendié en 50 pL de Tris-HCI 10 mM pH 8.

2.3.2 Taxonomia molecular de mosquitos por PCR punto final
Se realizé la identificacion de los mosquitos Aedes, Anopheles y Culex, utilizando
dos oligonucledticos  (Mosquito-Fwd:  5-TgT-gAA-CTg-CAg-gAC-ACAT-3' vy
Mosquito-Rev: 5-TAT-gCT-TAA-ATT-CAg-ggg-gT -3') disenados por Mewara et. al.
que generan amplicones de 300 bp para Ae. aegypti y Ae. albopictus, 500 bp para

Anopheles y 400 bp para Culex*. Se mapearon dichos oligonucleétidos hacia
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alineamientos generados localmente con el fin de validar el tamafno de los
amplicones reportados. Los alineamientos fueron generados empleando 10
secuencias de cada una de las especies de mosquitos mas abundantes en México

segun reportes previos>> 3°

. Las especies incluidas fueron: Ae. aegypti, Ae.
Albopictus, Anopheles albimanus, An. pseudopunctipennis, An. punctimacula, An.
darlingi y An. apicimacula al igual que Culex. pipiens, Cx. quiquefasciatus, Cx.
coronator y Cx. nigripalpus. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos
GenBank de NCBI. Tras el disefio de nuevos oligonucleétidos (ver seccion de
resultados) los componentes y condiciones de PCR optimizadas se mencionan a
continuacion. Se mezclaron 1.25 yL de buffer 10X, 0.625 uL de MgCl, 50 mM, 0.25
ML de dNTPs 10 mM, 0.375 pL de cada primer a una concentraciéon 10uM (Mosquito-
Fwd, Aedes-Rev, Culex-Rev y Mosquito-Rev), 0.1 uL de Taq Polimerasa (Vivantis
Technologies Sdn. Bhd. Malaysia) y 7.775 uL de dH,O para completar un volumen
de reaccion de 12.5 L. Las temperaturas y condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94° C por 2 minutos, 30 s a 94° C, 40 s a
50° C y 45 s a 72° C por 30 ciclos y finalmente una extensién final por 5 minutos a
72° C. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 3% durante 90

min a 90 VDC (3.6 V/cm).

2.3.3 Extraccion RNA viral a partir de tarjetas FTA
Se realizaron algunas modificaciones al protocolo previamente publicado por Sakai
T. et al.¥’. Las tarjetas fueron colocadas en microtubos de 1.5 mL y posteriormente
se les agreg6 500 pL de buffer TE 10:1 a cada una y se mezclaron por vortex. Los
microtubos se perforaron por la parte inferior y se colocaron dentro de un tubo de
ensayo. Posteriormente, se centrifugaron a 3,000 g por 30 min y se recuperd la
elucion. Para la extraccion de vVRNA se tomaron 200 L de elucion y se colocaron en
un microtubo nuevo seguidos de 1 mL de TRIzol (TRIzol Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachusetts USA), esto se mezclé por pipeteo y el resto de la elucion se
almacen6 a -80° C. A continuacion, se agregaron 200 pL de cloroformo y se mezclé
por vortex para después incubar 5 min a temperatura ambiente. Las muestras se

centrifugaron a 15,600 g por 5 min y se recupero la fase acuosa (superior) en un
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microtubo nuevo al cual se le agregaron 350 pL de isopropanol al 100% para
precipitar el vVRNA durante 12 hrs a -20°C. Se centrifugaron las muestras a 15,600 g
durante 5 minutos y se realizé un lavado con etanol al 70% con agua DEPC-tratada
para finalmente resuspender el RNA en 50 uL de agua DEPC-tratada. Las muestras

fueron almacenadas a -80° C hasta su uso posterior.

2.3.4 Deteccion de RNA viral
La deteccion de RNA de DENV, ZIKV y CHIKV se realizé por PCR punto final de
acuerdo a los protocolos localmente optimizados y disponibles en linea

(http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Exot DENV.pdf,

http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Exot DENV1 4.pdf y

http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Exot ZIKA.pdf).

