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RESUMEN

El virus del Oeste del Nilo (VON), pertenece a al género Flavivirus y a la
familia Flaviviridae, en su ciclo de transmision involucra mosquitos y aves, aunque en
ocasiones es transmitido a otros hospederos entre ellos los humanos y equinos. En
Yucatan se ha reportado la presencia de este virus en caballos, en aves migratorias y
residentes, asi como otros vertebrados en cautiverio. Debido a que el VON ya se halla
en Yucatdn y especificamente en la ciudad de Mérida es importante el conocer la
bionomia del que se considera es el vector, el mosquito Culex quinquefasciatus. El
objetivo general fue el determinar diferentes aspectos biologicos de Cx.
quinquefasciatus en la ciudad de Mérida, asi como la incriminacioén de esta especie en
la transmision del VON en la region. Se realizaron muestreos en la ciudad utilizando
métodos entomoldgicos como cajas rojas y trampas capturadoras; para la busqueda de
la presencia del VON en los mosquitos se uso6 la técnica de RT-PCR. Por otra parte se
estudid el biorritmo de picadura y se determino el estado trofico de las hembras
capturadas. Asi mismo, se obtuvo la sobrevida y la longitud del gonociclo mediante el
método de series cruzadas de tiempo al comienzo y al final de la época de lluvias. Por
ultimo, se determiné las preferencias alimenticias y el rango de forrajeo usando PCR.
Las colectas se realizaron del mes de enero al mes de diciembre diciembre de 2005,
usando diferentes métodos: en las trampas capturadoras se colectaron un total de 4 544
mosquitos machos y 11 722 hembras, siendo el horario de mayor captura después de la
las 12 de la noche, el 91% fueron hembras no alimentadas. Con respecto a las colectas
en sitios de reposo se obtuvieron 9 099 machos y 4 856 hembras y el 35% fueron
hembras alimentadas, el mes donde se obtuvieron mas mosquitos fue agosto. Con
respecto a la busqueda del VON se probaron 685 grupos de mosquitos, hallindose seis
muestras con bandas de igual peso molecular que el VON no se pudo demostrar la
presencia de este virus en Mérida. El gonociclo se calcul6 en 4 dias mediante el método
de series cruzadas en las dos épocas, asi como por la oogénesis. En relacion a las
preferencias alimenticias se determin6 que el 88.11 % de los mosquitos se alimentd de
aves y el 11.89 % de mamiferos. Estos resultados demuestran que esta especie esta bien
adaptada al medio urbano y se considerada la principal especie en la trasnmision de este

virus a los vertebrados.
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ABSTRACT

The West Nile Virus (WNV) belongs to the family Flaviviridae, in its
transmission cycle involves mosquitos and birds, although in occasions it is transmitted
to other hosts like humans and horses. In Yucatan the presence of this virus has been
reported in horses, in migratory birds and residents, as well as other vertebrates in
captivity. Because is already in Yucatan and specifically in the city of Merida it is
important knowing the bionomics of which is considered the printipal mosquito vector
Culex quinquefasciatus. The general objective was determining different biological
aspects of Cx. quinquefasciatus in Merida City, like incrimination of this specie in the
transmission of the WNV in the area. Using differents emtolomogical methods like red
boxes and Mosquito Magnets traps; for the search of the presence of the WNV in the
mosquitos the technique of RT-PCR. On the other hand it was studied the and all the
collected mosquitos female they were determined the trophic state in which were found.
In this study was carried out by means of the method of crossed series of time at the
beginning and the end of the rainy season the and the length of the gonotrophic cycle.
Lastly it was determined the host preferences and the forage range using PCR. The
mosquitos were collected during January to December of 2005, using different
methods, in the capturing traps a total of 4 544 male mosquitos and 11 722 females
were collected, being the schedule of more capture after 2400 hours. 91% was females
not fed. With regard to the collections 9 099 males and 4 856 females and 35% were
obtained they were female fed, the month where more mosquitos were captured it was
August. With regard to the search of the WNV 685 groups of mosquitos were tested
being six samples with bands of same molecular weight that the WNV although we
could not de virus isolation in Merida. The gonotrophic cycle was calculated in 4 days
by means of the method of crossed series in the two times, as well as for the oogenesis.
The host preferences of this species were determined that 88.11% of the mosquitos was
fed of avians and 11.89% of mammals. These results demonstrate that this species has
good adaptation to the urban means and is considered in the transmission from this

virus to vertebrates.
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INTRODUCCION

El virus del Oeste del Nilo (VON), llegd a Yucatan principalmente por las aves
migratorias que en buena cantidad llegan a pasar el invierno a esta zona tropical de
México. La ciudad mas importante del estado y con mayor poblacion es Mérida, la
capital y ella es una de las zonas donde se ha documentado la presencia del virus en
caballos y mas recientemente en este afio en dos aves en el zooldgico de esta ciudad,
asi como otros vertebrados en cautiverio. De tal forma se conoce la circulacion de este
virus, mds sin embargo se sabe poco del o de los posibles vectores, ya que hasta el
momento y debido a la dificultad de hacer aislamientos del virus en mosquitos no se ha
incriminado a alguna especie, aunque se considera al mosquito Culex quinquefasciatus
Say como el vector potencial, porque en los Estados Unidos se le ha encontrado
positivo a VON y en el agunos estdos del Noreste de México también. En la ciudad de
Meérida este mosquito es comun en las casas y ha sido reportada su presencia desde
hace mas de 80 afios, sin embargo no existen estudios bioldgicos que permitan saber su
comportaminento, por lo tanto el conocer su bionomia nos permitira el conocer el
riesgo que este mosquito pueda transmitir a la poblacion este virus, en este estudio
ademas de intentar los aislamientos virales de esta especie, se pretende conocer la
duracioén del ciclo gonotrofico, estructura de edades, patrones de alimentacion, habitos
de picadura, asi como la sobrevida ya que estos datos son importantes para conocer y
entender las relaciones huésped-vector y la dinamica de la transmision de la
enfermedad. Por lo que a futuro estas bases nos servirdn para poder controlarlo y evitar

la difusion del Virus del Oeste del Nilo a otras zonas del estado de Yucatan.



HIPOTESIS

La adaptacion del mosquito Cx. quinquefasciatus a la ecologia urbana de la
ciudad de Mérida, el reporte de sus habitos alimenticios entre humanos y aves, asi
como los reportes de circulacion a nivel zoonotico en la region, favoreceran un
puente epidemioldgico para desarrollar potenciales epidemias de VON en el Sureste

de México



OBJETIVOS

3.1. General

Determinar las principales caracteristicas bioldgicas y fisiologicas del mosquito
Cx. quinquefasciatus y su relacion con el Virus del Oeste del Nilo en la ciudad de

Mérida, Yucatan.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar la abundancia, estado trdfico, paridad, estimacion de la
sobrevivencia y duracion del ciclo gonotrofico de Cx. quinquefasciatus, mediante las

series de tiempo y la medicion de la vitelogenesis en épocas de secas y de lluvia.

3.2.2. Determinar el patron de seleccion de huéspedes del mosquito CX.
quinquefasciatus durante un afio. asi como el indice de sangre humana, rango de

forrajeo e indice de alimentacion por huésped.

3.2.3. Determinar la distribucion temporal y estructura de edades, tasa de
inseminacion y estado trofico de Cx. quinquefasciatus en un afio de muestreo usando,

tres métodos de captura.

3.2.4. Determinar el biorritmo de picadura de Cx. quinquefasciatus capturados

con maquinas mosquito magnet®.

3.2.5. Determinar la presencia del genoma viral del Virus del Oeste del Nilo en

mosquitos CX. quinquefasciatus mediante métodos moleculares



ANTECEDENTES

4.1 Complejo Culex pipiens.

La composicion taxonomica del complejo Culex pipiens ha mantenido diversos
criterios encontrados de investigacion y discusion, aunque en el consenso ha sido
aceptado como tal. Uno puede estar de acuerdo con lo descrito por Harbach et al.,
(1985) el cual dice “que la taxonomia del complejo pipiens es un enigma complicado
por sus dificultades de interpretacion y la controversia asociada con el niumero de
desconcierto morfolégico, de comportamiento fisioldgico asi como las diferencias
genéticas, el entendimiento de estos topicos estan intimamente relacionados con la
resolucion del pipiens complejo”.

La primera notificacion como complejo, el estatus taxondmico de esta
representatividad y distribucion fue formulada en 1951 por Mattingly et al., (1951).
Actualmente y después de muchas revisiones por diversos taxéonomos se acepta hoy en
dia que el complejo esta formado por: Culex (Cx). pipiens, Cx. molestus, Cx.
quinquefasciatus, Cx. pallens, Cx. australicus, Cx. torrentium y Cx. vagans
(Vinogradova, 2000).

4.1.1. Mosquito Culex quinquefasciatus y su distribucién (Say, 1823).

El mosquito Cx. quinquefasciatus fue descrito por primera vez por Say en 1823
en el occidente de los Estados Unidos. Un neotipo fue después seleccionado y descrito,
porque el material tipo original al parecer se perdio (Sirivanakarn y White, 1978). Este
mosquito es conocido como el mosquito del sur en los Estados Unidos de América o el
mosquito café comiin en las casas

Este mosquito tiene una distribucion en las areas subtropical y tropical del
mundo, ha sido reportado desde el sureste de los Estados Unidos en la region Neartica,
hasta la region sureste del Japon en la region Paledrtica. Las areas de distribucion de
Cx. pipiens y Cx. quinquefasciatus parcialmente se sobreponen en Los Estados Unidos,
el mediano y lejano oriente, Australia y Africa (Barr, 1981).

Como se menciond previamente este complejo en los Estados Unidos incluye

las dos subespecies: Cx. pipiens pipiens encontrandose en regiones templadas al norte



39° latitud norte y Cx. pipiens quinquefasciatus que se encuentra en climas tropicales y
subtropicales al sur 36° latitud norte; formas intermedias del complejo ocurren entre
36° a 39° latitud norte, donde temperaturas frias y calidas convergen (Nayar et al.,

2003).
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Figura 1. Distribucion de Cx. pipiens (1), Cx. quinquefasciatus (2), asi como ambos juntas (3). (Tomada
de Vinogradova, 2000).

Esta especie ocurre en todas las zonas climdticas, teniendo un rango desde
selvatico hasta la semidesértica, tampoco la altitud limita su distribucion, ya que se le
ha encontrado a alturas de 2770m en la India y a 2130 m en Sri Lanka. Sin embargo se
comenta que otras zonas como el Pacifico sur, no se le encuentra a una altitud de mayor
del limite de su distribucion altitudinal comprendida entre los 1600 y 1680 metros
(Aitken, 1961).

Los paises donde ha sido reportada esta especie son: Argentina, Australia, Islas
de Bahamas, Brasil, Chile, China, Republica del Congo, Cuba, Etiopia, India,
Indonesia, Madagascar, Malawi, México, Nueva Zelanda, Peru, Filipinas, Sudafrica,
Sudan, Surinam, Trinidad y Tobago, Reino Unido y Estados Unidos como esta

esquematizado en la Figura 2.



Figura 2. Distribucion actual de Cx. quinquefasciatus en el mundo (Tomada de Vinogradova, 2000).

Con respecto a la Republica Mexicana, Martinez en 1952 menciona a este
mosquito omo uno de los méas comunes de México; “las numerosas localidades que lo
tenemos reportado incluye todas las regiones del pais, tanto en las costas, como en la
altiplanicie y lo mismo en el sur que en el Norte”. Posteriormente Diaz y Vargas
(1973). lo reportan en 30 de los 32 estados del Pais con excepcion de Tlaxcala y
Zacatecas. Ya en tiempos mas recientes, Ibanez y Martinez (1994) describen al
mosquito Cx. quinquefasciatus como una especie usual de areas urbanas y suburbanas
de México y lo consideran dentro de la clave de mosquitos con mayor diseminacion en

las ciudades.

4.1.2. Clasificacion sistematica.

Este mosquito pertenece a la clase: Insecta, subclase: Pterigota, infraclase:
Neoptera, orden: Diptera, suborden: Nematocera, infraorden: Culicomorfa, familia:
Culicidae, subfamilia: Culicinae, tribu: Culicini, género: Culex, especie: pipiens
subespecie: quinquefasciatus (Say, 1823) (Knigth y Stone, (1973); Beaty y
Marquardt, (1996).



4.1.3. Ciclo de vida

Los mosquitos son homometabolos, es decir su ciclo de vida comprende cuatro
ctapas: huevo, larva, pupay adulto.

Este mosquito domestico de color café claro (amielado), de zumbido persistente
y de tono alto que contintia hasta ya entrada la noche, es una plaga importante. Aunque
muy modificado por la temperatura, su ciclo de vida requiere entre 10 y 14 dias bajo
condiciones calidas de verano; la etapa de huevecillo de 14 a 36 horas, la de larva de 7

a 10 dias y la de pupa aproximadamente 2 dias (Harwood y James, 1987).

Figura 3. Descripcion del ciclo de Cx. quinquefasciatus (Tomada de
http://www.fehd.gov.hk/safefood/risk-pest-mosquito.html).



4.1.3.1. Huevo

El mosquito Cx. quinquefasciatus deja sus huevecillos agrupados en forma de
balsas, las cuales pueden flotar en la superficie del agua (Figura 4). Una vez que son
colocados en el agua presentan un color blanquecino, que al paso del tiempo toman una
tonalidad obscura en unas cuantas horas. Un promedio de 150 huevos por balsa es la
cantidad mas comun de encontrar, aunque en ocasiones esta cantidad puede ser mayor.
Generalmente las hembras que son alimentadas de sangre de ave pueden colocar mas
huevecillos que las alimentadas de humanos.

En paises tropicales, la eclosion ocurre un dia después de la oviposicion, cabe
mencionar que esta oviposicion se desarrolla por las noches cuando existen menos

depredadores para las hembras (Curtis y Hawkins, 1982).
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Figura 4. A. Fotografia de una hembra de Cx. quinquefasciatus ovipositando. B. Balsa de huevos
maduros.

4.1.3.2. Larva

Las larvas (Figura 5) cuelgan suspendidas diagonalmente de la superficie del
agua, por medio de un sifén respiratorio prominente. Las larvas filtran
microorganismos y otras particulas del agua o ramonean microorganismos presentes en
las superficies solidas. El alimento es llevado a la boca por medio de corrientes
producidas por la accion de las largas sedas curveadas que se encuentran en la maxila;
después fluye hacia la faringe por medio de la 8succion y aqui ocurre el filtrado de

solidos suspendidos (Harwood y James, 1987).



Las larvas mudan cuatro veces, la Gltima muda resulta en la pupa. Para que se
complete el desarrollo larvas bajo condiciones Optimas en el verano se requieren

aproximadamente 7 dias, dependiendo de la temperatura (Reisen, 1978).
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Figura 5. A. Larvas de Cx. quinquefasciatus en un criadero natural. B. Estructuras de una larva de Cx.
quinquefasciatus.

4.1.3.3. Pupa

Con la cuarta muda aparece la pupa que no se alimenta. Esta etapa es muy corta,
generalmente de 2 a 3 dias (Figura 6). Hay un par de traqueo branquias en forma de
trompetas situadas dorsalmente en el cefalotérax y unos remos en el extremo del
abdomen. La pupa es extremadamente activa y sensitiva a molestias, moviéndose
repentinamente con movimientos circulares hacia aguas mas profundas y después de
unos momentos regresa a la superficie con poco movimiento. La pupa se mantiene por
flotacion y las traqueo branquias rompen la superficie del agua en un area hidrofila
donde ayudan a la estabilidad. Al hundirse, ademas del movimiento circular de todo el
cuerpo, las trompetas se mueven hacia atras por medio de actividad muscular para

permitir el escapar de la superficie (Rueda et al.,1990).
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Figura 6. Fotografia y dibujo donde muestras las partes estructurales de una pupa de Cx.
quinquefasciatus.

4.1.2.4. Adultos

Una vez que la fase de pupa se cumple y todas las estructuras del mosquito
adulto estdn completas emerge el mosquito adulto, cabe mencionar que los primeros en
emerger son los mosquitos hembras, esto es desde el punto de vista evolutivo una gran
adaptacién, ya que es comun que en los criaderos de los mosquitos existan alrededor,
depredadores pendientes de sus posibles presas, ya que una vez que emergen los
mosquitos estos no son capaces de elevar el vuelo inmediatamente, si no que tienen que
esperar a que sus alas estan completamente secas y esto les puede llevar unas horas, de
tal forma las hembras son las inicas capaces de transmitir enfermedades ya que son las
unicas hematofagas, ademads es bien sabido que una hembra solo copula una sola vez y
un macho puede copular con varias hembras y por ende es mas importante para la

manutencion de la especie, que mas hembras sobrevivan ( Harwood y James, 1987 )
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4.1.24.1. Estructuras distintivas de los mosquitos de la especie Cx.

quinquefasciatus.

1. Cabeza

Proboscide con escamas oscuras, palpos cortos y oscuros, occipucio estrecho
con escamas doradas y escamas dorsales bifurcadas erectas, las escamas erectas de la
parte central usualmente palidas y escamas laterales anchas de color claro (Carpenter y

Lacasse, 1955).

2. Torax

Integumento del escutum de color pardo, el escutum esta revestido con escamas
curveadas de color pardo- dorado, es palido sobre el espacio preescutelar; escutelo con
delgadas escamas doradas y setas pardas sobre los lobulos; pleura con pequeios

parches de escamas blancas (Carpenter y Lacasse, 1955).

3. Patas
Escamas oscuras con un color que va de bronce a verde-azul metalico, la
superficie posterior del fémur y de la tibia de color palido, punta apical del fémur y la

tibia con escamas palidas (Carpenter y Lacasse, 1955).

4. Alas
Tienen una longitud aproximada de 3.5 a 4.0 mm y escamas estrechas de color

oscuro (Carpenter y Lacasse, 1955).

