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RESUMEN

El dengue es un problema de salud publica a nivel mundial, tanto en zonas
tropicales como en subtropicales. Es una enfermedad que causa
aproximadamente 50 millones de casos anuales en todo el mundo y no posee
tratamiento especifico. La vigilancia virologica basada en el vector es una
herramienta necesaria para fortalecer el sistema de vigilancia de una
enfermedad y contribuye al desarrollo de un sistema de alerta temprana capéaz
de generar predicciones con mayor eficiencia. Dado que el sistema de
vigilancia ecuatoriano lleva a cabo unicamente vigilancia pasiva del dengue,
éste posee grandes debilidades para identificar eficazmente serotipos
circulantes durante periodos inter-epidémicos. El objetivo de este estudio fue
identificar los diferentes serotipos en vectores colectados en las localidades de
Nueva Loja, en la provincia de Sucumbios y Esmeraldas, en la provincia de
Esmeraldas, mediante la extraccion de RNA total y amplificacion por RT-PCR.
En la fase de campo se visitaron 1010 casas, en las cuales se recolectaron 167
hembras Ae. aegypti en Agosto y Diciembre del 2014, y en Mayo del 2015. Se
evidencio que el 7.9% del total de casas visitadas presentaron el vector, de los
cuales el 9.5% fueron positivos para DENV. Los cuatro serotipos (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4) fueron detectados en éste estudio, con una
mayor prevalencia de DENV-1 (50%), ademas de la co-infeccibn de un
individuo con DENV-1 y 4. DENV-3 fue identificado en uno de los vectores
colectados en el 2015 mismo afio en el que el MSP no lo reporté a nivel
nacional. Este estudio demostré la importancia de la vigilancia virolégica activa
basada en el vector al encontrar algunas debilidades en el sistema de vigilancia
nacional. Mientras el serotipo DENV-3 fue identificado en hembras Ae. aegypti,

el sistema de vigilancia nacional basada en casos clinicos no lo reporto.
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ABSTRACT

Dengue is considered a public health problem around the world, in both, tropical
and subtropical areas. It is a disease that causes about 50 million cases
annually worldwide and possesses no specific treatment. Virological
surveillance based on a vector is a necessary tool to strengthen the surveillance
system of a disease, and it also contributes to the development of an early
warning system able to generate predictions with more efficiency. Since the
Ecuadorian surveillance system performs only passive surveillance of dengue, it
has great weaknesses for identifying effectively circulating serotypes during
inter-epidemic periods. The aim of this study was to identify different serotypes
in vectors collected in the towns of Nueva Loja, in the province of Sucumbios
and Esmeraldas, in the province of Esmeraldas, by extracting total RNA and
RT-PCR amplification. In the field phase, 1010 houses were visited, of which
167 females Ae. aegypti were collected in August and December 2014, and
May 2015. We evidenced that 7.9% of all the households had vectors, of which
9.5% were positive for DENV. The four serotypes (DENV-1, DENV-2, DENV-3y
DENV-4) were detected in this study, were DENV-1 (50%) shown a higher
prevalence, plus a co-infection of an individual with DENV-1 and 4. DENV-3
was identified in one of the vectors collected in 2015, the same year in which
the MSP didn’t report it nationwide. This study demonstrated the significance of
active virological surveillance based on the vector due to some weaknesses
found in the national surveillance system. While DENV-3 was identified in
female Ae. aegypti, the national surveillance system, based on clinical cases,
didn’t report it.



INDICE

1. CAPITULO I. INTRODUCCION.......ooooovvrrvrrrrrrrerrrrsrsssssssssssssnnnnn 1
1.1, ANLECEAEBNTIES ... 1
1.2. Formulacion del Problema..............cccoovooveoioeiceeeeeeeeeeeeee 3
1.3. Justificacion del Problema..............cccoooooeoioiiieeee 5
1.4, ODJELIVOS ... 7

1.4.1. ObjetiVO GENEIAl ........covveeiii e 7
1.4.2. ODbjetivos ESPECITICOS ....ccceeiiiiiiiiiiiiiie e 7

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO.......ccccooeoomieiiiiiiiiiiiiiiiiiriiirinn 8
2.1, VIrUS DENQUE ..., 8
2.2. VEBCION ...ttt 11