2.3.5 Evaluacion de preservacion de RNA viral
Para evaluar la preservacion del vVRNA en las tarjetas FTA con miel se utilizé el virus
de la rabia (RABV), debido a su similitud con DENV, ZIKV y CHIKV, ya que cuenta
con un genoma de RNA de cadena sencilla, pero en sentido negativo. Se agregaron
10 uL de vacuna de la rabia (vacuna de virus inactivado) marca Defensor 1
(Defensor 1°, Zoetis Services LLC, Parsippany, New Jersey USA) a cada tarjeta FTA
previamente impregnada con miel. Veinte tarjetas asi preparadas se colocaron en
sistemas de alimentacion con tarjetas FTA dentro de una incubadora bacteriologica a
+40° C durante 15 dias. Cuatro tarjetas fueron tomadas cada dia en los dias 0, +1,
+3, +7 y +15 y turnadas para extraccion de vVRNA mediante TRIzol y detectando el
VRNA por medio de gqRT-PCR de acuerdo al protocolo localmente optimizado

(http://www.genomica.uaslp.mx/Protocolos/Exot RABV.pdf).

2.4 Estudio piloto en San Luis Potosi

2.4.1 Sitio de muestreo
El diseno final y optimizado de trampas Yoy-10 de 10 litros de capacidad fue
evaluado en un estudio de campo suburbano en Area Natural Protegida Parque
Urbano “Paseo de la Presa” (22°08'53.5"N 101°02'36.8"W) durante el mes de Julio
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del 2019 (Figura 1, panel E). No fue posible realizar el estudio piloto en la comunidad
de Tocoy, municipio de San Antonio, SLP de la Huasteca Potosina debido a retrasos
inusuales en la temporada de lluvias y las consecuencias ecologicas de los incendios

ocurridos en lugares aledafios.

2.4.2 Diserio experimental
Las capturas realizadas fueron por conveniencia, colocando de 6 a 10 trampas por
dia de captura. Las trampas se colocaron a las 17:00 h y se recogieron a las 8:00 h
del dia siguiente dando un total de 15 horas de captura y a cada trampa se le
suministraba CO, con un generador que contenia 1.5 kg de hielo seco. Cabe
mencionar que para el contero de mosquitos se pesaron 100, 150, 200 y 300
mosquitos y se calculd su peso promedio. Los mosquitos recolectados durante este
estudio fueron utilizados para evaluar los BCM y realizar pruebas taxonémicas para

conocer la abundancia de los diferentes géneros y especies de mosquitos en la zona.

2.4.3 Evaluacioén de la tasa de alimentacion en BCM
Una vez capturados los mosquitos, fueron transferidos a los BCM. Se depositaron las
capturas de dos trampas en cada BCM y se evalud la supervivencia de los mosquitos
durante 10 dias al igual que la tasa de alimentacidon de los mosquitos a las 24, 48 y
72 horas.

2.4.4 Analisis estadistico
Se utilizé el programa GraphPad Prism (version 6.00 para Mac OS X, GraphPad
Software, La Jolla California USA) para las diferentes pruebas estadisticas
realizadas. Para los analisis donde se compararon dos grupos se realizé una prueba
t de Student cuando los datos presentaban normalidad y la prueba de U de Mann
Whitney para los datos con distribucién no normal. Aquellos analisis que implicaban
la comparacion de mas de dos grupos se realizaron por medio de una ANOVA de
una via para datos normales y la prueba de Kruskal-Wallis para datos que no

presentaban normalidad.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la evaluacion de las cuatro trampas (Yoy-1.5, 2, 5y 10) se descarté de manera
inmediata la Yoy-1.5 por fracaso total. De las restantes, las trampas con mejor
desempeno fueron Yoy-5 y Yoy-10 ya que estas capturaron mayor numero de
mosquitos, mediana de 29 (95%Cl, 7 - 55) versus 31 (95% CI, 10 - 155),
respectivamente (Figura 3, panel A). El porcentaje de alimentaciéon demostré ser
superior en la Yoy-5 con una mediana de 61% (95% CIl 53-92) y Yoy-10 56% (95%
Cl, 42-89) en comparaciéon con la SMACK y Yoy-2 (Figura 3, panel B). En una
segunda evaluacion competitiva con duracién de 20 dias se comparé el desempeiio
en capturas y tasa de alimentacion de las trampas Yoy-5 y Yoy-10. Las trampas se
colocaron bajo las mismas condiciones que el estudio anterior. A partir de estas
pruebas se seleccionod la trampa Yoy-10 para los futuros ensayos piloto en campo ya
que esta capturé mayor cantidad de mosquitos (media de 388 + 333 mosquitos) en
comparaciéon con Yoy-5 (144 + 100 mosquitos), p = 0.00392 (Figura 4, panel A). A
pesar de que la tasa de alimentacion fue mayor en Yoy-5 (media de 55 + 9%) que
Yoy-10 (43 £ 10%) (Figura 4, panel C), el numero total de mosquitos que se
alimentaron de la tarjeta FTA fue superior en Yoy-10 (Figura 4, panel D). Este
hallazgo es de gran relevancia ya que a mayor tasa de alimentaciéon aumentan las
probabilidades de deteccién de DENV, ZIKV y CHIKV en la tarjeta FTA.