5. Abdomen

Tiene bandas palidas en los terguitos abdominales, que se estrechan hasta unirse
o solamente estan desconectados desde las manchas laterales, usualmente tienen las
bandas basales de los terguitos del abdomen de color palido, anchas y unidas en las
manchas laterales. Primer terguito con un parche de escamas de color oscuro bronce, en
medio quedan algunos terguitos oscuros que van de bronceado a un verde-azul
metalico, con bandas basales concupiscentes y parches laterales de escamas blancas;

cada banda ancha esta rodeada en el margen posterior y se va haciendo estrecho hasta
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donde todas estas se unen a los parches laterales. El vientre es predominantemente
escamoso y blancuzco, usualmente estd moteado con algunas escamas pardas

(Carpenter y Lacasse, 1955) (Figura 7).

Figura 7. Estructuras caracteristicas de un adulto de Cx. quinquefasciatus.

4.1.4. Habitos alimenticios de los adultos y preferencias alimenticias.

Normalmente el alimento de ambos sexos para el vuelo y la manutencién
metabolica ordinaria se obtiene del néctar y fluidos vegetales. Las hembras de los
mosquitos perforan la piel de muchos tipos de animales y se alimentan de sangre,
requiriendo la proteina de la misma para el desarrollo de los huevos (Harwood y James,
1987).

El mosquito Cx. quinquefasciatus se alimenta por las noches y lo hace de un
gran rango de huéspedes, incluyendo mamiferos como los humanos o bien animales
silvestres y domésticos como vacas, perros y caballos, aunque se sabe tiene una firme
tendencia hacia la ornitofagia (Irby y Apperson, 1988; Forrattini et al., 1989 y Castex et
al., 1990).
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Figura 8. Hembra y Macho de Cx. quinquefasciatus.

4.1.5. Estado de digestion sanguinea.

El estado de digestion sanguinea en mosquitos o estados de Sella (WHO, 1975),
se determina mediante la examinacion externa del abdomen de los mosquitos hembra,
esto nos permite saber el tiempo de alimentacién o avanzado de la digestion de la
ultima comida sanguinea y esta también esta relacionada con la cercania de la
oviposicion. De tal forma se identifican los siguientes estados siguiendo el esquema de
la Figura 9. El estado 1 corresponde aun abdomen colapsado sin alimentaciéon (no
alimentada) y los ovarios ocupan una tercera parte del abdomen, el estado II
(alimentacion fresca), el abdomen presenta sangre roja y los ovarios ocupan los
segmentos 2-3 ventrales y dorsalmente; el estado III-IV (medio gravida), la sangre es
roja obscura y los ovarios ocupan 4-5 segmentos centralmente y 6 dorsalmente; el
estado sV (subgravida), la sangre es menor en cantidad y el color es mas obscuro, los
ovarios ocupan una buena parte del abdomen; el estado s VI-VII (grévida), la sangre
ocupa un traza negra y se observan los huevos ya formados y ocupando todo el

abdomen.
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MNo
Vacia Alimentada

Estado de Sella |

P Alimentacion Reciente
Estado de Sella Il

D Alimentacién tardia

Estado de Sella Il
7 Alimentada

Medio Gravida
Estado de Sella IV

Sub Gravida
Estado de Sella V

Gravida
Estado de Sella VI-VII Gravida

Figura 9. Estados de digestion sanguinea o estados de Sella.

4.1.6. Reproduccion.

Como la mayoria de los mosquitos, Cx. quignuefasciatus forma enjambres
crepusculares de machos en los que se pueden observar que entran las hembras y
copulan. Aparentemente estos enjambres no son exclusivos para el apareamiento. Los
estimulos visuales y auditivos parecen intervenir de manera importante durante la
atraccion de machos a hembras. Hay evidencia de que las feromonas sexuales pueden
ser producidas por cualquier sexo en varias especies para atraer el sexo opuesto.
Solamente la primera copula es efectiva y con frecuencia las hembras no son receptivas
a copulas subsecuentes. Las segundas copulas no son exitosas debido al polipéptido
matrona que es introducido al tracto reproductor de la hembra, del fluido de la glandula

accesoria de su primera pareja (Harwood y James, 1987).
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4.1.7. Ciclo Gonotrafico

El ciclo gonotréfico es un periodo de desarrollo de los ovarios, que comienza
con una alimentacion sanguinea adecuada y termina con la maduracion de los huevos
no fecundados (oocitos) que estan listos para la fecundacion y postura. En los tropicos,
el tiempo necesario para que se complete este ciclo es, generalmente, de 2 a 5 dias
dependiendo de la especie y la temperatura ambiente (Fleming, 1986). Si una hembra
completa su alimentacion sanguinea (2-3 mg. de sangre), desarrollard y pondras los
huevos. Hay una distension del estdmago que estimula el desarrollo de los ovarios. Por
consiguiente, las alimentaciones sanguineas escasas producen menos huevos por lote y
una alimentacion muy reducida no los produce (Nelson, 1986).

Los ovarios son abastecidos de aire por tubulos llamados traqueas, las cuales se
ramifican en otras mas finas en forma de hilo llamadas traqueolas. En la hembra
nulipara (que nunca ha tenido una postura) las traqueolas estan enrolladas en apretados
nudos. Con la expansion y el desarrollo de los ovarios, las traqueolas se desenrollan.
Luego de cada postura (hembras paridas) los ovarios retornan a su tamafio y forma

normal, pero las traqueolas, se encuentran sueltas y dispersas (Nelson, 1986).

La longevidad de una hembra mosquito llega a ser una variable importante de su
ciclo de vida, debido a que explica la habilidad de un adulto para incubar y transmitir
virus. Similarmente, el ciclo gonotrofico se encuentra directamente relacionado a la
frecuencia en dias entre las alimentaciones, por lo tanto las oportunidades potenciales
para adquirir e infectar a los humanos con virus. Ambas cosas, son los mayores
componentes del modelo epidemiolégico de la capacidad vectorial de mosquitos
(Garret-Jones et al., 1969). Algunos datos conocidos acerca de estas variables
provienen de Reisen, et al., (1991), quienes estimaron la sobrevivencia diaria de Cx.
quinquefasciatus en 0.84 en California. De Meillon, et al., (1967b) encontraron que
cerca del 66% de las hembras de Cx. quinquefasciatus que se alimentaron antes de 24
horas oviponen dos dias después (tercera noche) y el restante 34% oviponen después de
tres dias pero practicamente, todas las hembras que se alimentaron después de
medianoche oviponen a la cuarta noche (72 horas). Estos autores descubrieron que las
alimentaciones de azucar retardan la oviposicion los mosquitos que se alimentaron de

azucar continuan oviponiendo hasta 10 dias después de alimentarse de sangre, para el
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quinto dia el 45% ha ovipuesto y en el testigo libre de azucar para este dia ovipusieron

el 98% (De Meillon et al., 1967a).

Figura 10. A. Diseccion de una hembra de mosquito, separando las ovariolas. B. Ovario de una hembra
nulipara, con traqueolas enrolladas. C. Ovario de una hembra parida, con triqueolas desenrolladas.
D. Estados de formacion de los huevos o estados de Christopher.

4.1.8. Habitat de reproduccion

Una vez que los huevecillos estan totalmente maduros, las hembras hacen
recorridos en busca de posibles criaderos donde ovipositar y hacen pruebas de la
calidad del agua, buscando principalmente que en estos no hallan depredadores para sus
futuras larvas y si suficiente alimento para ellas, como caracteristica de la especie ya
comentada previamente, este mosquito deposita grupos de huevecillos flotantes en
depositos de agua de lluvia, reservas de diques, tanques, cisternas y otros pequefos
colectores, generalmente se le puede hallar como fauna acompanante de otras especies
de mosquitos comunes en las casas como Aedes aegypti, aunque como caracteristica de

esta especies de Culex es que puede tolerar aguas con alta contaminacion organica. Las
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lagunas de oxidacion de aguas negras son particularmente atractivas para la oviposicion

(Harwood y James, 1987).

Figura 11. Criaderos comunes para Cx. quinquefasciatus en la Mérida, Yucatan.

4.1.9. Longevidad

Los machos de los mosquitos permanecen vivos durante no mas de una semana,
aunque las hembras con abundante alimentacién pueden vivir de 4 a 5 meses de hecho,
para la transmision de las enfermedades por vectores depende de que estos sobrevivan
el tiempo suficiente para completar el ciclo extrinseco del organismo patdégeno. La
longevidad de los mosquitos depende mucho de la temperatura y la humedad. En
Florida se encontré que el mosquito Cx. quinquefasciatus efectué la oviposicion
primera 4-5 dias después de la emergencia, con una mortalidad diaria estimada del
24%. En la India, durante los meses frios la primera puesta tuvo lugar 13 dias de la

emergencia y las oviposiciones subsiguientes se realizaron cada 6 dias, mientras que en
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los meses calurosos éstas ocurrieron cada 5 y 3 dias, respectivamente. La mortalidad
diaria durante los meses frios fue de 35%; durante la primavera 7% y en otras épocas

del ano 12-18% (Aitken, 1961).

4.1.10. Dispersion y radio de vuelo

Casi todos los estudios sobre dispersion han mostrado que el mosquito Cx.
quinquefasciatus no vuela demasiado lejos. En varios experimentos se encontro que la
dispersion desde el punto de salida no excede un radio de 500 metros. Un estudio
llevado a cabo en Hawaii, sin embargo, registré un vuelo maximo de 5.5 Km., mientras

que en Birmania la especie no vold mas alla de los 1.33 KM (Meyer et al., 1983).

4.2. Métodos para estimar la densidad de vectores y su importancia para el

control.

4.2.1. Métodos de las cajas rojas.

Diversas estructuras han sido usadas para la colecta de mosquitos, basicamente
se usan para colectar especies que tienen habitos nocturnos o crepusculares y que
durante el dia se mantienen inactivos, tal es el caso de Cx. quinquefasciatus. Dentro de
los més usados y recomendados, estan las llamadas cajas rojas la original fue descrita
por (Goodwin, 1942), las cuales eran rectangulares, de madera y con una medida de 30
cm x 30 cm x 30 cm y abiertas de una lado generalmente pueden ser pintadas de negro
por fuera y de rojo por dentro, més sin embargo se ha visto que de rojo es mas facil
visualizar los mosquitos que usan estas cajas de lugar para reposar. Las medidas pueden
cambiar segun la facilidad de colocarlas y también el tipo de madera, ya que se sugiere
hacerlas de madera delgada, para que sean facilmente transportadas y movidas de un
lugar a otro, por otra parte se recomienda colocarlas en sitios donde no les de la luz
directa y sea de prefrencia fresco, con este método se capturan principalmente hembras
alimentadas y que estan en proceso de digestion sanguinea, aunque tambien es comun
colectar mosquitos machos que usan las cajas como proteccion de las inclemencias del
tiempo, los mosquitos son capturados generalmente usando aspiradores de diversos

tipos, desde los bucales, hasta los electricos (Service, 1993) (Figura 12).
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Figura 12. Cajas rojas de madera usadas para colectar mosquitos en la Ciudad de Mérida, Yucatan.

4.2.2. Métodos de las trampas Mosquito Magnet®.

Las maquinas mosquito Magnet® (Burket et al., 2001; Kline, 2002; Burket,
2003; Turel et al., 2003), se desarrollaron como un método de control de los mosquitos
urbanos y de zonas amplias como los campos de golf, posterioremente fueron evaluadas
en diferentes partes del mundo como un método de captura alterno, ya que consiste en
un motor que puede funcionar con corriente eléctrica o bien con celdas solares, estas
trampas funcionan con dos atrayentes para mosquitos (hembras) estos son un
convertidor de propano a CO, y con octenol en forma de pastilla y de liberacion
continua. Los mosquitos hembras colectados se mantienen vivos en las bolsas
capturadoras dentro de las maquinas, por lo que ha sido una buena opcién en la
busqueda de virus en mosquitos, actualmente es un método muy ttil en el estudio del
VON en México y el mundo. Cabe mencionar que cada maquina tiene una capacidad de
cobertura de 1 acre es decir 4 046.85642 m®, por lo que se asegura la colecta de
mosquitos de diferentes zonas cercanas y lejanas a las maquinas en campo abierto y en
la ciudad aunque disminuye la penetracion de los cebos principalmente del CO, esta es

bastante alta en comparacion de otros métodos de captura (Figura 13).
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Figura 13. A. Maquina mosquito magnet liberty Plus B. Red capturadota de mosquitos C. Cartucho de
Octneol (cebo atrayente).

4.2.3. Método de las colectas en zonas de resposo.

Cuando se trabaja con mosquitos que se hallan en zonas urbanas es conveniente,
colectar mosquitos en sitios o zonas de reposo en los domicilios de la ciudad, ya que
alli se pueden hallar mosquitos de ambos sexos y de diferentes estados de alimentacion,
ya que existen especies que se alimentan dentro de las casas pero una vez hecho esto
prefieren seguir con el desarrollo de los huevecillos en sitios exteriores (exofilicos) y al
contrario muchas otras especies cumplen todo el sitio de alimentacién en sitios
interiores (endofilicos). De tal forma el conocer la estructura poblacional de los
mosquitos intra y peridomiciliares nos permitira el poder saber los posibles vectores y
el mejor método para su control (Marquetti et al., 1986).

Un método muy usado antigiiamente fue el de la aspiradora barredora disefiada
por Meyer et al., (1983), la cual permitia conocer las especies que descansaban en la
vegetacion, pero que era muy pesada y dificil de manipular, de tal forma se reedisefio
en otro modelo la cual es muy similar y se renombro como CDC backpack aspirador
(aspiradora de mochila tipo CDC), la cual consisite en un tubo o brazo succionador, un
motor aspirador y que al final de este tubo se ponen recipientes con malla que permite

pasa o filtrar el aire con mosquitos y estos son retenido por la malla, una vez que esto
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ha sido se le coloca una tapa y asi es como se colectan los mosquitos intra y
peridomiciliares, ya que estas mochilas cuentan con una bateria recargable y un arnez
que le sirve de soporte para poderla transportarla en la espalda facilmente, este método

se usa para colectar mosquitos de diversas especies y es my generalizado (Clark et al.,

1994) (Figura 14).

Figura 14. Aspiradora de Mochila y recipiente con mosquitos colectados.

4.3. Enfermedades transmitidas por Cx. quinquefasciatus

El mosquito Cx. quinquefaciatus (Say, 1823), era hasta hace pocos afios
unicamente considerada como huéspedes intermediarios importantes y vectores de la
filaria humana Wuchereria bancrofti. Asi también se le consideraba de importancia
veterinario ya que transmite los patdgenos de la malaria aviar, de la dirofilariasis
cardiopulmonar de los perros y el virus de la viruela aviar (Harwood y James, 1987).

Dentro los virus de impotancia en la salud humana se le considera a esta especie
vector en alguna parte de los siguientes virus: encefalitis equina del este (EEE),
encefaltis equina del oeste (EEO), encefalitis venezolana y encefalitis de San Luis
(ESL), ademas de Chikungunya, Rio Ross, Umatilla, Oropouche, Park Hart y el Virus
del Oeste del Nilo (VON) (Karabatsos, 1985).

Actualmente el mosquito CX. quinquefasciatus, el cual presenta una amplia
distribucidén en América, ha sido incriminado como vector del Virus del Oeste del Nilo

en los Estados Unidos desde 1999, de igual forma en México se le ha podido realizar un
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aislamiento de este virus en el noroeste del pais (Elizondo-Quiroga et al., 2005) y es
sumamente asociado con aves y humanos (Davis et al., 2003). De alli la importancia de

su bionomia.

4.3.1. Historia del Virus del Oeste del Nilo (VON)

El VON es un flavivirus causante de encefalitis en humanos, caballos y aves, entre
otros. Este virus fue aislado por primera vez de una mujer en etapa febril en el Distrito
denominado West Nile en Uganda, en Africa Central en 1937; Trece afios después se aislo
el virus en aves, mosquitos y en nifios en Egipto (Smithburn et al., 1940). Después se
obtuvieron cientos de muestras de humanos, aves y mosquitos provenientes de otras
regiones de Africa, Europa y Asia (Hayes, 1988; Hubalek y Halouzka, 1999). En 1951 en
Israel surgi6 la primera epidemia en una comunidad de agricultores reportandose 123
casos, entre nifos y adultos, habiendo en éstos, signos de meningitis o encefalitis aguda
(Goldblum et al., 1956; Klinberg et al., 1959). Cientos de casos fueron reportados en
Africa del Sur en 1974. Las epidemias mas recientes han ocurrido en Argelia (1994),
Rumania (1996-1997), Checoslovaquia (1997), Republica Democratica del Congo
(1998), Rusia (1999), Israel y Francia (2000) y EEUU (1999-2002) (CDC, 2002).

4.3.1.1. Morfologia del VON.

El VON es miembro de la familia Flaviviridae del género Flavivirus, se
relaciona taxondmicamente con el complejo antigénico del virus de la encefalitis japonesa
que incluye a los virus de la encefalitis de San Luis (ESL), Alfuy, Cacipacore, Usutu,
Koutango, Kunjin y Murray Valley (Figura 15) (CDC, 2002).
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Figura 15. Linaje del virus de la encefalitis japonesa.
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El centro de este flavivirus es un icosaedro compuesto de multiples copias de
proteina de la capside, de 12 kDa mide de 30 a 35 nm de didmetro y encierra el genoma
de ARN (sentido positivo) de aproximadamente 12,000 nucleétidos. El virion tiene un

didmetro total de 45 a 50 nm (Petersen y Roehring, 2001) (Figura 26).

oble Capa de lip

Cenitro

Figura 16. A. Superficie del Virion del VON con una unidad asimetrica del icosaedro indicado por el
triangulo. B. Seccion central de la reconstruccion mostrando las paredes de doble densidad.

La glicoproteina E viral es la proteina estructural mas importante por ser un
hemaglutinante viral, mediadora en la unioén con la célula huésped y por producir una
respuesta inmunologica en la produccion de anticuerpos neutralizantes y es la que
permite la identificacion serologica (Smithburn et al., 1940).

Por métodos analiticos especializados en la secuencia de los 4cidos nucleicos de
la proteina E, al VON se le dividi6 en linajes I y II (Berthet, 1997; Lanciotti et al.,
1999; Jia et al., 1999; Scheret, 2001). Los virus del linaje I pueden infectar a humanos,
mamiferos y a aves; los virus del linaje II se mantienen hasta ahora en Africa de manera
enzootica y no se ha asociado con ninguna infeccion en humanos (Petersen y Roehring,

2001) (Figura 17).