2.2.1. COMPOITAMIENTO .. ..uuuitiiiiiiiiiiiiiieiiiibebeibebe bbb eeeeeeeneae 13
2.2.2. Capacidad y competencia vectorial..............ccceevvvviiiiiieecececeeeiiinn, 15
2.2.3. Transmision del Virus del Dengue..........cccooeeeevviiiiiiiiiiie e, 16
2.3. Inmunopatogénesis y manifestaciones clinicas...................... 18
2.4. EPIdemiolOogia........cccoveiiiiiiiiiiceeeeee e 22
2.5. Vigilancia del dengue.............ccccooveieieiiecceeeeeeeeeeeeee e 25
2.5.1. Vigilancia EpidemiolOgiCa. .........cceuieeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 26
2.5.2. Vigilancia ENtOMOIOQICA .........uuviiiiieeiiiiiiiiiiiiiiee e 26
2.5.3. Vigilancia CliNICa..........cooouuiiiiii e 26
2.5.4. Vigilancia SerolOgiCa...........cccoeiieiiiiiiiiiicei e 27
2.5.5. Vigilancia VirolOgQiCa ..........ccuuuueeieeiieeeie e 27

3. CAPITULO lll. METODOLOGIA........cccoooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicinn 28
3.1.Zona de EStUdIO .........ccooviiiiiiiiicccccceeeeee e 28
3.2. ProCcedimi€ntOS..........c.coeiuiiieiieeceeeee e, 29

3.2.1. FASE A€ CAMIPO....uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb nnennnnes 29

3.2.2. Fase de 1aboratorio ......c..ee oo 31



4. CAPITULO IV. Resultados y discusion..............cccooou...... 38

4.1. Coleccidon de mosquitos en el campo ..........ccccoeevveivieeeeceae, 38
4.2. Tipificacion de los serotipos del DENV ...........ccccoovecvieeveecienee, 41
4.3, DISCUSION ...ttt 43
5. CAPITULO V. CONCLUSIONES........ooooooooecereeeeceseeenenee 50
6. CAPITULO VI. RECOMENDACIONES ..........cccoomccrmne. 51
REFERENCIAS ... 52

ANEXOS e 66



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

INDICE DE FIGURAS

Marco de lectura del virus. Tomado de Angel, 2006, p.40. ............... 10
Esquema de Aedes aegypti hembra. .........ccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 12
Grafico Aedes aegypti hembray macho. ............ccceevvviiiiiiiii e, 13
Ciclo selvatico y ciclo urbano del dengue.............cccoovvvviiiiiiiiceveeennn, 17
Clasificacion del dengue segun el nivel de gravedad........................ 20
Localizacion geogréfica de las provincias y sus capitales,

el ECUAON. ..o 28
Tamafio de la muestra para Esmeraldas. ..........cccccccceeeeeiieiiieeivinnnnnn. 38
Tamario de la muestra para Nueva Loja. .........ccoooveeeeeiiiiiieieeeeeee, 39

Productos de la amplificacion de los mosquitos con sobrenadante

de cultivo celular infectado con DENV. ..o, 42

Figura 10. Namero de serotipos identificados en dos zonas geogréficas

[0 [ I (oI U = To [0 ] AT 43


file:///C:/Users/usuario/Desktop/tesis%20Gabriela%20Carolina%20Jaramillo%20Ayala%20completa_08%20sept.docx%23_Toc461299791

Tabla 1.

Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.
Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

INDICE DE TABLAS

Distribucién mundial de los genotipos que componen los cuatro
Serotipos del DENV. ... 9
Clasificacion taxonomica del vector del DENV...........cccccccvviiiiiiinnnnnn. 11
Casos de dengue y dengue grave confirmados en las semanas
epidemiologicas 1 a 39 en el Ecuador. ..........cccuuveeeeeeeeennniiiiiieeeeeenn 25
Localidades a estudiar en el proyecto SATVEC. ..., 30
Secuencias de los cebadores utilizados para identificar los

diferentes SErotiPOS. ......ccceiiiiiiiiie e e 33
Volumenes utilizados para amplificar las muestras..............cccceeeeee... 34
Programa utilizado en la amplificacion. ...........cccccoociiiiiiieiieeniiiiiinee, 34