El tipo de generador a utilizar durante las capturas se seleccion6 tomando en cuenta
el gasto, costo y la capacidad para atraer mosquitos u otro tipo de insecto que no
fueran de nuestro interés. Los generadores de levadura obtuvieron un gasto
promedio de 140.6 mL de COz/min y un flujo maximo 163.3 mL de CO,/min. Ademas
de que el gasto se encuentra por debajo del flujo recomendado es importante
mencionar que durante las capturas los generadores de levadura atraian insectos
que no eran de nuestro interés (insectos “no-blanco”), en particular de Drosophila.
Los generadores de hielo seco obtuvieron un flujo teérico de 914 mL de CO,/min
(calculado por sublimacion estimada en base a peso y condiciones ATM estandar) y

un flujo experimental de 800 mL de COy/min. El flujo obtenido esta muy por encima
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del recomendado. Adicionalmente, cabe mencionar que dichos generadores de hielo
seco son compactos, de transporte sencillo, rapida instalacién y atraen unicamente a
mosquitos de interés. El uso de cilindros de CO, comprimido se descartdé en
evaluaciones tempranas por su costo, riesgo y dificultades técnicas para el trabajo en

campo.

Se decidio utilizar miel al 100% tras evaluar distintos porcentajes para la
impregnacion de tarjetas FTA. Preparaciones con menor porcentaje de miel
rapidamente se colonizaban por hongos. El tiempo necesario para que las tarjetas
absorbieran la misma cantidad de miel fue de 3 horas ya que a partir de este
momento no se presentaba una diferencia significativa entre el peso de tarjetas
externas (media 957.1 £ 46.7 mg) e internas (922.3 + 38.5 mg), p = 0.0521, ver
Figura 5. Debido a que se observé una tendencia a disminuir aun mas la diferencia
entre el peso de las tarjetas externas e internas (950.3 + 484 y 924.7 + 28.0
respectivamente, p = 0.1353) a las 6 horas se decidié colocarlas bajo presién durante
toda la noche. Adicionalmente, se descubri6 que el colorante alimenticio verde
empleado para impregnar las tarjetas FTA resultd ser el mas facil de identificar
visualmente en el abdomen de los mosquitos, incluso macroscépicamente. Como los
mosquitos se alimentan de las tarjetas dentro de las trampas, es crucial mantener la
humedad de las tarjetas empleando el sistema de alimentacion con tarjetas FTA
optimizado, el cual disminuye la cartonizacion y endurecimiento de las tarjetas por

desecado.

Utilizando la estrategia de extraccion de DNA de mosquito de PCI se extrajeron 4.54
+ 1.64 ug de DNA (90.87 + 32.9 ng/uL) con un indice A%%%%% de 1.8 + 0.10 y A26/2%0
de 1.5 + 0.2, ademas de que todas las muestras estan integras. Las extracciones por
Drabek logaron una menor cantidad de DNA siendo esta de 1.47 £ 0.47 pg (29.39 +
9.32 ng/pL) y con indices A%%%° de 1.82 + 0.15 y A%%?*® de 12.13 + 0.20. Se logré
conservar la integridad del DNA en el 96% de las muestras evaluadas. A pesar de

extraer menor cantidad de DNA por Drabek el método cuenta con las ventajas de ser
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mas economico y prescindir de reactivos altamente téxicos como fenol y cloroformo o

de mayor costo como los de grado molecular (proteinasa K).