23




Romania 1996 H .

Romania 1996

South Africa

Israel 1952

Egypt 1951

France 1965

Senegal 1979

Algeria 1968

Mew York 1999

Izraal 1998

C.Ar.Rep. 1089

Italy 1998

Morocco 1996

Romania 1996

Ken 1998 - -

San;ﬂ 1993 Linaje |

C.Afr.Rep. 1967

IvoryCoast 1981

Kunjin 1994

Kunjin 1966
Kunjin 1973
Kunjin 1960
Kunjin 1984 b

Kunjin 1991
Hunjin 1984a

India 1955
|_Irldia1955
'-Lmuliaﬂ?ﬁﬂ

India 1958 _|

Madagascar 1978 7

—— Madagascar 198%

Kenya
Madagascar 1986

Uganda 1959 H i

L A Rep. 19722 Linaje Il
C.Afr.Rep. 1983
C.Afr.Rep. 1972k

Migeria

Uganda

Senegal 1990
JE SA 14

Distancia

T
[NRREEN

92

TE

Figura 17. Arbol filogénico basados en datos secuenciales de la glicoproteina E estructural. Fuente:
CDC. (12).

4.3.1.2. Ciclo de transmision.

Los seres humanos contraen el VON a través de picaduras de mosquitos que se
han expuesto al virus como resultado de haberse alimentado de aves infectadas. La
transmision se produce durante la picadura, pero su efectividad es variable dependiendo
del mosquito vector y la zona de alimentacion. El virus no se transmite directamente de
persona a persona y no se han dado casos de transmision directa de aves a los seres
humanos (CDC, 2002). Las aves (migratorias, residentes y domésticas) son consideradas
las principales amplificadoras y huéspedes vertebrados para la trasmision del virus en la
naturaleza, pero otros vertebrados como son los caballos, gatos, perros y el mismo
hombre, pueden ser infectados, considerandose como huéspedes accidentales. En las aves
la infeccion no es mortal, sin embargo en los Estados Unidos se dieron casos donde éstas

(principalmente el cuervo comun) han muerto debido a la infecciéon que provoca el virus y
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hasta el momento la transmision que pueda ocurrir de ave a otra ave esta en investigacion
(CDC, 2002).

El virus se transmite principalmente por la picadura del mosquito ornitofilico Cx.
pipiens, pero se ha encontrado que otras especies como Aedes y Anopheles puedan
transmitirlo, actualmente se ha encontrado el virus en 43 especies de mosquitos en los
Estados Unidos (Henderson et al.,2004). Estos vectores se infectan al alimentarse de
sangre procedente de un portador infectado, ya sea de aves, mamiferos (caballos) o del
hombre; otros posibles vectores son las garrapatas de los géneros Argas, Amblyomma,
Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus y Ornithodoros aunque su papel en la
transmision y mantenimiento del virus es aun incierto. El mosquito se infecta con el virus
y puede infectar a su proxima fuente de alimentacion (humanos, aves y otros mamiferos).
Por lo tanto, estos insectos constituyen el vector principal para la propagacion de la
infeccion en la entidad y por lo general la fuente de varios brotes (Burke y Monath, 2001)

(Figura 18).
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Figura 18. Ciclo de transmision del VON.

Se han documentado otras formas por las que el virus puede transmitirse, a
humanos, como la via trasplacentaria, por transfusion sanguinea, trasplante de 6érganos,

ingestion de leche materna y por accidentes en el laboratorio, al manipular muestras de
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animales infectados y manejo de virus sin la seguridad requerida (Charatan, 2002;

Armstrong et al., 2003; Dodd, 2003).

4.3.1.3. Sintomatologia.

En los humanos, el VON produce generalmente una infeccion asintomatica o una
enfermedad febril leve con manifestaciones parecidas a los de la gripe. Las primeras
manifestaciones ocurren dentro de un plazo de 3 a 6 dias, aunque se ha visto que el
periodo de incubacion puede llegar a extenderse hasta 15 dias. Los sintomas generales
incluyen fiebre de moderada a alta, fatiga, conjuntivitis, nduseas, dolor abdominal y
toraxico, cefalea, diarreas, asi como amigdalitis severa y complicaciones respiratorias
(Campbell et al., 2002).

La mayoria de las personas infectadas con el virus no han tenido sintomas o
padecen de manifestaciones parecidas a la influenza o el dengue. Muchos se recuperan
completamente y no ven en esta enfermedad un gran peligro para la salud o la vida.
Pero la muerte ocurre en el 3-15% de los casos, sin embargo, el promedio de epidemia
hacia este punto indica una tasa de mortalidad exacta por encima del 10%. Las personas
con alto riesgo para la infeccion aguda y morir son los ancianos, los nifios recién
nacidos y aquellos con un sistema inmunologico comprometido como los pacientes de

VIH (Craven y Roehring, 2001) (Figura 19).
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Figura 19. Signos y sintomas de la enfermedad producidas por el VON en la representacion esquematica
del cuerpos humano.
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4.3.1.4. Mortalidad.

La mayoria de las personas infectadas con el virus no han tenido sintomas o
padecen de manifestaciones parecidas a la influenza o el dengue. Muchos se recuperan
completamente y no ven en esta enfermedad un gran peligro para la salud o la vida.
Pero la muerte ocurre en el 3 - 15% de los casos, sin embargo, el promedio de epidemia
hacia este punto indica una tasa de mortalidad exacta por encima del 10%. Las personas
con alto riesgo para la infecciébn aguda y morir son los ancianos, los nifios recién
nacidos y aquellos con un sistema inmunologico comprometido como los pacientes de
VIH, los que reciben quimioterapia y los que son tratados con corticosteriodes en casos

de transplante de algtin 6rgano (Figura 20) (Craven, 2001).
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Figura 20. Esquema que representa la Morbi-Mortalidad después de la-infeccion al VON.

4.3.1.5. Vectores del VON.

En Estados Unidos se ha encontrado el VON en 43 especies de mosquitos
(Lawrie et al., 2004), siendo considerados los mas importantes, los mosquitos
pertenecientes al complejo CX. pipiens, principalmente porque son comunes en areas
urbanas y porque los brotes de la enfermedad ocurren durante los picos de mayor
abundancia de estos vectores (Fonseca et al., 2004).

El mosquito Cx. quinquefasciatus en estudios de laboratorio ha demostrado ser
un vector del Virus del Oeste del Nilo eficiente (Turell et al., 2000, Goddard, et al.,
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2002). Reisen et al., 2004 detectd al VON en grupos (pools) de este mosquito en varias
localidades del sur de California, y menciono6 que circulaba también en Arizona, EUA y
Baja California, México. Las evidencias de la actividad del VON en México han sido
documentadas para Nuevo Leo6n, Coahuila y Tamaulipas en caballos y aves durante el
periodo del 2002-2003 (Blitvich et al., 2003, Blitvich et al., 2004, Fernandez-Salas et
al., 2003). El mosquito Cx. quinquefasciatus ha sido reportado para la mayor parte del
estado de Nuevo Leon (Heinemann y Belkin, 1977; Flores-Suarez, 1990; Contreras et

al., 1995; Elizondo-Quiroga, 2002).

4.4. Situacion en los Estados Unidos.

La primera epidemia registrada de encefalitis por el VON en el continente
Americano ocurrié en el area metropolitana de Nueva York (NY) en los Estados
Unidos a fines del verano de 1999, identificdndose casos en humanos y en algunos
animales, también en aves muertas, aves vivas (sero-positivas) y en mosquitos. Se
confirmaron de 62 casos en humanos con enfermedad neurologica (46 de NY, 15 de
poblados cercanos y 1 de un extranjero que visitd NY) y 7 defunciones (Nash et al.,
2001). En el afio 2000 se reportaron 21 casos y dos fallecimientos, en el 2001, se
reportaron 66 y 9 respectivamente, pero para el 2002, la cantidad fue de 4,156 casos
con 284 fallecimientos. En el afio 2003 se reportaron un total de 8,563 casos humanos
del VON (edad promedio 47 afios), con un total de 199 defunciones en 46 estados; en
adicion 11,350 aves muertas se han registrado positivas al VON en 43 estados, D.C. y
New York. Por otro lado, también lo reportaron en 4, 146 caballos, 30 perros, 17
ardillas y 1 gato en 41 estados; en mosquitos lo registraron en 7,725 grupos, en 38
estados, D.C. y New York (CDC, 2003 b). En Texas, la frontera norte de los estados
del noreste de México, Tesh, et al., (2004) detectaron durante sus estudios de monitoreo
del VON, a 400 grupos de mosquitos positivos a este virus entre enero del 2003 y
marzo del 2004, en el condado Harris, en Texas y el 95% era de Cx. quinquefasciatus.
En el 2004, se registraron 2,313 casos en humanos, con 79 defunciones en 40 estados y
en D.C. En aves se encontraron 5,660 corvidos muertos y 1,414 de otras especies de
aves positivos al virus, pertenecientes a 46 estados y New York. La infeccion de este

virus se ha encontrado eos, donde encontraron infectados a 1 murciélago, 9 perros, 7
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ardillas, y 14 animales no identificados. En cuanto a mosquitos lo reportaron en 8,263
en 38 estados, D.C. y New York (CDC, 2004).

En el 2005, se registraron 3,000 casos en humanos con 11 9 muertos, hubo
reporte de presencia de actividad viral en aves principalmente, en 2006 se presentd un
increemento en el nimero de casos con 4,269 y 177 defunciones, en el 2007 hub6 un total
de 3,623 enfermos y 124 personas fallecieron, hasta el mes de mayo de 2008 se han
reportado tres casos, en tres estados diferentes (Arizona, Tenesse y Mississipi) con cero
defunciones

(http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/surv&controlCaseCount08 detailed.htm)

Ademas de los Estados Unidos y Canada, se ha reportado la presencia de este virus
en México, en la Isla Caiman, Islas de la Espafiola, Guadalupe, Belice, Guatemala, El
Salvador, Cuba, Puerto Rico, las Bahamas Colombia, Trinidad y Tobago y por ultimo
Argentina (Gubler, 2007).

4.5, Situacion en México.

En México el primer caso humano fue en el afio 2002, correspondié a una
persona de Coahuila, pero que se habia enfermado en los Estados Unidos y se
reportaron  anticuerpos en 2 aves y 20 caballos y 3 de estos enfermaron. En el afio
2003, se presentaron seis casos en humanos, que correspondieron a cuatro en el estado
de Chihuahua, uno en Sonora y uno en Nuevo Leon. Al mismo tiempo que se le hallaba
en humanos se le encontrd en caballos en Coahuila y en Yucatan (Blitvich et al., 2003,
Lorofo et al., 2003), asi como en aves en Tamaulipas (Fernandez et al., 2003).

En el 2004 hubo un caso en Sonora y se detectaron con anticuerpos 188 aves y
793 caballos, en el 2005 no se reportd ningun caso en humanos y solo se detectaron
anticuerpos en 90 aves y 814 caballos, para el afio 2006 se detectd un caso en humano
en Oaxaca y la presencia de anticuerpos en 117 aves y 553 caballos.

En el 2007 no hay reporte de presencia del virus en México, probablemente a
que ya no se esta realizando rutinariamente la vigilancia en animales, aunque se reporto
estra oficialmente que hubieron dos casos en humanos uno en el estado de Chihuahua y
otro en Oaxaca (Secretaria de Salud, 2007).

4.5.1. Situacién en Yucatan.
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En el afio 2000 y después de haber ocurrido los primeros casos del VON en
Estados Unidos, se implemento en el estado de Yucatan un sistema de vigilancia para
monitorear la introduccion de este virus a través de la busqueda de anticuerpos en aves
migratorias y residentes, asi como en caballos; los primeros reportes de aves y caballos
con anticuerpos contra este virus se hallaron en el 2003 (Lorono et al., 2003; Farfan et
al., 2004). Hasta este momento no se han reportado casos en humanos, pero siguen
apareciendo animales con anticuerpos, incluyendo la ciudad de Mérida que es la ciudad
mas poblada del estado de Yucatan, por lo que presupone que la circulacion del virus
en el area se sigue dando y esto genera mayor posibilidad de un brote epidemioldgico

(Farfan et al., 2006).
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METODOS

5.1. Area de estudio.
5.1.1. Ciudad de Mérida

El estudio se realizd en la ciudad de Mérida capital del estado de Yucatan,
localizado en la peninsula del mismo nombre en el Sureste de México. Dentro de esta
Peninsula existen dos estados mas, Campeche y Quintana Roo. Mérida es la ciudad mas
grande de la Peninsula de Yucatan

La ciudad de Mérida, se localiza a 20° 58’ 04°> Ny 89° 37’ 18 W y a una
altitud de nueve metros sobre el nivel del mar. El clima se define como calido
subhumedo con lluvias en verano, con una temperatura promedio anual de 26° C siendo
la maxima y la minima 36°C y 18°C respectivamente. El nivel pluvial promedio es de
1,003.0 mm con minima de 415 mm y méxima de 1290 mm y se distinguen dos
temporadas muy marcadas: la de lluvias (mayo-octubre) y la de secas (noviembre-
abril). La poblacion total es 705 055 habitantes. El nimero de viviendas ocupadas es de

171 392. La ciudad esta dividida en 168 colonias (INEGI, 2002) (Figura 21).
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Figura 21. Ubicacion de la Ciudad de Mérida en la Peninsula de Yucatan y en México.
De manera general, es posible identificar cuatro areas cardinales, que han sido

tradicionalmente relacionados con las caracteristicas socio-econOmicas de sus
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moradores y de las viviendas. En este estudio se pretende conocer los principales
habitos biologicos del mosquito Cx. quinquefasciatus en condiciones urbanas por lo
que se determinara las colonias a muestrear a través de un muestreo por clusters y la
unidad de muestreo la colonia. De tal forma la ciudad se dividira en cuatro zonas para
este proyecto, la zona noroeste, la zona noreste, la zona suroeste y la zona sureste
(Figura).

La zona noroeste estara delimitada por periférico, la calle 60 norte y la calle 59
y Av. Jacinto Canek representada en color azul. La zona noreste estara delimitada por
el periférico, la calle 60 norte y la calle 59 y Av. Fidel Velasquez representado en color
rojo. La zona suroeste estard delimitada por periférico, la calle 60 sur y la calle 59 y
Av. Jacinto Canek representado en color verde. La zona sureste estara delimitada por
periférico, la calle 60 sur y la calle 59 y Av. Fidel Velasquez representado en color

amarillo. (Figura 22)

Figura 22. Mapa de la ciudad de Mérida, Yucatan, en donde se muestra las cuatro zonas donde se
realizara el muestreo. La zona noreste (rojo), la zona noroeste (azul), la zona suroeste (verde) y la zona
sureste (amarillo).

5.2. Obtencion, manejo de material biolégico y métodos para determinar el ciclo

gonotrofico y longevidad en épocas de seca y de lluvia.

32



Las capturas se llevaron a cabo durante 25 dias consecutivos en dos épocas
diferentes de lluvias para la ciudad al final, del 13 de octubre a 6 de noviembre de 2004
y al comienzo de las lluvias del 27 de junio a 22 de julio de 2005, a este periodo
llamaremos época de secas porque las lluvias todavia no son constantes. La caja roja
que se utilizd en la colecta de mosquitos adultos es tipo Service (1993); hecho de
madera de 50x50x50 cm., abierta de un lado. Este método es utilizado para capturar
mosquitos generalmente alimentados y que se encuentran en reposo, las cajas se
colocan en lugares sombreados y humedos cercanos a sitios naturales de reposo, como
arbustos o piedras, para asegurar la colecta. Se dispuso de un total de 30 cajas rojas
distribuidas por toda la ciudad, cada una de las cajas correspondi6 a una colonia que a
su vez correspondid a un domicilio localizado en una de las cuatro zonas ya
mencionadas. La designacion de las cajas fue a conveniencia, donde los habitantes de
las casas se comprometian a no cambiarlas de lugar y protegerlas para evitar su
destruccion.

Los mosquitos Cx. quinquefasciatus tienen habitos nocturnos, es decir, se
alimentan por las noches. En lo que resta del dia buscan lugares oscuros y frescos para
descansar y digerir sus alimentos. Los lugares artificiales de descanso o cajas rojas se
colocaron en los patios domiciliares, en lugares frescos donde los rayos del sol no les
den de manera directa.

La colecta de mosquitos se hizo en los mismos sectores en los dos periodos, los
culicidos adultos se colectaron con un aspirador de mochila durante los 25 dias
consecutivos de 8:00 a 11:00 horas, previamente se colocd un dispositivo cilindrico de
pve al inicio del tubo de la aspiradora donde se retuvieron los mosquitos vivos. Los
mosquitos adultos se transportaron al insectario del Centro de Investigaciones
Regionales Dr. Hideyo Noguchi con su respectiva etiqueta conteniendo la fecha y el

lugar y se procesaron posteriormente.

5.2.1. Caracterizacion de la abundancia, estado trofico y paridad.

Las especies y sexo de los mosquitos se identificaron utilizando las claves de
Carpenter y Lacasse (1955) y Darsie y Ward (1981). La diseccion se realizd bajo
estereoscopio de 10X, usando una gota de solucion salina (NaCl) al 0.9% por cada

ejemplar. Las hembras de Cx. quinquefasciatus se clasificaron como alimentadas (con
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visible sangre en el abdomen), no alimentadas (sin sangre en el abdomen) y gravidas
(con huevos en el abdomen). Se registr6 el grado de digestibilidad sanguinea o Indice
de Sella citado por WHO (1959). Los ovarios de las hembras se disectaron para
verificar la paridad, de acuerdo al método de Detinova (1962). Las hembras nuliparas
se identificaron por la presencia de traquéolas enrolladas en nudos en el ovario; en las

hembras paridas sus traquéolas estuvieron desenrolladas (figura 2 y 3).