Al mapear los oligonucleétidos reportados por Mewara et al (Mosquito-Fwd y
Mosquito-Rev) observamos que no era posible diferenciar entre los géneros de
mosquitos ya que las especies de Anopheles generaban bandas de 400 a 500 bp
que podian ser confundidas por las bandas resultantes de Culex de 450 bp. Asi
mismo, los mosquitos Ae. albopictus generaban amplicones de 520 bp, facilmente
confundibles con Anopheles. Debido a ello, se disefiaron dos oligonucleétidos
adicionales que generaran bandas de 125 bp para Aedes y 200 bp para Culex.
Dichos oligonucledtidos fueron: Aedes-Rev 5'-gAg-Agg-gAg-gCA-CAC-gTA-TA-3' y
Culex-Rev 5'-gTC-TTg-AAT-gTT-TTg-CCA-gC-3', ambas secuencias corresponden al
reverso complementario. De esta manera, los mosquitos fueron identificados como
Aedes, Anopheles o Culex por medio de una SSP-PCR multiplex utilizando los
primers Mosquito-Fwd, Aedes-Rev, Culex-Rev y Mosquito-Rev. Las bandas
generadas fueron las siguientes: una banda unica de ~500 bp para Anopheles, dos
bandas de ~330 bp y ~125 bp para Ae. aegypti, ~520 bp y ~125 bp para Ae.
albopictus y dos bandas de ~200 bp y ~400 bp para Culex.

Se compararon los resultados de taxonomia molecular generados a través de PCR
multiplex (con todos los primers mezclados) con aquellos generados en singleplex
(empleando pares de primers por separado) encontrando una concordancia completa
en los resultados para todas las muestras analizadas. En base a ello, se procedio a
realizar la asignacion taxondmica de mosquitos a través del acercamiento multiplex.
Las bandas de PCR de los distintos géneros de mosquitos fueron faciimente
diferenciables unas de otras (Figura 6). Ae. aegypti genera dos bandas de ~350 bp y
~125 bp, Anopheles unicamente genera un amplicon de ~450 bp, mientas que Culex
produce dos bandas de ~400 bp y ~200 bp. No se logré detectar Ae. albopictus, lo
cual no sorprende dada la altitud a la que se encuentra San Luis Potosi. Se confia en
poder identificar su presencia cuando el estudio involucre el muestreo de regiones

Huastecas de menor altitud.
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En la evaluacion de preservacion de VRNA, se logré detectar el vVRNA de RABV en el
100% de las tarjetas (4/4) a los dias 0 y +1, en 75% de las tarjetas (3/4) tomadas al
dia +3 de incubacién, el 50% de las tarjetas (2/4) al dia +7 y en unicamente el 25%
de las tarjetas (1/4) correspondientes al dia +15. Este resultado es de suma
importancia ya que demuestra la capacidad del sistema para preservar el vVRNA de
un virus similar al de DENV, ZIKV y CHIKV por hasta 15 dias a condiciones de
temperatura y humedad extremas (40° C y humedad relativa >50%). Esto apoya la
aplicabilidad del sistema sugerido para las capturas de mosquitos en zonas de la
Huasteca Potosina. Ademas, valida la posibilidad de referir muestras por transporte
terrestre con una red fria simple y poco demandante (en cuanto a estabilidad de

temperaturas).

A pesar de que existen preservadores de RNA comerciales capaces de proteger este
tipo de muestras por horas e incluso semanas a temperatura ambiente como el
GenTegra-RNA®, RNA-shell®, RNAlater®, estos suelen ser costosos y dificiles de
obtener y mantener. Nuestros resultados demuestran como este acercamiento
sencillo y de bajo costo logra resultados similares con respecto a la capacidad de
preservacion de VRNA. El conservar la humedad en las tarjetas es necesario ya que
ademas de ayudar a extraer de mejor manera el VRNA, permite que los mosquitos se
estén alimentando de ella, si la tarjeta se llegara a cartonizar por efecto de la miel,
los mosquitos no podrian introducir su probdscide y por ende no depositarian el virus

en ellas.

El peso promedio de los mosquitos fue de 0.99 + 0.07 mg, por lo que el peso total de
las capturas por trampa se dividié entre 0.99 para conocer el numero aproximado de
mosquitos capturados. Durante el estudio en campo suburbano en Area Natural
Protegida Parque Urbano “Paseo de la Presa” se realiz6 un cambio en el disefio de
la trampa Yoy-10. Sin embargo, este no afectd el desempefio de esta, ya que
durante las capturas realizadas las trampas capturaron una mediana de 440

mosquitos (95% CI, 314 - 840). Cabe mencionar que las modificaciones realizadas
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en el disefio hacen que su transporte, colocacidn y recoleccion se realice de manera
mas rapida y sencilla exponiendo a los operadores a menos agresiones por insectos.
Se realizaron capturas los dias 28 de junio colocando 9 trampas, 01, 02 y 08 de julio
colocando 6 trampas y el 10 de julio colocando 10 trampas. El numero de capturas
totales por dia fue de 2,737, 7,908, 2,828, 7,359 y 5,594 mosquitos respectivamente,

dando un total acumulado de 26,426 mosquitos en cinco dias de captura.

Una vez transferidos los mosquitos a los BMC, se observé que casi todos los
mosquitos sobrevivian al menos 3 dias en la jaula y para el dia +10 alrededor del
10% de los mosquitos continuaban vivos. La tasa de alimentacion fue de 45.2%
(864/1913 mosquitos alimentados) a las 24 horas, de 48.4% (1,177/2,431 mosquitos
alimentado) a las 48 horas y de 53.3 % (666/1,250 mosquitos alimentados) a las 72
horas. Existe un aumento significativo en la tasa de alimentacion al comparar las 24
h contra las 48 h (p = 0.035) al igual que al comparar las 48 h contra las 72 horas (p
= 0.005) y al comparar las 24 h versus las 72 h (p < 0.001). Este hallazgo no solo
apoya la nocién de que la incubacién de mosquitos en cautiverio empleando el BMC
nos permitira incrementar las posibilidades de deteccidén arboviral, sino que supone
un sistema de transporte seguro de mosquitos desde su sitio de captura hasta el
laboratorio donde seran procesados, y mas importante aun, podran ser utilizados en
estudios de infecciones experimentales de mosquitos con arbovirus en una
plataforma de contencién biolégica compacta, sencilla y econdémica. Esto supone un

logro no esperado del proyecto propuesto.

A partir de los mosquitos capturados se realizé la identificacion de los géneros
Aedes, Anopheles y Culex en 100 de los ellos con una eficiencia de la técnica del
74%. De los 74 mosquitos, 41 (55%) resultaron ser Aedes, 22 (30%) Anopheles 'y 11
(15%) Culex. El resto de los mosquitos que no se logro identificar pudo deberse a
una baja concentracién de DNA en esa muestra o bien a que se trataba de un género

diferente no identificable por esta técnica.
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CONCLUSIONES

Se realizd el disefio de una trampa de bajo costo, facil de amar y de bajo
mantenimiento que nos permite capturar mayor cantidad de mosquitos en
comparacioén con el estandar industrial de la SMACK. Las capturas promedio
registradas en el sitio suburbano fue de 440 mosquitos por trampa, por noche de
captura, la mitad de las capturas registradas por la SMACK en un ambiente

extremadamente infestado por mosquitos en el oriente de Australia.

Adicional a esto, se realiz6 el disefio de un sistema de confinamiento de bioseguridad
de mosquitos de bajo costo y facil ensamblaje que aumenta las probabilidades de
deteccion de arbovirus en tarjetas FTA al aumentar la tasa de alimentacion de los
mosquitos. Ademas, al ser completamente hermético, puede utilizarse para el
transporte de mosquitos capturados, y al cumplir con los requisitos de bioseguridad
necesarios podrian ser utilizados para ensayos de infecciones experimentales de

mosquitos con arbovirus y asi evaluar la propagacion de estos.

La miel utilizada para impregnar las tarjetas FTA funciona como una fuente atractiva
de alimento para los mosquitos ya que ~45% de ellos se alimentaron durante las
primeras 24 horas. Esto es de gran relevancia debido a que incrementa en gran
medida la probabilidad de deteccion de VRNA en las tarjetas. Asi mismo, la alta
capacidad de preservacion de acidos nucleicos observada en las tarjetas FTA a
temperaturas de 40°C, representa una ventaja en el disefio de la trampa ya que se
trata de un sistema simple, econdmico y que prescinde de una red fria para el

transporte de muestras de RNA.