5.2.2. Estimacién de la sobrevivencia y el ciclo gonotréfico

Los datos de diseccion se usaron para estimar diariamente el numero de
hembras paridas y nuliparas de Cx. quinquefasciatus colectadas. El indice de paridad
diaria se obtuvo dividiendo el nimero de hembras paridas por el numero total de
disectadas. La media del indice de paridad durante todo el estudio se obtuvo dividiendo
el total de paridas por el total de hembras disectadas (McHugh, 1989).

La duracidn del ciclo gonotroéfico fue calculado usando el analisis de correlacion

cruzada de Birley y Rajagopalan (1981) con la formula:

Mt=PuT(t—u)

Donde M es el numero de paridas individuales capturadas por dia t; T (. es el
numero total de hembras (nuliparas y paridas) capturadas por dia t-u; U es la duracion
del ciclo gonotréfico, calculada de la pendiente del modelo de regresion. Para eliminar
sesgo en la correlacion cruzada, los datos se filtraron con un proceso autorregresivo con

la formula:

Zt= X¢-a.Xe1

Donde X; son las series de tiempo filtrado y a es la estimacion del parametro
autorregresivo (Holmes y Birley, 1987). Puesto que el modelo supone que la presencia
de hembras nuliparas es debido a la natalidad y no a la emigracion, la primera ecuacion
fue tratada como una regresion lineal con la interceptacion supuesta en cero. Por esta
razon, la primera ecuacion fue examinada con la estadistica t para determinar si la

interceptacion de la linea fue diferente de cero o no. Los indices de sobrevivencia diaria
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(p) fue calculado usando el numero de paridas, con p = (PR)Y“®, donde PR es el indice
de paridad y CG es la duracion del ciclo gonotrofico. Se hizo una comparacion de las
correlaciones obtenidas durante los dos periodos para determinar si existen diferencias

entre las épocas a investigar.

5.2.3. Medicion de la oogénesis

En la ciudad de Mérida, Yucatan, se colectaron hembras de Cx.quinquefasciatus
durante dos noches en las mismas fechas de las dos estaciones estudiadas. Las hembras
se colectaron con la trampa Mosquito Magnet. Este método de colecta desarrollado por
la American Biophisics Corporation, Simula un huésped, despidiendo calor, humedad y
bioxido de carbono resultado de la combustion de gas propano. El octenol (1-octen-3-
ol) también es usado como atrayente. Cuando los mosquitos se aproximan a la maquina
el ventilador que posee absorbe a los insectos hematdfagos y se depositan en una red y
pueden retirarse. Esta trampa se coloca en areas sombreadas de los patios entre los
sitios de reproduccion de los mosquitos y area de actividad de los humanos
(Cooperband y Carde, 2006).

La colecta se realizo en la noche de 20: 00 a 24:00 hrs. En total se trabajaron
con 200 hembras no alimentadas. Los mosquitos se colocaron en una jaula de
40x40x40 cm y dos horas posteriores a la captura se alimentaron con sangre de gallina

y se mantuvieron con solucion de azicar.

De acuerdo a la metodologia de Mecuria et al., (1991) y Arredondo et al.,
(1998) a la hora cero se cortaron 10 hembras no alimentadas para determinar en que
estado de Christopher se encuentran. A las 12 horas posteriores a la alimentacion
sanguinea se cortaron otras 10 para observar el desarrollo de la oogénesis y a las horas
siguientes se disectaron las hembras con un intervalo de 6 horas hasta llegar a la hora

78.

5.2.4. Obtencion, manejo de material bioldégico y métodos para determinar el
patron de seleccidn de huéspedes.
Las capturas se llevaron a cabo durante las mafianas durante 4 veces al mes

durante el afio de 2005, usando las mismas cajas rojas, utilizadas en el objetivo del ciclo
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gonotrofico, en 40 casas. Los mosquitos fueron colectados dentro de las cajas rojas con
con aspiradores entomoldgicos electricos. Los mosquitos eran llevados al laboratorio
vivos y posteriormente fueron eutanizados en a -70°C, e identificados por especie, sexo
y estado de alimentacion usando los criterios de Sella, en el que el abdomen de las
hembras de los mosquitos se identific6 como alimentado (visible sangre en el
abdomen), no alimentado (sin sangre en el abdomen) y gravidas (con huevos en el
abdomen).se registro el grado de digestibilidad sanguinea o indice de sella citado por
WHO (1959).

Para este estudio, para cada mes se separaron 20 mosquitos hembras recien
alimentadas y con cada una de estas hembras se determin6 de que vertebrado estudiado
se alimento, los vertebrados considerados fueron para los mamiferos: humano, perro,
gato, caballo y vaca y para las aves: los ordenes de las paseriformes (que incluye las
aves canoras o la mayoria de los pajaros), columbiformes (palomas) y galliformes

(gallinas y pavos).

5.2.4.1. Censo de huéspedes vertebrados.

Humanos y animales domésticos (aves y mamiferos) fueron contabilizados en
cada una de las casas donde habdin cajas rojas. Se llevo la relacion durante el proceso
de muestreo y este fue constante, obviamente los animales no domésticos
principalmente las aves que andan libres pues no pudieron contabilizarse y aunque se

preseumen presente en algin momento no hay una cantidad asignada.

5.2.4.2. Pruebas de laboratorio para la identificacion de la alimentacion.
Posteriormente se realizara en el laboratorio de Arbovirologia del CIR-UADY
el macerado de cada uno de los mosquitos con sangre en tubos de eppendorf de 1.5 ml
con pistilos largos y anadiéndole 600 microlitros de medio MEM (Medio Minimo
Esencial de Eagle) con 10% de SFB (suero bovino fetal). Este macerado se pasaron a
las columnas de QIAshreder por medio del micro pipetas BIO-RAD de 1ml, se
centrifugaron a una velocidad alta de 14,000 RPM durante 3min. A 4° C.
posteriormente una vez centrifugado la muestra se tomo el sobrenadante y se almaceno
en el revco a una temperatura de -70°C para proceder a la extraccion de ARN o ADN

( N'go y Kramer, 2003).
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Una vez realizado todo este procedimiento, con las muestras de sangre de perro,
caballo, humano, gato, ave, bovino que se obtuvieron se realizo la purificacion del
ADN con columnas de QIAamp DNA MINI KIT, para que se pueda llevar acabo las
pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (N'go y Kramer, 2003).

5.2.4.2.1. Técnicas de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, ya mas conocida como PCR, es una
técnica que permite replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir
de pocas horas e in vitro, pequeias cantidades de ADN. Uno de los aportes
fundamentales de esta metodologia a la investigacion basica en biologia molecular
consiste, precisamente, en la rapidez y eficiencia mediante las cuales se realiza una
tarea que antes requeria largas y tediosas jornadas. El producto que se obtiene al
finalizar la reaccion -una gran cantidad de un fragmento génico con alto grado de
pureza- favorece la tarea de los investigadores empefnados en ampliar nuestros
conocimientos sobre la estructura y funcion de los genes (Boakye et al., 1999).

Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, en realidad, el término que se
ha impuesto) pequefias cantidades de ADN entre cientos de miles y millones de veces.
El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta méas de dos mil
nucleotidos de longitud. El segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar
necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas complejas. Puede
ser, por ejemplo, ADN nuclear total. El método se basa, en su forma mas simple en la
realizacion de tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas
reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. La muestra se calienta,
en el primer paso, hasta lograr la separacion de las dos cadenas que constituyen el
ADN, hecho que se conoce como "desnaturalizacion". En el segundo paso, la
temperatura se reduce para permitir el "apareamiento" de cada una de dos cadenas
cortas de nucleotidos (oligonucleo6tidos) con cada una de las hebras separadas del ADN
molde. Se trata de segmentos de ADN de cadena simple, sintetizados en el laboratorio y
disefiados de manera tal que permiten definir los limites del tramo de ADN que se
desea replicar. Obviamente, para que se pueda producir el apareamiento, cada uno de
estos oligonucleodtidos, a los que se denomina "iniciadores" o primers, debe ser

complementario del tramo al que tienen que unirse en las cadenas separadas del ADN
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molde. En tercer lugar, una enzima ADN polimerasa extiende los primers, en el espacio
comprendido entre ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las hebras
del ADN molde. Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucleotidos trifosfato
(dNTPs) agregados a la mezcla de reaccion. La temperatura a la que se realiza el tercer
paso estd condicionada por aquélla a la cual "trabaja" la enzima ADN polimerasa. Al
cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion, apareamiento, extension) el
tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad original se encuentra
disponible para ser nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la
aplicacion de numerosos ciclos "en cadena" da lugar a la amplificacion geométrica del
segmento de ADN delimitado por los primers (Boakye et al., 1999). Para observar
realmente de que se estuvo alimentando cada uno de los mosquitos, se utilizaron
diferentes primers de citocromo b tanto de mamiferos como de aves en general asi

como también los primes especificos para aves de los ordenes ya descritos.

5.2.4.2.2. Extraccion de ADN.

La extraccion del ADN tanto del macerado de mosquitos, asi como como de las
sangres obtenidos en los mamiferos utilizados como controles fueron homogenizados
de 30 a 40 veces para posteriormente tomar los leucocitos para proceder a la extraccion
del ADN tomando 200ul y centrifugarlo a 10,000 rpm por 30 min, separando el plasma
y colectando la franja intermedia ( leucocitos) aproximadamente 40 ul y completandolo
a 200 pl con TE, afiadiéndole 20 pl de proteinasa K y mezclandolo con 200 pul de
Buffer AL a cada muestra. Unas ves realizado todo esto se incuba a una temperatura de
56° C para el proceso de lisis durante 10min. Afiadiéndole 200 ul de ethanol y luego se
pasaron a las columnas de KIAamp y se centrifugo a una velocidad de 8000 rpm
durante 10min y se sometio a una serie de lavados con Buffer AW1 a 8000 rpm y AW2
a 14000 rpm por 3 minutos y al final se le afiadiéo 200 ul de Buffer AE para recoger
todo el ADN y mantenerlo a temperatura ambiente durante Sminutos para la aumentar
la concentracion del ADN (Kauffman et al., 2003).

Una vez que se realiz6 toda la extraccion del ADN todas las muestras fueron
conservadas en el revco a una temperatura de 70° C. Estos cebadores sirven de
iniciadores para que el ADN polimerasa sintetice la cadena complementaria. La

reaccion seran puestos en el termociclador en donde consta de tres pasos: a) la
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desnaturalizacion del ADN en la muestra, lo que se logra al someterlos a alta
temperaturas (94°)para logra la separacion de las cadenas, b) la hibridaciéon de los
cebadores a (60°C) que son unos fragmentos cortos de ADN complementarios a los
extremos 5’ y 3’ de la secuencia por amplificar y a partir de los cuales se inicia la
sintesis , estos son especifcos de la secuencia que ha de descubrir y C) la extension de
estos cebadores por la enzima de ADN polimerasa a (72°C) (Boakye et. al. 1999). A si,
en cada ciclo de estos tres pasos se duplica el material genetico en un factor de 2n
(donde n es el numero de ciclos) has ta que se evidencie en un gel de agarosa Y se
confronta con una sonda especifica para confirmar la identificacion final del material

encontrado (Kauffman et al., 2003) (Figura 23).

Mm1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 23. Analisis de ADN con primers tanto generales como especificos: humano, linea2 perro, linea
3 caballo, linea 4, bovino, linea 5 cerdo, linea 6, gato, linea 7, ave genérico, linea 8 paseriformes, linea 9,
columbiforme, linea 10, galliforme; linea 1 1-Kb plus ladder.

Donde fueron sometidos a una serie de condiciones de desnaturalizacion,
alineacion y extension para que posteriormente se realice la electroforesis con un gel
adicionandole bromuro de etidio (absorben los rayos UV). Mediante este procedimiento
se detecta has menos de un centésimo de mg de ADN, lo que representa entre 1 y 10
ng (nanogramos). A cada costado corren separadamente marcadores (estandar) de peso
molecular conocido (o pares de bases =pb) que sirven para calibrar los tamafios de los
fragmentos (Boakye et. al. 1999). Para que posteriormente sean reflejados y determinar
los pares de bases que se obtendran y se pueda determinar las preferencias alimenticias

del mosquito Culex quinquefaciatus.
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5.2.4.2.3. Analisis de PCR

Los segmentos del citocromo b gene fueron amplificados usando el Qiagen
PCR. Una cantidad de 50 ul de de una mezcla de reactivos conteniendo 10Xbuffer, 4
ul de 2.5 mM de dNTPS, 2 ul de primers tanto de mamiferos como los especificos de
aves. Utilizando 24.6 de agua libre de RNAsa y 0.4 pul de Taqg ADN polimerasa
(Enzima) fueron usados, esta mezcla de reactivos fueron sometidos a una serie de
condiciones en un termociclador que consistia a 35ciclos a 90° C por 50 segundos,
60°C por 50 s, y 72° C por 1 minuto y una elongacioén final de 72° C por 4 minutos. 20
ul de la muestra de los productos de PCR fueron analizados usando un gel de agarosa al
2% mezclandolo con 3 pl de bromuro de etidio y visualizado sobre una camara de UV

(Kauffman et al., 2003).

5.2.4.2.4. Digestion con enzimas de restriccion.

Para la identificacion de la alimentacion de los Culex quinquefasciatus, de los
productos de PCR que fueron amplificados con primers de CYTB generales que se
realizaron para los mamiferos, se llevo acabo los cortes de las bandas de ADN en
diferentes sitios utilizando una enzima de restriccion ALU 1 también conocidos como
endonucleasas (figura 4). Utilizando otros reactivos como el buffer 10x, Acetylato BSA
10mg/ml, 10 pl del producto de PCR y utilizando 0.5 de esta enzima. Como esperado,
los productos de PCR fueron generados a partir de 6 especimenes de mamiferos

(Kauffman et al., 2003).

5.2.4.2.5. Rango de forrajeo.

En la mayoria de las preferencias del huesped, segin lo determinado para
identificacion de las fuentes alimenticias de los mosquitos, esque esxiste poca
informacion sobre los nimeros de huéspedes que puedan estar dentro del area.
Siguiendo el cociente de forrageo de Hess et al., (1968) dentro del estudio de los
mosquitos para estudiar los huespedes preferidos de Culex quinquefasciatus con la
metodologia de Kuntz et al., (1982) se realizo un censo de las proporciones de los
huespedes disponiles en el area de las cuatro zonas de estudio, aplicando la tecnica del
cociente de forrageo a los resultados de la prueba, esta formula ha sido alimentados en

otros como Egipto por Beier et al., (1978); Kenawy et al., (1990) y Zimmerman et al.,
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(1988) también utilizando el cociente de forrajeo para estudiar las preferencias
alimenticias de los mosquitos. Sin embargo los problemas con la dificultad o mas
generalmente la imposibilidad de enumerar los huéspedes posibles en el area y tomando
en consideracion su ecologia y disponibilidad a los mosquitos. Edman (1971) preciso
estos asi como otras diferencias poniendo a prueba el cociente de forrajeo determinado
para superar estas dificultades Kay et al., (1997) propuso el indice de alimentacion (FI)
esto se define como la proporcioén de alimentaciones en un huésped con respecto a otro
dividido por la proporcion prevista de alimentaciones en estos dos huéspedes basados
en los factores que afectan la alimentacion. Estos factores incluyen abundancia y
tamafio del huésped. Asi el rango de forrajeo se calculara determinando €l por ciento
de la poblacion del huésped disponible total representado por ese huésped particular.
Un rango de forrajeo de uno, o cerca de uno, no indica un prejuicio selectivo y valores
menos de uno, indica anulaciéon de un huésped a favor de otro huésped disponible
(Boreham y Garred-Jones 1973).
F1= Ne/Ne'

Ef/Ef

Donde:

Ne = numero de huéspedes identificados
Ne® = numero de alimentos identificados de un huésped especifico I
Ef = proporcion de alimentos esperados de un huésped I

Ef'= proporcién de alimentos esperados de huéspedes.

5.2.5. Determinacién de la distribucion temporal, estructura de edades, estado
tréfico y biorritmo de picadura.

Para esta parte del trabajo se usaron diferentes métodos de muestreo de
mosquitos, usando maquinas mosquito magnet, cajas rojas de madrea y aspiradoras de
mochilas tipo CDC.

Las trampas mosquito magnet (Modelo: Liberty-plus; American Biophysics
Corp, North Kingstown, RI) fueron usadas en cada uno de las zonas muestreadas, asi
cada mes se colecto en cada zona y la suma de las colectas se contabiliz6é por mes para

toda la ciudad de Mérida, estas maquinas fueron encendidas a las 18:00 horas y dejadas
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toda la noche para capturar la mayor cantidad de mosquitos. Cada hora de 18:00-24:00
horas eran contabilizados los mosquitos para determinar el horario de mayor captura
atraidos por los cebos y asi poder calcular el horario o biorritmo de picadura. Todos los
mosquitos fueron llevados al laboratorio, se les contd, identifico a que especie
correspondian, el sexo y se les determino el estado de digestion sanguinea.

El método de las cajas rojas (0.5 m’) fueron pintadas de rojo tanto en su interior
como en su exterior (Reisen y Pfunter, 1987). Las cajas rojas fueron colocadas en el
patio de las casas, en lugares protegidos del sol y himedos, haciendo facil que los
mosquitos entren a descansar en ellas, se colocaron un total de 40 en toda la ciudad, los
mosquitos que se localizaban en ellas se aspiraban con aspiradores electricos, entre las
8:00 y 10:00 horas cuatro veces por mes. Todos los mosquitos fueron llevados al
laboratorio, se les conto, identifico a que especie correspondian, el sexo y se les
determino el estado de digestion sanguinea.

El otro método usado para conocer la abundancia mensual fue el de la mochila
aspiradora tipo CDC (Clark et al., 1994)., la cual al igual que las cajas rojas se realiz6 4
veces al mes y estas colectas se hicieron sobre la vegetacion y paredes de los patios de
las casas, aproximadamente entre 10 y 15 minutos llevéd esta actividad por sitio de
colectas. Todos los mosquitos fueron llevados al laboratorio, se les conto, identificd a

que especie correspondian, el sexo y se les determind el estado de digestion sanguinea.

5.2.5. Busqueda del VON en mosquitos Cx. quinquefasciatus
5.2.5.1. Coleccion de especimenes.

Los mosquitos fueron colectados del campo e identificados por especie y por
sexo. Se hicieron grupos de 50 mosquitos colocados en un microtubo de 2 ml de rosca
tipo Eppendorf y colocados en un ultra congelador a -70°C hasta la siguiente fase.
5.2.5.2. Extraccion de ARN.

Cada grupo de mosquitos fueron homogenizados en 0.5 a 1ml de diluyente
(Buffer-Fosfato-salino suplementado con suero fetal bovino al 20%, 100 pg de
estreptomicina/ml, 100 U de penicilina/ml y 0.25 ng de amfotericina B/ml) usando un
homogenizador mecanico de alta velocidad (Mixer Mill MM300; Qiagen, Inc.,
Valencia, Calif.) por 30 seg. por 24 ciclos/seg. Cada grupo homogenizado fue

centrifugado a temperature ambiente por 4 minutos a 5,796 x gy el supernadante fue
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removido y guardado a -70°C para asilamiento viral. El remanente en forma de pellet
fue lisado en 0.8 a 1 ml de guanidina isotiocianato-conteniendo buffer ARN para lisis
(RLT de RNeasy mini kit; Qiagen) o 1x buffer lisis (Applied Biosystems, Foster City,
Calif.) y homogenizado otra vez como se describi6 anteriormente. E1 ARN fue extraido
del producto lisiado usando el kit de RNeasy. Para el método de RNeasy una aliquota
de 350 pl del homogeneado de los mosquitos fue usado para la extraccion de ARN, de

acuerdo a las intrucciones del manual del producto.

5.2.5.3. RT-PCR estandar.

El ARN del VON fue detectado por la transcripcion reversa del PCR (RT-PCR)
(Qiagen) amplificacion de la regiéon 431-bp region (nucleotidos [nt] 212 al 643)
conteniendo la unién entre los genes de la capside y la premembrana. Los primers
usados en este estudio fueron el primer forward 5-TTGTGTTGGCTCTCT
TGGCGTTCTT-3" (nt 212 al 236) y el primer reverso 5-CAGCCGACAGCA
CTGGACATTCATA-3" (nt 619 al 643) y estos resultados productos fueron evaluados
por un gel de 1.5% de agarosa, como se recomienda en la metodologia (Kauffman et
al., 2003). Las bandas obtenidas para cada muestras se comparaban con las del perso
especifico del VON, las muestras que presentaban concordancia de peso molecular,
fueron enviadas a la Universidad Estatal de Colorado (laboratorio de Microbiologia)
para intentar hacer aislamiento viral y secuenciacion por carecer de un laboratorio de

nivel de bioseguridad III en donde se deben hacer estas pruebas
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RESULTADOS
6.1. Colecta de mosquitos para determinar abundancia, estado troéfico, paridad,
estimacion de la sobrevivencia y duracion del ciclo gonotrofico mediante series de
tiempo y medicion de la vitelogenesis de Cx. quinquefasciatus en épocas de lluvia y

de secas.

6.1.1. Abundancia, estado trofico y paridad.

Durante 25 dias consecutivos comprendidos del 13 de octubre al 6 de noviembre

de 2004 se colectaron Cx. quinquefasciatus en reposo en la ciudad de Mérida, Yucatan.
En época de lluvia se capturaron un total de 3571 mosquitos, del cual el 64% y 36%
correspondieron a machos y hembras respectivamente. Igual nimero de dias de colecta se
realizé en época de secas entre el 27 de junio al 22 de julio de 2005, correspondiendo a
un total de 3335 mosquitos, del cual el 68% son machos y el 32% hembras (Tabla 1 y 3).
En la primera parte del estudio se disectaron 1273 hembras y en la segunda parte 1066
para determinar el estado trofico y la estructura de edades.
En época de lluvia el 70.8% de la poblacion fue gonotroficamente activa (hembras
alimentadas o gravidas), se observo por lo tanto que el estado tréfico fue
predominantemente de hembras alimentadas (50.4%), seguida de las hembras no
alimentadas (29.2%). En época de secas la poblacion gonotréficamente activa fue menor
(64.2%), con una proporcion de hembras alimentadas y no alimentadas de 43.5 y 35.8 %
respectivamente. En la época de lluvias se puede observar que las hembras de Cx.
quinquefasciatus colectadas aumentan a partir del dia 5 y mantienen esta tendencia hasta
el final del muestreo, mientras que en la época de secas, las hembras colectadas es
uniforme del dia 1 al 25.

En la época de lluvias se obtuvo una media del indice de paridad de 0.69 mientras
que en las secas el indice fue 0.38, este ultimo como resultado de un mayor numero de

hembras nuliparas (Tablas 2 y 4).
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La paridad de Cx. quinquefasciatus en época de lluvias mostrd una proporcion del
69.4% de hembras paridas y el 30.6 % de hembras nuliparas, encontrandose una relacion

inversa en época de secas en la proporcion de paridas (38.3%) y nuliparas (61.7%).

Los datos climaticos se registraron en ambos periodos de estudio. En época de
lluvia se registr6 un promedio de temperatura de 28+1.57 °C, precipitacion pluvial
22.7°C de temperatura fue 29.21+1.10 °C, precipitacion registrada de 188.3 mm y
humedad relativa de 93% maxima y 74% minima (CONAGUA, 2004-2005).

Tabla 1. Abundancia y estado trofico de Cx. quinquefasciatus colectadas en época de luvia en 2004.

Hembras disectadas

Dia Alimentadas No Gréavidas Total Machos
alimentadas
1 18 13 7 38 106
2 22 4 9 35 98
3 9 17 9 35 70
4 8 9 3 20 69
5 21 18 9 48 95
6 8 15 8 31 74
7 33 24 13 70 133
8 34 9 11 54 93
9 24 10 3 37 29
10 32 14 7 53 76
11 25 21 9 55 105
12 24 14 10 48 74
13 31 10 14 55 89
14 19 7 12 38 83
15 21 11 15 47 89
16 21 9 12 42 92
17 28 20 12 60 94
18 22 17 14 53 99
19 18 23 14 55 115
20 49 14 16 79 107
21 39 18 17 74 100
22 31 10 14 55 100
23 29 13 9 51 99
24 38 25 8 71 134
25 37 27 5 69 75
Total 641 372 260 1273 2298
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Tabla 2. Datos de diseccion de Cx. quinquefasciatus colectadas de cajas rojas en época de lluvia.

Dia Nuliparas Paridas Total indice de

disectadas paridad
1 19 19 38 0.50
2 11 24 35 0.68
3 10 25 35 0.71
4 10 10 20 0.5
5 28 20 48 0.41
6 23 8 31 0.25
7 34 36 70 0.51
8 19 35 54 0.64
9 9 28 37 0.75
10 13 40 53 0.75
11 19 36 55 0.65
12 19 29 48 0.60
13 12 43 55 0.78
14 16 22 38 0.57
15 19 28 47 0.59
16 15 27 42 0.64
17 12 48 60 0.80
18 10 43 53 0.81
19 14 41 55 0.74
20 28 51 79 0.64
21 11 63 74 0.85
22 13 42 55 0.76
23 10 41 51 0.80
24 7 64 71 0.90
25 9 60 69 0.86
Total 390 883 1273 0.69
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Tabla 3. Abundancia y estado trofico de Cx. quinquefasciatus colectadas en época de seca de 2005.

Hembras disectadas

Dia Alimentadas No Gravidas Total Machos
alimentadas
1 24 13 2 39 74
2 23 17 10 50 118
3 17 7 5 29 119
4 22 14 7 43 123
5 22 14 7 43 59
6 16 15 9 40 81
7 11 12 7 30 52
8 19 10 5 34 107
9 5 9 6 20 30
10 18 15 12 45 95
11 18 25 7 50 111
12 16 16 13 45 60
13 20 7 10 37 71
14 16 15 8 39 84
15 28 12 13 53 85
16 21 13 7 41 84
17 10 11 15 36 53
18 17 11 7 35 119
19 23 24 14 61 156
20 17 17 12 46 76
21 27 19 7 53 94
22 12 17 7 36 58
23 19 18 10 47 103
24 26 32 10 68 147
25 17 18 11 46 110
Total 464 381 221 1066 2269
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Tabla 4. Datos de diseccion de Cx. quinquefasciatus colectadas de cajas rojas en época de seca.

Dia Nuliparas Paridas Total indice de
disectadas paridad
1 26 13 39 0.33
2 33 17 50 0.34
3 20 9 29 0.31
4 30 13 43 0.30
5 31 12 43 0.27
6 28 12 40 0.30
7 20 10 30 0.33
8 23 11 34 0.32
9 13 7 20 0.35
10 30 15 45 0.33
11 37 13 50 0.26
12 29 16 45 0.35
13 22 15 37 0.40
14 28 11 39 0.28
15 41 12 53 0.22
16 33 8 41 0.19
17 26 10 36 0.27
18 26 9 35 0.25
19 30 31 61 0.50
20 20 26 46 0.56
21 41 12 53 0.22
22 10 26 36 0.72
23 17 30 47 0.63
24 29 39 68 0.57
25 15 31 46 0.67
Total 658 408 1066 0.38
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Tabla 5. Estado de sella de Cx. quinquefasciatus colectadas en la ciudad de Mérida, Yucatan, en dos
épocas diferentes.

No. hembras disectadas

Estado de sella Epoca de lluvias Epoca de secas

Alimentacion reciente 370 166
Alimentacion tardia 40 97
Medio gravida 168 94
Sub gravida 63 107
Gravida 260 221

Vacia 372 381

Total 1273 1066

Los grados de digestion de la sangre o estado de sella en la época de lluvias
muestra una proporcion similar en cuanto a hembras recién alimentadas (370) y vacias
(372), mientras que en la época de secas, el numero de hembras vacias (381) fue superior
a las recién alimentadas (166). Este comportamiento influyd en el incremento de las

hembras nuliparas (Tabla 5).

6.1.2. Estimacion de la sobrevivencia y duracion del ciclo gonotréfico mediante
series de tiempo.

Los datos no se ajustaron al criterio de Birley y Rajagopalan (1981) y Mutero y
Birley (1987) debido a que ninguna correlacion fue significativa, por lo que se decidid
por el criterio de Bockarie et al.,, (1995) que dice que si las correlaciones mas altas se
repiten en el mismo periodo de tiempo, este indica el numero de dias del ciclo, en este
caso fueron 4 dias en ambos periodos. Los mosquitos alimentados con sangre llegan a ser
completamente gravidas después de 4 dias, indicando que el ciclo gonotrofico ocupa un

minimo de cuatro dias (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos filtrados de Cx. quinquefasciatus en dos épocas diferentes.

Dia Epoca de lluvias Epoca de secas
0 0.889 0.583
1 0.034 0.037
2 0.141 0.115
3 0.155 0.237
4 0.175* 0.325*
5 0.06 0.162
6 0.184 0.185
7 0.123 0.174
8 0.257* 0.426*
9 0.216 0.317

* Correlaciones mas altas

De acuerdo con Birley y Rajagopalan (1981) las altas correlaciones del dia
cero no se toman como indicador en la duracidon del ciclo gonotrofico porque
representan la correlacion entre pares de datos del total de paridas y total de hembras
capturadas en el mismo dia. La gran significancia del coeficiente de correlacion
cruzada (r) obtenida después del dia cero (U=0) es la mejor estimacion del numero de

dias para el ciclo gonotréfico.

Con una media del indice de paridad de 0.69 y duracion de 4 dias, el ciclo
gonotrofico se obtuvo la sobrevivencia de la poblaciéon en la época de lluvias,
mostrando un gran nivel de significancia (0.91) con una temperatura promedio de
28+1.57 respecto a la sobrevivencia obtenida en la época de secas (0.78) con una
media de temperatura de 29.214+1.10 con una media del indice de paridad de 0.38 con

la misma duracién del ciclo gonotréfico (Figura 24).
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Figura 24. Ciclo gonotréfico de Cx. quinquefasciatus colectado en la ciudad de Mérida, Yucatan en dos
temporadas.

En este estudio para estimar sobrevivencia y la duracion del ciclo gonotrofico se
utilizo el analisis de series de tiempo de Birley y Rajagopalan (1981) porque este método
permite muestrear de manera uniforme individuos recién alimentados con sangre a
intervalos diarios y separados dentro de grupos de paridas y nuliparas, la mayoria de los
individuos toman una sola alimentacién sanguinea por ciclo gonotrofico y completan este
ciclo con el mismo numero de dias. Ademas todos los individuos repiten el ciclo con la

misma probabilidad de sobrevivencia o dispersion a lo largo de su vida.

6.1.3. Medicion de la vitelogénesis

Todas las hembras colectadas en ambas estaciones se hallaron en estado de
Christopher II y completaron el desarrollo oogénico en un minimo de 72 horas (3 dias)
después de alimentarlos para alcanzar el estado de Christopher V. La longitud del ciclo
gonotréfico fue calculando adicionando 24 horas, el cual es el tiempo considerado que

requiere un mosquito hembra para localizar un sitio de oviposicion, oviponer y localizar
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un nuevo huésped (Mekuria et al., 1991). Como en este trabajo se aplico este criterio a

los datos, la estimacion de la duracion del ciclo gonotréfico fue de 4 dias.

Los porcentajes de hembras que no desarrollaron mas alla de la fase de

Christopher II fue 23% (14/60) en mosquitos colectados en la estacion de lluvias, en

tanto que en la estacion de secas fue del 25% (15/60) manteniéndose algunos pregravidos

(Tabla 7).

Tabla 7. Vitelogénesis de una poblacion en época de lluvias y una de época de secas de Cx.
quinquefasciatus colectadas en la ciudad de Mérida, Yucatan.

Estacion de lluvias
(Estados de Christopher)

Estacion de Secas
(Estados de Christopher )

Horas No. | 1 I v Vv No. | 1 ]| v V
después de  disectado disectado
alimentarse
0 10 100 10 100
12 10 100 10 100
18 10 100 10 100
24 10 90* 10 10 90* 10
30 10 30% 70 10 40* 60
36 10 10* 90 10 20% 80
42 10 100 10 100
48 10 30 20 50 10 40 20 40
54 10 40 60 10 30 70
60 10 40 60 10 30 70
66 10 10 90 10 10 90
72 10 100 10 100
78 10 100 10 100

*Estado de pregravidez
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6.2. Colecta de mosquitos para determinar el patron de seleccion de huespedes de
Cx. quinquefasciatus, asi como el indice de sangre humana, rango de forrajeo e

indice de alimentacion por huésped.

6.2.1. Colecta de mosquitos en las cajas rojas.

Un total de 4 644 mosquitos Cx. quinquefasciatus fueron capturadas en las cajas
rojas en este estudio (Tabla 8). De estos, 1 600 fueron hembras y 3 044 machos. Un total
de 658 hembras fueron clasificadas como alimentadas, 233 como gravidas y 709 no
contenian sangre. El mosquito Cx. quinquefasciatus estuvo presente todo el afio, aunque
fue mas abundante en agosto (17.4% del total de las colectas fue hecha en es mes) y

noviembre (15.7%).

6.2.2. Preferencias de alimentacion.

Doscientos cuarenta hembras alimentadas (20 por mes) fueron usadas para la
identificacion de las alimentaciones sanguineas de Cx. quinquefasciatus. Del total 197
(82.1%) mosquitos contenian sangre derivada de aves y 43 (17.9%) contenian sangre
derivada de mamiferos durante todo el afio (Tabla 9). No hubo mosquitos que tuvieran
alimentaciones mixtas o de ambos grupos. La proporcion de mosquitos que contenian
derivados de sangre de aves estuvo en el rango del 60% (mayo) a 100% (diciembre).

Los mosquitos Cx. quinquefasciatus se alimentaron con mayor frecuencia de
galliformes (47.1%), passeriformes (23.8%) y columbiformes (11.2%) (Tabla 11). Esto
demuestra que las poblaciones de Cx. quingquefasciatus en Mérida tienen una marcada
preferencia ornitofilica. La proporcion de mosquitos que adquirid6 sangre de los
galliformes cada mes estuvo en un rango del 20% (septiembre) al 85% (marzo) (Tabla
11). La proporcion de mosquitos que adquirid sangre de los passeriformes también
mostrd una variacion estacional considerable, ya que se le encontrdé mas en los mosquitos
de la segunda mitad del afio. De enero a julio, la proporcion de mosquitos que se
alimentaron de passeriformes por mes estuvo en el rango del 10% al 25% (valor
promedio: 13.6%). De agosto a diciembre, para los passeriformes fue del 30% al 45%
(valor promedio: 38.0%). En agosto es el comienzo de la estaciéon de migracion de

muchas especies de passeriformes que migran de los EUA a la Peninsula de Yucatan, de
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aqui que el incremento del niimero de mosquitos que se alimentan de este orden como
consecuencia de su mayor abundancia.

Los huéspedes mamiferos mdas frecuentes en la alimentacion de Cx.
quinquefasciatus fueron los perros (8.8%) y los humanos (6.7%) (Tabla 12). Los gatos,
caballos y cerdos no fueron una fuente comin encontrada en los mosquitos y ningin
mosquito durante el afio se alimentd de las vacas. La proporcion de mosquitos que se
alimentaron de perros fue mas alta en septiembre (25%) y noviembre (20%) (Tabla 12).
En el mes de diciembre ninguno de los mosquitos que se colectaron presentd sangre de

mamiferos.

6.2.3. Indice de sangre humana (ISH) y valores de rango de forrajeo (RF).

El total del ISH fue de 6.7% (Tabla 13). En cinco ocasiones, el valor del ISH
mensual estuvo el valor del 10%. El mas alto valor se presentd en el mes de mayo (15%)
y en tres meses fue de 0% (febrero, marzo y diciembre) (Tabla 12). El numero de
humanos y de animales domésticos (mamiferos y aves), que residian en las casas que se
seleccionaron para colocar las cajas rojas fueron contados en su totalidad. De estos, 88
(41%) de los vertebrados fueron humanos, 45 (21%) fueron galliformes (gallinas y
pavos), 32 (15%) fueron perros, 14 (7%) fueron gatos, 5 (3%) fueron passeriformes y 4
(2%) fueron caballos. No se encontraron cerdos, vacas, ni columbiformes. Los humanos
fueron los vertebrados més abundante en las zonas de muestreo. Sin embargo el RF para
humanos fue <1.0 lo que indica que Cx. quinquefasciatus tiene una preferencia marcada a
otros huéspedes vertebrados (Tabla 13). Los rangos de forrajeo fueron calculados para
otros huéspedes vertebrados y de estos los rangos que fueron >1.0 se dieron en los

passeriformes (9.1) y galliformes (2.0) indicando una preferencia por estas aves.