Se desarrollé y optimizé una técnica de extraccion de DNA a partir de mosquitos que
evita el uso de reactivos toxicos y de bajo costo. Asi mismo, se desarroll6 un método
molecular de identificacion taxondémica de mosquitos por SSP-PCR multiplex que
distingue entre los géneros Aedes, Anopheles y Culex, tres de los mosquitos de

mayor relevancia a nivel mundial debido a su capacidad de transmision de diferentes
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enfermedades arbovirales las cuales representan una amenaza de salud publica a

nivel mundial.

Las pruebas en campo demostraron que el estudio piloto por realizar en la Huasteca
Potosina es altamente factible debido a la eficiencia de capturas de las trampas Yoy-
10 y los bajos costos. El costo de produccién de cada trampa fue de $52.10 con un

costo de operacion de $66.9 por trampa por noche de captura.
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PIES DE FIGURA

Figura 1. Diseno de trampas Yoy. Trampas Yoy (A, B, C y D) generadas a partir de
botellas recicladas de 1.5, 2, 5 y 10 litros. Cuentan con un agujero en el cual se
colocé un frasco de 40 mL que contenia la tarjeta FTA. Asi mismo se colocé un tubo
conico relleno de esponja con agua para control de humedad y se cortd la parte
inferior de las botellas para realizar un embudo de entrada a partir de una malla
mosquitera. Todas estas trampas se realizaron en base a la SMACK. El panel D

muestra el diseno final de la trampa Yoy-10 unido a su generador de COa,.

Figura 2. Sistemas de confinamiento de bioseguridad de mosquitos (BMC). Los
BMC se realizaron a partir de una caja de plastico, contaban con dos agujeros para
colocar tarjetas FTA en la parte superior, ademas de que estos también se utilizaron
para la transferencia de mosquitos, un puerto de ventilacion de 10 x 10 cm cubierto
con malla mosquitera, anillos de plastico en las paredes para aumentar la superficie
de descanso dentro del BMC y una microfibra impregnada con agua para controlar la
humedad. Durante las incubaciones de mosquitos estas jaulas se colocaron dentro

de un cuarto con temperatura controlada de 26° C.

Figura 3. Comparacion entre el nimero de mosquitos capturados en una noche
(A) y tasa de alimentacion (B) entre las trampas SMACK, Yoy-2, Yoy-5y Yoy-10.
Las trampas Yoy-5 y Yoy-10 capturaron mayor numero de mosquitos en
comparacion con las demas trampas evaluadas, asi como un mayor porcentaje de
mosquitos alimentados. Los datos se analizaron por una prueba de Kruskal-Wallis y

se presentan como mediana (95% CI).
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Figura 4. Comparacion entre Yoy-5 y Yoy-10. Numero medio + SD de mosquitos
capturas en una noche (A) y numero de mosquitos por litro capturados (B). La tasa
de alimentacion (Media £ SD) fue mayor en Yoy-5 (C); sin embargo, el niumero total
de mosquitos alimentados (D) dentro de la trampa (media £ SD) fue mayor en Yoy-
10.

Figura 5. Evaluacion de la impregnacion de las tarjetas FTA con miel. Las
tarjetas FTA se depositaron bajo presion y se pesaron pasadas 1, 3 y 6 horas. Se
observd que el peso de las tarjetas externas e internas no era estadisticamente
diferente pasadas 3 horas, es decir habian absorbido la miel de manera homogénea.
A pesar de ello se decidid colocar las tarjetas bajo presion durante por lo menos 6

horas y disminuir aun mas la diferencia entre ellas.

Figura 6. Taxonomia molecular de mosquitos. Se presentan los amplicones
resultantes de una PCR multiplex (Mx) y singleplex (M, Ae y Cx) para cada tipo de
mosquito a identificar. Al realizar las PCR multiplex se observan dos bandas de ~400
bp y ~125 bp para Aedes aegypti, una banda de ~450 bp para Anopheles y dos
bandas de ~400 bp y ~200 bp para Culex. Al realizar las PCR por singleplex se
observa en Aedes que la banda de mayor intensidad se presenta en la muestra que
contiene los primers Mosquito-Fwd y Aedes-Rev (Ae), en el caso de Anopheles
unicamente amplifica la muestra que contiene los primers Mosquito-Fwd y Mosquito-
R (M), ya que Ae-R y Cx-R no son especificos para estos mosquitos, y para Culex
existe amplificacion en las muestras que contienen los primers Mosquito-F y
Mosquito-R (M) y Mosquito-F y Cx-R (Cx).
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Figura 5
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Figura 6
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