6.2.4. Indice de alimentacion por huésped (1AH).

Se calcularon los IAH para cada par de huéspedes vertebrados revelando que los
humanos fueron la ultima fuente relativa de alimentacién sanguinea cuando se compara
con los passeriformes, galliformes, perros, caballos y gatos (Tabla 14). Los valores para
IAH no pudieron ser calculados para los columbiformes, cerdos o vacas debido a su

ausencia en los sitios de colecta. En congruencia los valores mas altos de IAH se
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presentaron en los passeriformes, seguidos por los galliformes, de aqui que estos dos

ordenes sean considerados las fuentes de alimentacion sanguinea preferida por CX.

quinguefasciatus.

Tabla 8. Numero de mosquitos Cx. quinquefasciatus capturados en las cajas rojas durante cada mes en
Meérida, Yucatan durante todo el afio de 2005.

NUmero de mosquitos capturados

Hembras
Mes Alimentadas No Gravidas | Machos | TOTAL (%)

alimentadas
Enero 44 54 0 103 201 (4.3)
Febrero 48 71 17 252 388 (8.4)
Marzo 39 103 18 246 406 (8.7)
Abril 49 88 10 254 401 (8.6)
Mayo 30 20 4 102 156 (3.4)
Junio 43 17 18 203 281 (6.0)
Julio 37 51 20 361 469 ( 10.1)
Agosto 125 94 48 542 809 (17.4)
Septiembre 47 36 16 141 240 (5.2)
Octubre 53 37 21 216 327 (7.0)
Noviembre 127 89 49 466 731 (15.7)
Diciembre 34 49 12 158 253 (5.4)
TOTAL 658 709 233 3044 4644 (100)

Tabla 9. Fuente de alimentacion sanguinea de Cx. quinquefasciatus capturados en las cajas rojas por mes
durante 2005 en Mérida, Yucatan. E1 ADN fue extraido de mosquitos alimentados y analizados por PCR
usando primers especificos universales de aves y mamiferos.

NUmero y porcentaje de alimentaciones sanguineas de aves y mamiferos

Mes Aves Mamiferos Total

Enero 17 (85) 3(15) 20 (100)
Febrero 18 (90) 2 (10) 20 (100)
Marzo 19 (95) 1(5) 20 (100)
Abril 18 (90) 2(10) 20 (100)
Mayo 12 (60) 8 (40) 20 (100)
Junio 18 (90) 2(10) 20 (100)
Julio 18 (90) 2 (10) 20 (100)
Agosto 14 (70) 6 (30) 20 (100)
Septiembre 14 (70) 6 (30) 20 (100)
Octubre 15 (75) 5(25) 20 (100)
Noviembre 14 (70) 6 (30) 20 (100)
Diciembre 20 (100) 0 (0) 20 (100)

TOTAL 197 43 240
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Tabla 10. Proporcion de alimentaciones sanguineas de Cx. quinquefasciatus de diferentes ordenes de aves
y especies de mamiferos en Mérida, Yucatan de Enero a Diciembre, 2005.

Fuente sanguinea
Huésped NUmero Porcentaje
Galliformes 113 47.1
Passeriformes 57 23.8
Columbiformes 27 11.2
Perro 21 8.8
Humano 16 6.7
Gato 3 1.2
Caballo 2 0.8
Cerdo 1 0.4
Vaca 0 0
TOTAL 240 100

Tabla 11. Fuente de alimentacion sanguinea de aves en mosquitos Cx. quinquefasciatus colectados en
Me¢érida. E1 ADN fue extraido de mosquitos alimentados y analizados por PCR usando primers especificos
que diferenciaban entre los 6rdenes passeriformes, columbiformes y galliformes.

NuUmero y porcentaje de alimentaciones sanguineas en

Mes aves Total en
Galliformes | Passeriformes | Columbiformes Total | conjunto
Enero 10 (50) 4 (20) 3 (15) 17 (85) | 20 (100)
Febrero 13 (65) 2(10) 2 (10) 18 (90) | 20 (100)
Marzo 17 (85) 2 (10) 1(5) 19 (95) | 20 (100)
Abril 15 (75) 2 (10) 1(5) 18 (90) | 20 (100)
Mayo 8 (40) 2 (10) 2 (10) 12 (60) | 20 (100)
Junio 5(25) 5(25) 8 (40) 18 (90) | 20 (100)
Julio 8 (40) 2 (10) 8 (40) 18 (90) | 20 (100)
Agosto 6 (30) 8 (40) 0 (0) 14 (70) | 20 (100)
Septiembre 4 (20) 9 (45) 1(5) 14 (70) | 20 (100)
Octubre 8 (40) 7 (35) 0 (0) 15 (75) | 20 (100)
Noviembre 8 (40) 6 (30) 0 (0) 14 (70) | 20 (100)
Diciembre 11 (55) 8 (40) 1(5) 20 (100) | 20 (100)

TOTAL 113 57 27 197 240
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Tabla 12. Fuente de alimentacion sanguinea de mamiferos en mosquitos Cx. quinquefasciatus colectados
en Mérida. E1 ADN fue extraido de mosquitos alimentados y analizados por PCR usando enzimas de
digestion que identificaban al huésped a nivel de especie.

NuUmero y porcentaje de alimentaciones sanguineas de mamiferos
Total de
Mes Perro | Humano | Gato | Caballo | Cerdo | Vaca | Mamiferos ;:r(;)r?l:r??o
Enero 15) | 200 [ 0o© | 00 | 00 | 0(0 3(15) 20 (100)
Febrero 1(5) 0(0) 1(5) 0 (0) 0(0) | 0(0) 2 (10) 20 (100)
Marzo 1(5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 1(5) 20 (100)
Abril 0 (0) 1(5) 0 (0) 0 (0) 1(5 | 0(0) 2 (10) 20 (100)
Mayo 3(15) | 315 200 00 | 0 | 0(0) 8 (40) 20 (100)
Junio 00) | 2100 | 00 | 00 [ 00 | 0(0 2(10) 20 (100)
Julio 0 (0) 2 (10) 0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 2 (10) 20 (100)
Agosto 3(15) | 2(10) 0 (0) 1(5) 0(0) | 0(0) 6 (30) 20 (100)
Septiembre | 5 (25) 1(5) 0 (0) 0 (0) 0() | 0(0) 6 (30) 20 (100)
Octubre | 3(15) | 1(5) 00) | 15 | 00 | 0(0 5(25) 20 (100)
Noviembre | 4(20) | 2(10) | 00) | 0 | 0(0) | 0(0) 6 (30) 20 (100)
Diciembre | 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 0(0) 20 (100)
TOTAL 21 16 3 2 1 0 43 240
Tabla 13. Rangos de forrajeo para mosquitos Cx. quinquefasciatus en Mérida, Yucatan.
Huésped % Poblacion del | % Alimentacion Rango de
huésped sanguinea forrajeo
Humano 47 6.7 0.1
Perro 17 8.7 0.5
Gato 7.4 1.3 0.2
Cerdo 0 0.4 -
Vaca 0 0.0 0.0
Caballo 2.1 0.8 0.4
Galliformes 23.9 47.1 2.0
Passeriformes 2.6 23.7 9.1
Columbiformes 0 11.3 -
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Tabla 14. indice de alimentacion especifica de mosquitos Cx. quinquefasciatus de Mérida, Yucatan para
cada par de alimentaciones por huésped vertebrado.

Huésped 1 Huésped 2 HFI
Passeriformes 0.0
Galliformes 0.1
Humano Pero 0.3
Gato 0.8
Caballo 0.4
Galliformes 4.5
Perro 17.4
Passeriformes Gato 53.2
Caballo 22.8
Perro 3.8
Galliformes Gato 11.7
Caballo 5.0
Perro Gato 3.1
Caballo 1.3
Gato Caballo 0.4

"HFTIs para los vertebrados no presentes en los sitios de estudio no fueron calculados

6.3. Determinacion de la distribucion temporal y estructura de edades, tasa de

inseminacion y estado troéfico, usando tres métodos de captura.

6.3.1. Distribucion temporal de los mosquitos capturados durante una afio de
colecta.

Un total de 34,057 mosquitos adultos pertenecientes a 5 especies fueron
colectados del mes de Enero al mes de Diciembre de 2005 (Tabla 15), de estos un total de
30 221 (88.7%) fueron identificados como Cx. quinquefasciatus, 2 083 (6.1%) fueron
Ae. aegypti, 1 746 (5.1%) fueron Oc. taeniorhynchus, 4 individuos fueron identificados
como Cx. coronator y 3 fueron An. albimanus. La especie Cx. quinquefasciatus fue la
mas abundante en cada mes. La maxima abundancia relativa fue de (99.3%) y ocurri6 en
Febrero. La abundancia minima fue de (51.3%) en Julio y en sentido contrario se
incremento el numero de Ae. aegypti y Oc. taeniorhynchus. Novecientos treinta y dos
individuos (53.3%) de la especie Oc. taeniorhynchus y 297 (14.4%) de Ae. aegypti fueron
colectados en ese mes. La abundancia relativa para Ae. aegypti estuvo en el rango de

0.4% a 11.8% (Febrero y Julio, respectivamente). La abundancia relativa para Oc.
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taeniorhynchus estuvo en el rango de 0% a 36.9% (Marzo/Diciembre y julio,
respectivamente).

El aumento de las poblaciones de mosquitos, usualmente siguidé después de los
periodos de lluvias fuertes. Un total de mosquitos: 9 852 (32.6%) Cx. quinquefasciatus,
916 (44.0%) Ae. aegypti y 1 599 (91.6%) Oc. taeniorhynchus fueron colectados de junio-
agosto en donde un poco mas de la mitad de la precipitacion anual ocurrié en ese periodo
(572.6 mm, 52.3%) (Figura 25, Tabla 15). Un segundo pico poblacional de Cx.
quinquefasciatus ocurri6 en febrero donde se colectaron 3 798 mosquitos (12.5%). Sin
embargo la lluvia fu solamente 0.9 mm y en enero no hubo lluvias, el incremento de
mosquitos CX. quinquefasciatus se pudo deber a una relativa baja temperatura y

subsiguiente baja evaporacion que ocurre durante los primeros meses del afio.

6.3.2. Distribucion temporal de Cx. quinquefasciatus mediante diferentes métodos de
captura.

Un total de 19 147 (56.3%) mosquitos de todas las especies fueron colectados
usando las trampas mosquito magnets, de estos 10 099 (29.6%) fueron colectados usando
la aspiradora de mochila, mientras que 4 811 (14.1%) fueron colectados usando las cajas
rojas (Tabla 16). Las maquinas mosquito magnets proveen un eficiente método de
captura para Cx. quinquefasciatus. De los 30 221 Cx. quinquefasciatus colectados: 16
266 individuos que representan el 53.8%, fueron capturados mediante el uso de las
maquinas mosquito magnets, mientras que 9 310 (30.8%) y 4 645 (15.4%) fueron
colectados usando la aspiradora de mochila y las cajas rojas respectivamente. Las
maquinas mosquito magnets también resultaron mas eficientes para colectar hembras de
Cx. quinquefasciatus. Un total de 16 578 hembras de Cx. quinquefasciatus fueron
colectadas y de estos individuos colectados un total de 11 722 (70.7%) fueron capturadas
usando las maquinas mosquito magnets, mientras un total de 3 256 (19.6%) y 1 600
(9.7%) fueron colectadas usando la aspiradora de mochila y las cajas rojas
respectivamente, la tasa de inseminacion de todas las hembras durante todo el afio fue del
98%, no habiendo variacion entre métodos ni entre meses. Las hembras de Cx.
quinquefasciatus fueron capturadas en las maquinas mosquito magnets con mayor

frecuencia que los machos, la proporcion de hembras a machos fue de 1:0.4. En contraste,
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los machos fueron mas frecuentes usando los otros dos métodos de colecta. La
proporcion de hembras a machos colectados usando cajas rojas y aspiradora de mochila

fue de 1:1.9 y 1:1.8 respectivamente.

6.3.3. Estados troficos de los mosquitos colectados con diferentes métodos de colecta.

De los 11 722 mosquitos hembras de Cx. quinquefasciatus colectadas con las
maquinas mosquito magnet, un total de 10 703 (91.3%) fueron no alimentadas
(clasificadas como estado de Sella I), 694 (5.9%), fueron total o parcialmente alimentadas
(estados de Sella II al V) y 325 (2.8%) fueron gravidas (estados de Sella VI-VII) (Tabla
17). Se colectaron un total de 3 266 hembras de Cx. quinquefasciatus usando la mochila
aspiradora, de estos individuos un total de 1 651 (50.7%) fueron no alimentadas, total o
parcialmente alimentadas fueron 1 037 (31.8%) mientras que 578 (17.8%) resultaron
gravidas (Tabla 18). Usando las cajas rojas se colectaron 1 600 hembras de Cx.
quinquefasciatus y de estas un total de 709 (44.3%) fueron no alimentadas, 658 (41.1%)
fueron total o parcialmente alimentadas y solo 233 (14.6%) eran gravidas (Tabla 19). Sin
embargo el mayor nimero de mosquito hembras de Cx. quinquefasciatus recién
alimentadas fueron colectadas usando la mochila aspiradora y en proporcioén la mayoria
fueron capturadas usando las cajas rojas.

Se observaron variaciones estacionales en el estado de alimentacién de los
mosquitos (Tablas 17-19). La proporcion de mosquitos alimentados con sangre usando
cajas rojas y la mochila aspiradora fue mayor en el mes de junio (55.1% y 51.3%,
respectivamente). La proporcion de mosquitos alimentados fue baja en los meses de
marzo (24.4%) y enero (21.7%), respectivamente. En contraste con la maquina mosquito

magnet el rango estuvo entre 2.1% en julio y 9.3% en abril.

6.3.4. Analisis de los datos.

Se realiz6 un analisis de frecuencias con el total de ejemplares colectados por
especie en cada mes y método de colecta. Asi también, para Cx. quinquefasciatus, el
Estado de Sella por mes para cada método de colecta y para el mes y hora de la captura.

Se compararon los tres métodos de captura mediante un analisis de varianza, los andlisis
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fueron efectuados con el paquete estadistico SPSS 15. Se encontr6 diferencia altamente

significativa entre los tres métodos de captura (F =7.120, p <0.01).
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Figura 25. Variacion estacional en la composicion de especies de mosquitos y su abundancia en Mérida,
Yucatan de enero a diciembre de 2005.
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Tabla 15. Variacion estacional en la composicion de especies de mosquitos y su abundancia en Mérida, Yucatan de Enero a Diciembre de 2005

Temperatura Especies ®Abundancia
Mes mg;‘;um;d('ooc) CX. Ae. ~Oc, Cx. An. relativa de Cx.
quinguefasciatus aegypti taeniorhynchus | coronator | albimanus | TOTAL quinquefasciatus

Enero 23.7 1,280 (4.2%) 13 0(.6%) 3 (0.2%) = - 1,296 98.8
Febrero 24.8 3,789 (12.5%) | 17 (0.8%) 10 (0.6%) - - 3,816 99.3
Marzo 26.7 1,355 (4.5%) 13 (0.6%) - (0.0%) - - 1,368 99.0
Abril 27.2 1,782 (6.0%) | 132  (6.3%) 4 (0.2%) - - 1,918 92.9
Mayo 28.7 2,308 (7.6%) 46 (2.2%) 27 (1.5%) - - 2,381 96.9
Junio 28.2 3,124 (10.3%) | 258 (12.4%) | 390 (22.3%) - - 3,772 82.8
Julio 28.1 1,294 (4.3%) | 297 (14.3%) | 932 (53.4%) - - 2,523 51.3
Agosto 28.1 5,434 (18.0%) | 361 (17.3%) | 277 (15.9%) - 1 6,073 89.5
Septiembre 28.0 2,959 (9.8%) | 270 (13.0%) | 93 (5.3%) 3 2 3,327 88.9
Octubre 26.0 2,076 (6.9%) | 203  (9.7%) 7 (0.4%) 1 - 2,287 90.8
Noviembre 24.4 2,520 (83%) | 183  (8.8%) 3 (0.2%) - - 2,706 93.1
Diciembre 24.7 2,300 (7.6%) | 290 (13.9%) - (0.0%) - - 2,590 88.8
TOTAL - 30,221  (100%) | 2,083 (100%b) | 1,746 (100%) 4 3 34,057 88.7

%0, porcentaje
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Tabla 16. Eficacia de tres métodos de trampeo para colecta de mosquitos de enero a diciembre de 2005.

Metodo Sexo Especies TOTAL
de Cx. Ae. Oc. Cx. An.
trampeo guinquefasciatus aegypti taeniorhynchus | coronator | albimanus
Mosquito | Hembras | 11,722  38.8% 605 29.0% | 1,547 88.6% 2 3 13,879  40.8%
magnet Machos 4,544  15.0% 724 34.8% - - - - 5,268 15.5%
(Total) | (16,266) (53.8%) | (1,329) (63.8%) | (1,547) (88.6%) ) (3) (19,147) (56.3%)
Aspiradora | Hembras | 3,256 10.8% 204 9.8% 193 11.1% 2 - 3,655 10.7%
de mochila | Machos 6,054 20.0% 390 18.7% - - - - 6,444 18.9%
(Total) | (9,310) (30.8%) | (594) (28.5%) | (193) (11.1%) 2) - (10,099) (29.6%)
Cajas Hembras | 1,600 5.3% 64 3.1% 6 0.3% - - 1,670 4.9%
rojas Machos 3,045 10.1% 96 4.6% - - - - 3,141 9.2%
(Total) | (4,645) (15.4%) | (160) (7.7%) | (6)  (0.3%) - - (4.811) (14.1%)
TOTAL 30,221  100% | 2,083 100% | 1746  100% 4 3 34,057  100%
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Tabla 17. Estado de alimentacion sanguinea de

mosquito magnet.

Cx. quinquefasciatus colectadas con las maquinas

®Estados de Sella Total | PPorcentaje
Mes | I i v \Y/ VI- | Hembras | alimentado
VII

Enero 417 19 2 0 0 0 438 4.8
Febrero 420 0 49 2 0 144 615 8.3
Marzo 466 3 10 3 3 0 485 3.9
Abril 525 48 5 0 2 9 589 9.3
Mayo 379 7 6 8 3 14 417 5.8
Junio 1 348 33 5 6 2 15 1 409 33
Julio 282 0 5 1 0 4 292 2.1
Agosto 2028 48 14 19 11 43 2163 4.3
Septiembre | 1 645 61 20 33 25 56 1 840 7.6
Octubre 936 51 5 5 5 31 1033 6.4
Noviembre | 1033 53 11 17 5 3 1122 7.7
Diciembre | 1224 61 24 2 2 6 1319 6.7
TOTAL | 10703 | 384 | 156 96 58 325 11722 5.9

“Estados de Sella I: sin alimentar, Estados de Sella II al V: alimentadas, Estados de Sella VI-VII: gravidas

"Porcentaje de alimentacion parcial/completa (estados de Sella 1T al V) de hembras de Cx.

quinquefasciatus colectadas cada mes.

Tabla 18. Estado de alimentacion sanguinea de Cx. quinquefasciatus colectadas con la mochila aspiradora.

®Estados de Sella Total | PPorcentaje
Mes | 1 1 v V VI- | Hembras | alimentado
VIl

Enero 95 26 3 0 2 17 143 21.7
Febrero 321 54 34 20 6 71 506 22.5
Marzo 89 18 8 7 2 12 136 25.7
Abril 91 16 11 16 11 33 178 30.3
Mayo 135 62 39 28 35 21 320 51.2
Junio 80 38 29 36 32 48 263 51.3
Julio 177 43 30 16 37 115 418 30.1
Agosto 393 85 27 30 48 144 727 26.1
Septiembre 48 16 4 11 16 38 133 353
Octubre 116 27 12 11 10 45 221 27.1
Noviembre 81 25 8 9 7 26 156 31.4
Diciembre 25 11 11 3 7 8 65 49.2
TOTAL 1651 | 421 216 187 213 578 3 266 31.8

Estados de Sella I: sin alimentar, estados de Sella II al V: alimentadas, estados de Sella VI-VII: gravidas

PPorcentaje de alimentacion parcial/completa (estados de Sella 1T al V) de hembras de Cx.

quinquefasciatus colectadas cada mes.
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Tabla 19. Estado de alimentacion sanguinea de Cx. quinquefasciatus colectadas en las cajas rojas.

®Estados de Sella Total °Porcentaje
Mes | 1 1 v \Y/ VI- | Hembras | alimentado
VI

Enero 54 44 0 0 0 0 98 44.9
Febrero 71 26 9 7 6 17 136 353
Marzo 103 12 9 14 4 18 160 24.4
Abril 88 17 9 14 9 10 147 333
Mayo 20 5 1 6 0 4 36 333
Junio 17 14 9 15 5 18 78 55.1
Julio 51 18 1 6 12 20 108 343
Agosto 94 47 18 31 29 48 267 46.8
Septiembre 36 25 3 9 10 16 99 47.5
Octubre 37 20 21 4 8 21 111 47.7
Noviembre 89 66 9 16 36 49 265 47.9
Diciembre 49 17 7 5 5 12 95 35.8
TOTAL 709 311 96 127 124 233 1,600 41.1

Estados de Sella I: sin alimentar, estados de Sella II al V: alimentadas, estados de Sella VI-VII: gravidas
"Porcentaje de alimentacion parcial/completa (estados de Sella IT al V) de hembras de Cx. quinquefasciatus
colectadas cada mes.

6.4. Biorritmo de picadura de Cx. quingquefasciatus capturados con maquinas

mosquito magnet®.

6.4.1. Horario de picadura mediante el uso de trampas mosquitos magnet.

Las colectas para determinar el bioritmo de picadura se realizaron en la tarde-
noche en el horario comprendido entre las horas 17:00 a las 24:00 horas, cinco dias por
semana por mes por sitio seleccionado, usando las maquinas mosquito magnet. Del mes
de mayo al mes de octubre ocurrid6 un pico de la actividad de las hembras de Cx.
quinquefasciatus de 23:00 a 24:00 horas (Tabla 20). Durante el mayor tiempo del ano,
Cx. quinquefasciatus fue usualmente mas activo de las 21:00 a las 22:00 horas, 6 22:00 a
las 23:00 horas. Las capturas de esta especie se dieron en mayor cantidad en los meses

de agosto y septiembre.
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Tabla 20. Actividad de picadura nocturna de Cx. quinquefasciatus.

Horas Numero de Cx. quinquefasciatus capturados en cada mes
Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio | Julio | Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre

17:00 - 15 0 0 8 0 1 5 3 0 0 0 1
18:00

18:00 - 28 12 10 10 0 7 13 57 3 3 3 11
19:00

19:00 - 19 7 13 25 3 27 17 44 77 56 13 130
20:00

20:00 - 18 15 23 90 20 176 21 112 91 86 68 76
21:00

21:00 - 18 19 43 79 34 108 33 139 120 23 43 225
22:00

22:00 - 48 28 37 105 40 116 48 117 148 16 45 122
23:00

23:00 - 73% 20 41 98 46 191 55 162 240 346 61 57
24:00

TOTAL | 146 101 167 415 143 626 192 634 679 530 233 622

*Los mayores numeros de cada mes estan en letra mas negra.
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6.5. Busqueda del genoma viral del VON en mosquitos Cx. quingquefaciatus mediante
métodos moleculares.

Se corrieron en total 685 pools cada uno de 50 mosquitos hembras de Cx.
quinquefasciatus para la bisqueda del VON en ellos, se inicio el proceso de busqueda
desde el mes de octubre de 2004 y se finalizo en marzo del 2007. El afio donde mas pools
se corrieron fue el de 2005, donde se probaron 440, siguiéndole el 2006 con 165 y en el
2007 solo se revisaron 25 (Tabla 21).

Del total procesado so6lo 6 resultaron positivos concordando con el tamafio de banda
de 407 pb, usando los primers WN 619 Reverse y el WN 212 forward aunque las bandas
fueron muy tenues. Estos positivos a PCR fueron uno en octubre de 2004, 4 en 2005
(enero, dos en mayo, diciembre) y 1 en 2006 (abril). Los productos de estos pools fueron
enviados a la Universidad Estatal de Colorado donde en el laboratorio de microbiologia
que cuenta con instalaciones de bioseguridad nivel III, se realizaron los intentos de
aislamientos inoculando los productos de PCR en cultivos de células Vero, sin embargo
no se observo dafo citopatico por lo que no se pudo continuar con el proceso de
secuenciacion y esto se debid a que muy probablemente a que hubo un proceso de

degradacion durante el envio (Tabla 21 y Figura 26).

Pool de mosquitos Control

| |




Figura 26. Gel de agarosa al 1.5%, donde se muestra un pool de mosquitos Cx. quinquefasciatus que
coincide con el peso molecular esperado para VON.

Tabla 21. Numero de pools de mosquitos Cx. quinquefasciatus hembras que se probaron en diferentes
meses y afios en busca del VON en ellos en la Ciudad de Mérida.

Fecha de Colecta No. De Pools Probados Pools Positivos
Afo 2004
Octubre 33 1
Noviembre 22 0
Total 55 1
Ao 2005
Enero 39 1
Febrero 32 0
Marzo 22 0
Abril 23 0
Mayo 24 2
Junio 42 0
Julio 41 0
Agosto 44 0
Septiembre 36 0
Octubre 39 0
Noviembre 49 0
Diciembre 49 1
Total 440 4
Ao 2006
Enero 17 0
Febrero 19 0
Marzo 28 0
Abril 13 1
Mayo 11 0
Junio 27 0
Julio 20 0
Agosto | 0
Septiembre 8 0
Octubre 6 0
Noviembre 11 0
Diciembre 4 0
Total 165 1
Afo 2007
Enero 17 0
Febrero 1 0
Marzo 0
Total 25 0
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DISCUSION

Desde el punto de vista epidemiologico, el conocimiento de la composicion de
edades y el estado trofico de una poblacion de mosquitos tiene importancia en la
transmision de virus, ya que los periodos de transmision pueden relacionarse con las altas
tasas de paridad (Rush y Templéis, 1967). Ademas Solis (1995) menciona que son de
utilidad en la estimacion de la tasa diaria de sobrevivencia y el ciclo gonotréfico,
pardmetros importantes en la determinacion de la capacidad vectorial de las poblaciones

de vectores.

Cabe mencionar que Schreiber et al., (1993) menciona que durante su colecta en
sitios de reposo en Irvine, California predominaron los machos de Cx. quinquefasciatus
sobre las hembras, concluyendo que el mayor nimero de mosquitos machos capturados
es debido probablemente a que cercanos a los sitios de colecta se encuentran los criaderos
y también a que estos son mas susceptibles a los cambios climaticos y en general a la
fuerza del viento. En el estudio realizado en Mérida usando las cajas rojas, se obtuvo una
tendencia similar en la proporcion mayor de machos colectados. Otros resultados
parecidos presentaron con este método McHugh (1989) con An. freeborni; Solis (1995)
con Cx. tarsalis y Baak (2004) con Cx. quinquefasciatus en Mérida, Yucatan.

En la fase de lluvia la captura de mosquitos fue mayor y solamente se registro
lluvia en los primeros tres dias de colecta, de acuerdo con Stricman (1988) en un estudio
realizado en San Antonio, Texas, se observdé que barquillas de huevecillos de Cx.
quinquefasciatus aumentaron a las dos semanas después del periodo de lluvia. También
menciona que cuando la lluvia excede los 20 mm en 24 horas, el nimero de barquillas de
huevecillos se reducen a la mitad. En la época de secas como era de esperarse, la captura
de mosquitos fue menor, por lo que la lluvia juega un papel muy importante en la
presencia de este mosquito en la ciudad de Mérida.

Stricman (1988) también revisa la influencia de la temperatura sobre la
oviposicion de Cx. quinquefasciatus, observando una gran oviposicion cuando la
temperatura minima fue superior a los 22° C. En contraste Mercado et al., (2006)

concluye que la temperatura no es un factor limitante en la abundancia como lo es la
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lluvia. En este estudio, la abundancia de los mosquitos estuvo mejor asociada con la
lluvia, ya que en ambos periodos la temperatura fue superior a los 22°C.

Aparentemente, la disponibilidad de agua en la ciudad de Mérida, Yucatan y la
cercania de criaderos influyen en la presencia de hembras de menor edad, tal y como lo
citan Solis (1995) quien estudi6 a Cx. tarsalis en Monterrey, Nuevo Ledén y
posteriormente Arredondo et al., (1998) en el Sureste de México con An. vestitipennis,
ambos en temporada de lluvia.

Otro aspecto a considerar en este estudio es que la colecta de hembras alimentadas
siempre fue mayor a las no alimentadas en ambos periodos; Day y Curtis (1999)
observaron una correlacion positiva entre alimentacion sanguinea de Cx. nigripalpus y la
lluvia. Estos mencionan que es debido a que la precipitacion influye en la actividad de
vuelo del mosquito y su comportamiento en busca de hospederos.

Cabe mencionar que en la época de secas del estudio el numero de hembras no
alimentadas tuvo un incremento, seguida de las hembras recién alimentadas y las medio
gravidas, resultados similares obtuvieron Ramaiah y Das (1992) al estudiar una poblacion
de Cx. quinquefasciatus. Estos observaron que las hembras parcialmente alimentadas
puede deberse también la habilidad defensiva de los hospederos y de esta manera se
retarda la duracion del ciclo gonotroéfico. Ellos estimaron un ciclo de 5 dias.

En este estudio para estimar sobrevivencia y la duracién del ciclo gonotréfico
utilizamos el analisis de series de tiempo de Birley y Rajagopalan (1981) porque este
método permite muestrear de manera uniforme individuos recién alimentados con sangre
a intervalos diarios y separados dentro de grupos de paridas y nuliparas, la mayoria de los
individuos toman una sola alimentacion sanguinea por ciclo gonotréfico y completan este
ciclo con el mismo numero de dias. Ademas todos los individuos repiten el ciclo con la
misma probabilidad de sobrevivencia o dispersion a lo largo de su vida.

Cabe mencionar que se prefirid6 el método de las series de tiempo ya que el
método Marca-liberacidon-recaptura, presenta desventajas porque requiere de un gran
numero de individuos distinguibles de otros grupos que coinciden en el campo; asi
mismo, la sobrevivencia puede ser afectada por la modificacion del comportamiento
inducido por el colorante y perder el muestreo debido a la dispersion (Rodriguez et al.,

1995).
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Aunque los datos, obtenidos no se ajustaron al criterio de Birley y Rajagopalan
(1981) y Mutero y Birley (1987) debido a que ninguna correlacion fue significativa, por
lo tanto nos basamos en el criterio de Bockarie et al, (1995) que dice que si las
correlaciones mas altas se repiten en el mismo periodo de tiempo, este indica el numero
de dias del ciclo, en este caso fueron 4 dias en ambos periodos. Los mosquitos
alimentados con sangre llegan a ser completamente gravidas después de 4 dias, indicando
que el ciclo gonotrdéfico ocupa un minimo de cuatro dias.

De acuerdo con Birley y Rajagopalan (1981) las altas correlaciones del dia cero
no se toman como indicador en la duracion del ciclo gonotréfico porque representan la
correlacion entre pares de datos del total de paridas y total de hembras capturadas en el
mismo dia. La gran significancia del coeficiente de correlacién cruzada (r) obtenida
después del dia cero (U=0) es la mejor estimacion del numero de dias para el ciclo
gonotroéfico.

La duracion del ciclo gonotrofico de 4 dias en una poblacion de Cx.
quinquefasciatus en la ciudad de Mérida, Yucatan, concuerdan con los resultados
obtenidos por Birley y Rajagopalan (1981) en la India, colectadas en sitios de reposo; asi
como Milby y Reisen (1989) en California mediante el método marca-liberacion-

recaptura.

Por otro lado, Nessa et al, (1986) al realizar un estudio en California, estimo una
duracion de 3 dias el ciclo gonotrofico de Cx. quinquefasciatus. Igualmente, Elizondo et
al, (2006) reporta entre 2 y 3 dias la duracion en la misma especie en Monterrey, México.
El primero menciona que el corto tiempo del ciclo se debe a que la mayoria de los
mosquitos capturados fueron paridos y estas toman un tiempo menor en la oviposicion
por que sus ovarios estan alrededor de la mitad o después del estado de Christopher II de
desarrollo. Sin embargo en los resultados que se obtuvieron en Mérida, en ambos
periodos de estudio no se ajustaron a los tres dias, la diferencia en la duracién del ciclo
gonotrdéfico pudo haber sido también a que estos autores usaron en su estudio el método
marca- liberacion- recaptura y el numero de hembras disectadas fue menor.

En contraste, Milby et al., (1991) al estudiar poblaciones de Cx. quinquefasciatus
a temperaturas frias de mayo a septiembre en California, estimo la duracion del ciclo

gonotrofico superior a 4 y 5 dias. Normalmente a bajas temperaturas y humedad, la
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digestion de la sangre y desarrollo de los ovarios es lento y en verano estos procesos
aumentan y el ciclo es corto (Nessa et al., 1986 y Rua et al., 2005). Nuestro estudio de
ambas ¢épocas, presentaron altas temperaturas y humedad, probablemente a estas
condiciones del ambiente se debe el ciclo gonotréfico de 4 dias de Cx. quinquefasciatus.

Rebollar et al., (1995) reporta en la ciudad de Mérida, Yucatan, para Ae. aegypti
un ciclo gonotréfico de 7 dias; la diferencia de tres dias mayor respecto a nuestros
resultados se debe a que esta especie toma mas de una alimentacion sanguinea en un solo
ciclo gonotrofico.

En otros resultados similares a los hallados en este estudio, McHugh (1986)
estim6 en Sheridan, California, en 4 dias la duracién del ciclo gonotréfico de An.
freeborni en hembras alimentadas y 6 dias para las hembras no alimentadas. El mismo en
1990 obtuvo un ciclo gonotréfico de 5 y 7 dias para hembras alimentadas y no
alimentadas de Cx. tarsalis, respectivamente. En este caso los dias extras para completar
una oviposicion de las hembras no alimentadas se debe al periodo requerido por los
mosquitos recién emergidos para madurar y aparearse antes de su primera alimentacion
sanguinea.

El incremento en el numero de hembras alimentadas en la coleccion, aumenta el
indice de paridad, inversamente, un incremento en el numero de hembras no alimentadas
puede disminuir la paridad, influyendo en la sobrevivencia diaria (McHugh, 1989; Ulloa
et al., 2005). En nuestra primera parte del estudio el numero de hembras alimentadas
paridas duplico el numero de hembras nuliparas lo que puede explicar el gran nivel de
significancia de la sobrevivencia (0.91); por el contrario en la segunda parte del estudio el
numero de hembras nuliparas fue mayor a las paridas y la sobrevivencia diaria disminuyd
(0.78).

A su vez, Birley y Rajagopalan (1981) en un estudio realizado en Kenya sobre Cx.
quinquefasciatus con series de tiempo obtuvieron un nivel bajo de sobrevivencia diaria
(0.28). Al igual que en nuestro estudio en época de secas las hembras nuliparas
abundaron y la sobrevivencia diaria decrecid. Esto fue probablemente a la disponibilidad
de agua del 4area estudiada, discutido anteriormente.

Asi mismo en California, Milby y Reisen (1989) estudiaron una poblacion de Cx.

quinquefasciatus con el método marca - liberacion — recaptura y estimaron un indice
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menor de sobrevivencia diaria en 0.77, similar a nuestros resultados en época de secas
(0.78), y en 1991 en la misma especie y método obtuvo una sobrevivencia entre 0.65 y
0.85.

Posteriormente en Monterrey, México, Elizondo et al., (2006) estimaron la
sobrevivencia diaria de Cx. quinquefasciatus en 0.87 colectadas con ovitrampas.
Resultado similar al nuestro en época de lluvias (0.91). En ambos estudios el gran nivel
de significancia se debio probablemente a que se capturaron un gran nimero de hembras
alimentadas y gravidas.

Con respecto a la vitelogénesis, al inicio del experimento todas las hembras
disectadas se encontraron con estado de Christopher II. A si mismo Rosay (1969)
menciona que el estado I o II puede ser un estado de reposo normal antes de la primera
alimentacion sanguinea en CX. quinquefasciatus. Igualmente en Chiapas, México, Ulloa
et al., (2005), reporta este nivel de desarrollo al inicio de su estudio con la especie An.
vestitipennis.

En general, la mayor parte de los mosquitos toman una sola alimentacion
sanguinea para un ciclo de oviposicion (Detinova, 1962), a su vez Mekuria et al., (1991)
menciona que el ciclo gonotrofico puede ser obtenido de manera indirecta, si al desarrollo
completo de la oogénesis se le suma 24 horas, el cual es el tiempo requerido para
localizar un sitio de oviposicion, poner huevecillos y tomar una siguiente alimentacion
sanguinea. Cuando este criterio fue usado en nuestros datos, la estimacion del ciclo
gonotroéfico fue de 4 dias.

En este estudio en Mérida el minimo tiempo requerido de 48 horas para el
desarrollo de huevecillos o estado de Christopher V coincide con los datos obtenidos por
Smith (1966) en una poblacion de Cx. quinquefasaciatus bajo condiciones de laboratorio.
Sin embargo este observé que el desarrollo de la oogénesis se completo hasta la hora 84.
La diferencia mayor de 12 horas respecto a los que se hallaron aqui, se debio
probablemente a que este trabajo con hembras nuliparas recién emergidas, mientras que
las disecciones realizadas en M¢érida era una mezcla de hembras parida y nuliparas
colectadas en campo.

En Colombia, Rua et al, (2005) observo diferencias significantes en la duracion

media del desarrollo de oocitos basado sobre estados de Christopher con respecto a la
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temperatura. De acuerdo a la media del tiempo de desarrollo, el estado de Christopher V
en An. albimanus fue completado después de 66.2 y 73.1 horas a 27 y 30°C
respectivamente, comparado a 91.2 horas a 24°C. Sin embargo en nuestro estudio CX.
quinquefasciatus mantenido a 25°C complet6 el desarrollo a las 72 horas.

Al igual que con la series de tiempo y determinacién de la vitelogénesis, la
duracion del ciclo gonotrofico fue estimado en 4 dias para Cx. quinquefasciatus en la
ciudad de Mérida, Yucatan tanto en épocas de lluvia como de secas. El no hallar
diferencias en la duracion del ciclo gonotréfico entre temporadas y método,
probablemente se deba caracteristicas propias de la especie y a la poca variacion de
temperatura en ambas épocas.

El segundo objetivo de este trabajo que fue el determinar el patrén de seleccion de
huéspedes del mosquito Cx. quinquefasciatus durante un afno. asi como el indice de
sangre humana, rango de forrajeo e indice de alimentacion por huésped. Se demostro que
las poblaciones de Cx. quinquefasciatus en la ciudad de Mérida, tienen una marcada
preferencia de alimentarse de aves mas que de mamiferos, ya que mas del 82% de los
mosquitos durante el afio presentaban sangre de ave y fue siempre superior en porcentaje
que de sangre de mamiferos, asi también es de resaltar que el método para identificar las
fuentes de alimentacidon en estos mosquitos es muy sensible y especifico, ya que puede
identificar a niveles de ordenes para las aves y especies para los mamiferos, ya que las
fuentes que se identifican, son por encontrar similitudes de ADN en el interior del
estomago del mosquito y no reacciones antigénicas que en ocasiones pueden ser
inespecificas para cada grupo (Lee et al., 2002).

Estos resultados son de suma importancia en la incriminacion de esta especie en la
transmision del VON en la region, ya que durante el ciclo de transmision las aves juegan
un papel de amplificadoras de este virus en la naturaleza y los mosquitos muy
probablemente de esta especie son los que lo transmiten a otras aves, mamiferos y
seguramente en corto tiempo a los humanos, por otra parte y fortaleciendo estas
prefrencias se ven mas marcadas en los meses de septiembre a diciembre, que son meses
reportados en que ocurre la mayor cantidad de migracidon de las aves hacia las zonas
calidas de la Peninsula de Yucatdn, muchas de estas especies de aves pueden traer

consigo el VON y mantener un ciclo enzootico discreto entre las poblaciones de aves y
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mosquitos locales y asi diseminar la presencia de este virus en regiones aun no reportadas
de actividad (Kramer et al., 2008).

La preferencia de alimentarse de aves ha sido documentada para Cx.
quinquefasciatus en otras areas. Tempelis (1975) mencioné que este mosquito se
alimento casi exclusivamente de aves, pero también se aliment6 de perros y bovinos, con
un total de alrededor de 31% de alimentacion de mamiferos. Hess et al., (1968) encontrd
que el 99% de los Cx. quinquefasciatus colectados en Hawai se alimentaron de aves.
Zimmerman et al., (1988) en el Cairo, Egipto encontré6 que Cx. pipiens se alimento
primariamente de ungulados (85.0%), humanos (14.0%) y de aves (0.6%) esta ultima
tasa fue baja a pesar de la abundancia de animales domésticos en el area. Irby y
Apperson, (1988) reportaron que el 95% de los mosquitos colectados en Carolina del
Norte contenian sangre de ave (39% de aves galliformes).

Sin embargo en Louisiana, Niebylski y Meek, (1992) encontraron que los perros
(69.2%) fue el hospedero mas frecuente para alimentarse de Cx. quinquefasciatus,
seguido de aves (16.3%) y humanos (11.1%). En Arizona, Zinser, et al., (2004)
encontraron que el 50% de esta especie de mosquito contenia sangre humana, el 32%
sangre de ave y el 12% sangre de perro. Esto nos muestra que el medio local y las
condiciones ecoldgicas pueden influenciar las preferencias de alimentacion de
hospederos de Cx. quinquefasciatus. En Monterrey al Norte de México (Elizondo et al.,
2006), se encontrd también la misma preferencia a las gallinas sobre otros huéspedes,
aunque alli si se observo que después de estas la alimentacion mas frecuente eran la de
los humanos, por lo que si hubo una asociacion entre estos dos vertebrados.

Considerando también a los huéspedes mamiferos mas frecuentes en la
alimentacion de Cx. quinquefasciatus en Mérida, habria que mencionar que el porcentaje
de mosquitos que se alimento de perros (8.8%) fue un poco mas alto que la de los
humanos (6.7%), también esto en ocasiones puede ser presumible ya que de hecho hay
que considerar que esta especie ha sido reportada como vector de Dirofilaria immitis en
perros, de alli que su posible relacion huésped-vector es natural (Tiawsirisup y Nithiuthai,
20006).

Se debe considerar que el resultado obtenido en este estudio, fueron de mosquitos

individuales que se hallaban reposando su alimentacion sanguinea en una de las cajas
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rojas que se colocaron en los patios de los casas seleccionadas, muy probablemente estos
mosquitos también pudieron seleccionar su alimentacion debido a la disponiblidad del
huesped, porque seguramente si los mosquitos colectados hubiesen sido de los interiores
de las casas los resultados variarian como sucedié en Kenya en donde el valor del indice
de sangre humana fue mayor dentro de los domicilios que en el exterior (Muturi et al.,
2008).

En respuesta a la reciente introduccion del VON en la Peninsula de Yucatan y el
rol importante en el que participa Cx. quinquefasciatus en los Estados Unidos, se realizo
este estudio para conocer la abundancia estacional, estados de alimentacion y biorritmo

de picadura de esta especie que ha sido reportada en la ciudad de Mérida.

En relacion con el objetivo acerca de la distribucion temporal y estructura de edades, tasa
de inseminacion y estado trofico de Cx. quinquefasciatus en un afio de muestreo usando,
tres métodos de captura. Se halldé que el mosquito Cx. quinquefasciatus fue bastante
abundante durante todo el afio de 2005; esta especie fue mas del 88% de todas hembras
de mosquitos de todas las especies colectadas en ese ano. Estos datos sugieren que las
poblaciones de Cx. quinquefasciatus en Yucatan puede llegar a ser un vector competente
de VON, debido a su presencia y persistencia en esta region. Como era de esperarse las
poblaciones de mosquitos Cx. quinquefasciatus fueron mayores durante la época de
lluvias y se vio una asociaciéon que después de periodos donde ocurrian fuertes lluvias,
existia una proliferacion de mosquitos esto ha sido reportado por otros autores
(Degaetano, 2005; Moreno et al., 2007; Shililu et al., 2004). Esta informacion también es
muy importante porque permite conocer en que momento del afio este mosquito es mas
abundante y por lo tanto en que momento se debe de poder controlarlo o sugerir a la
poblacion la utilizacion de métodos repelentes a la picadura de esta especie y evitar
futuras enfermedades.

En este estudio se utilizaron tres diferentes métodos de colecta y cada uno tuvo
diferente comportamiento en relaciéon con la captura de mosquitos adultos de Cx.
quinquefasciatus de tal forma que estadisticamente fue alta esta diferencia. Las maquinas
Mosquito magnets fueron mas efectivas en la captura en mayor cantidad de mosquitos

hembras que las cajas rojas y las capturas con la aspiradora de mochila La proporcion de
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hembras con machos de Cx. quinquefasciatus fue también mayor cuando se usaron las
maquinas mosquito magnet, ya que estas utilizan como uno de sus cebos el CO, y se ha
demostrado que esto incrementa la cantidad de hembras colectadas, ya que esta atrae mas
hembras que machos (Reisen y Pfuntner, 1987). Otra ventaja de las maquinas mosquito
magnet es que requiere menos esfuerzo en la colecta que en las colectas de mosquitos
usando cajas rojas y la mochila aspiradora. Sin embargo las cajas rojas y la mochila
aspiradora proveen una mayor cantidad de mosquitos hembras alimentadas y que pueden
determinarnos de que fuente alimenticia se alimentaron, asi como diversos estudios de
desarrollo oogenico o de ciclo gonotréfico (Reisen y Pfutner, 1987).

De tal forma dependiendo de los objetivos que se pretendan cubrir en un futuro,
este estudio sirvid para demostrar que si lo que se necesita, es hacer una vigilancia del
VON en alguna ciudad y por lo tanto es necesario una gran cantidad de mosquitos CX.
quiquefasciatus, es conveniente usar las maquinas mosquito magnets, ahora bien si es
importante patrones de alimentacion, comportamiento de reposo, o algin requerimiento
ecologico de esta especie, se pueden usar las cajas rojas o la mochila aspiradora. Aunque
sin lugar a dudas las cajas rojas son mas practicas y mas seguras de hallar mosquitos en
cualquier momento del dia, siempre y cuando la caja roja este en un lugar sombreado
(Williams yGingrich, 2007).

Por otra parte, otros de los aspectos estudiados de Cx. quignuefasciatus en la ciudad
de M¢érida, fue el periodo donde tuvo mayor actividad de picadura o bioritmo de picadura,
se decidio para realizar este proceso, la utilizacién de las maquinas mosquito magnet, la cual
al liberar CO, y octanol, hacen un buen huesped potencial de alimentacién para los
mosquitos hambrientos y no se exponen seres humanos, ni tampoco se utilzan animales que
seria dificil su mantenimiento y manejo. De tal forma que los resultados del bioritmo de
picadura de Cx. quinquefasciatus fueron que esta especie es usualmente mas activa en el
mes de mayo de 23:00-24:00 y durante el resto del afio que es de las 21:00-23:00 esto es de
esperarse ya que en el mes de mayo es el mes de mayor calor y al final de este mes
empezaran las lluvias, durante el resto del afio la temperatura disminuye a partir de las 20:00
y la humedad aumenta. De tal forma se ha observado este comportamiento en otros estudios,
los cuales han mostrado que los mosquitos hembras de Cx. quinquefasciatus son mas activas

en la noche que por las tarde. Por ejemplo en estudios en los que se analizé a esta especie en
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la India y en Tailandia revelaron que el mayor pico de actividad se desarrolla entre las
22:00-23:00 horas (Gowda y Vijayan, 1993; Pipitgool et al., 1998).

El pico de mayor actividad de busqueda de alimento por las hembras ocurre
después del anochecer, seguramente esto esta también relacionado con la transmision de
enfermedades y obviamente con el VON, ya que las especies de aves que son las
amplificadoras de este virus permanecen inactivas sobre arbustos y por lo tanto son una
fuente facil de alimentacion sanguinea y de que los mosquitos obtengan el virus de ellas y
de igual forma la mayor parte de los vertebrados, también pueden ser picados de hallarse
en una zona obscura en el exterior de las casios, patios incluso en zonas rurales (Kramer
et al., 2008).

Aunque fue uno de los objetivos de este trabajo el realizar la busqueda del VON
en Cx. quiquefasciatus, los resultados aunque de concordancia en cuanto al peso
molecular esperado para VON, no se pudo determinar y confirmar la presencia de este
virus en mosquitos, principalmente por carecer de un laboratorio de bioseguridad 3 que
nos permitiera de una manera autonoma el realizar el aislamiento y secuenciacion y se
dependio de otras entidades en el extranjero que aun y que se enviaron las muestras de
una manera adecuada, se desconoce el manejo una vez que esta en la empresa que se
encarga de transportarlo.

Cabe mencionar que aunque se procesaron aproximadamente 27 000 mosquitos en
los afios 2004-2007, no necesariamente se tienen que hallar virus, por ejemplo en un
estudio realizado en Peri entre 1996 a 2001 por Turrell et al., (2005) encontraron
diversos virus en 164 aislados de 539 694 mosquitos, esto indica que los niveles de
infeccion son bajos en la naturaleza y es necesario hacer una busqueda intensiva en
mosquitos para hallar algun virus en los pools procesados y en diferentes tiempos, lugares
y usando la mayor cantidad de métodos de colecta de mosquitos, a diferencia de otros
patogenos que son mas comunes.

A partir de mayo de 2007, se continud con la busqueda de este virus en otro
proyecto aparte con la Universidad de Iowa, hasta este momento se han trabajado un total
de 96 687 mosquitos de diferentes especies en 2 730 pools los cuales fueron procesados
para aislamiento en células Vero. Del total de mosquitos que se han procesado se han

hallado en un grupo de mosquitos Cx. quinquefasciatus del zooldgico de Mérida ARN
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de un nuevo virus VON. El nucleétido y las secuencias de aminodcidos de este nuevo
virus es muy similar a los virus del complejo de la encefalitis japonesa, el cudl indica que
tiene una relacion antigénica muy cercana al VON y a los otros miembros del complejo
(Blitvich Bradley, datos no publicados).

De tal forma es muy probable la circulacion del VON en el estado y en Mérida, ya
que se ha documentando la presencia de este en caballos, aves y diversos animales en
cautiverio (Lorofio et al., 2003, Farfan et al., 2004, Farfan et al., 2006), por lo que no se
descarta que en algin momento encontremos el virus, aunque lo mas importante en este
momento es poder aislarlo y una vez hecho esto secuenciarlo para documentar
fehacientemente su presencia y mas que nada compararlo filogenéticamente con los otros

VON hallados en México y en el mundo.
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CONCLUSIONES

Como primera conclusion de este trabajo tenemos que los datos obtenidos mediante
la correlacion de estos, sugieren que el ciclo gonodtrofico de Cx. quinquefasciatus en
la ciudad de Mérida es de 4 dias, sin importar que se trate de época de lluvias o de
secas. Esta aseveracion fue confirmada con el desarrollo oogénico el cual requiri6 de
72 horas para a completarse y si le afadimos un dia que le lleva al mosquito hallar un
criadero harian las 96 horas o 4 dias igual que con el método de series de tiempo,
cabe mencionar que aunque hubo una diferencia diferentes entre las dos épocas del
afio esto no influyo en la duracion del ciclo gonotréfico.

Otra de la conclusiones que se demostrd es que las poblaciones de Cx.
quinquefasciatus en Mérida, se alimentan mas frecuentemente de aves durante todo
el afio. Esto sugiere que esta especie puede ser importante en la transmision del VON
por sus marcadas preferencias ornitofilicas. Aunque el ISH en estos mosquitos tuvo
un bajo valor que indica que los humanos no son la fuente de alimentacion preferida,
si se encontraron mosquitos alimentados de sangre humana por lo que la
disponibilidad del hospedero puede influenciar en la alimentacion de esta especie.

2. Se determin6 al menos en un ano de muestreo que CX. quinquefasciatus en la
ciudad de Mérida estuvo presente durante todo el afio de 2005, su presencia fue
mayor en dos €pocas una que fue en febrero cuando la temperatura en promedio es
mas baja y evita la evaporacion de los criaderos y durante los meses de junio-agosto
cuando es considerada la época de lluvias fuertes en la ciudad. El método en el que se
capturd la mayor cantidad de esta especie fue el de las maquinas mosquito magnet
que al usar como cebo de atraccion el CO, y el octneol influyen principalmente en las
hembras que buscan huéspedes para alimentarse, en contraste con los otros dos
métodos en donde se capturan hembras alimentadas y que solo reposan en ellos. De
igual forma se determin6 que el biorritmo de picadura cambia un poco en la época de
mayor calor en el mes de mayo de 23:00-24:00 que en el resto del afio que es de las

21:00-23:00.
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4. Por ultimo y pese que no se pudo aislar el VON durante el estudio en CXx.
quinquefaciatus, la insistencia en la incriminacion de este mosquito en la transmision
de este virus en la regidon, nos permitio hallar un grupo de mosquitos positivos a un
nuevo virus similar al VON (en este momento se esta secuenciando) en un trabajo
subsecuente a este en 2007, con nuestro mismo grupo de trabajo, por lo que esto nos
esta permitiendo reconocer ya a esta especie implicada en la transmision de VON en

la ciudad de Mérida, Yucatan.
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