Vigilancia del virus dengue en hembras Aedes aegypti

recolectadas en Nueva Loja y Esmeraldas.............cccccvvviiiiiieeennnnnn, 40
Numero de mosquitos Aedes aegypti recolectados en las

diferentes temporadas del ano. ...........ccceeeeeeeee, 41


file:///C:/Users/usuario/Desktop/tesis%20Gabriela%20Carolina%20Jaramillo%20Ayala%20completa_08%20sept.docx%23_Toc461448139
file:///C:/Users/usuario/Desktop/tesis%20Gabriela%20Carolina%20Jaramillo%20Ayala%20completa_08%20sept.docx%23_Toc461448139

1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El dengue es una enfermedad viral transmitida por vectores, ampliamente
distribuida en las zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo, con
predileccion de las areas urbanas y periurbanas (Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), 2016). Su agente etiolégico es el virus del dengue (DENV) que
pertenece al género Flavivirus. Existen cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4) responsables de causar la enfermedad, los cuales co-
circulan en zonas hiperendémicas. El DENV se transmite a través de un vector
del género Aedes, principalmente por la especie Ae. aegypti; sin embargo, la
especie Aedes albopictus también lo transmite, pero con menor frecuencia
(Velandia y Castellanos, 2011, p.33). Se considera un vector doméstico de
aguas limpias, diurno y antropofilico. (Gonzélez, 2001, p.43). Estos vectores se
encuentran en casi 100 paises tropicales, cubriendo la mayor parte del mundo
(Acosta y Gomez, 2005, p.116).

Debido a la expansion del dengue hacia nuevas zonas geograficas, su
incidencia ha aumentado 30 veces en los ultimos 50 afios. Ademas, en la
década actual se ha expandido de areas urbanas a rurales (Romero, 2012,
p.1). Se considera que 2.5 mil millones de personas habitan en areas donde el
dengue es endémico y cada afio se notifican al menos 50 millones de casos
(OMS, 2009). Segun datos oficiales presentados por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), al cierre del afio 2014 hubieron 1,176,529
casos de dengue en las Américas, manteniendo una tasa de letalidad del
0.06% en cuanto al afio 2013, el cual present un mayor nimero de casos pero
el porcentaje de letalidad se mantuvo (Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), 2015). Latinoamérica esta inmersa en una situacion de
hiperendemicidad, en donde la ultima epidemia de gran magnitud sucedio en el
2010. Segun la OPS, 1.8 millones de personas adquirieron la enfermedad y

1.167 perecieron ante ella (Romero, 2012, p.2).



La zona Andina (Ecuador, Colombia, Bolivia, Perti y Venezuela) es la segunda
region con el mayor numero de casos notificados de dengue, hasta el afio 2015
se notificaron 270.350 casos de todos los que se reportaron en las Américas
(OPS, 2016). En el Ecuador, el dengue es endémico, y por lo general
predomina en la temporada de precipitaciones en las provincias de la Costa y
la Amazonia (OPS, 2012). Después de la introduccion del serotipo 1 en el pais
en 1988, se registro el primer brote de la enfermedad y a continuacion ocurrié
la introduccion del serotipo 2 en 1990. En 1993, el serotipo 4 fue registrado por
primera vez y para el afio 2000 se notifico la circulacion del serotipo 3,
momento en el cual el Ecuador ya tenia los 4 serotipos circulando
simultdneamente. En ese mismo afo fue registrado el pico mas alto de casos
de dengue que el pais haya enfrentado hasta la fecha (Aguirre, 2004, p.24;
OPS, 1995).

Desde el dltimo brote mas importante de dengue en el Ecuador, la tendencia de
la enfermedad, basada en reportes oficiales, ha sido tipicamente oscilatoria
durante los ultimos 13 afios. A pesar de las medidas locales para controlar la
expansion del vector los casos de dengue no muestran una remision. Hasta la
semana epidemioldgica Nro. 52 del afio 2013 se reportaron 13. 630 casos de
dengue (OPS, 2013); de estos, la costa reporté el 73% de los casos, el oriente
el 18% y la sierra 9% (Ministerio de Salud Publica (MSP), 2013). Debido a la
falta de disponibilidad de una vacuna que pueda proteger a la poblacion
(Guzman et al., 2006, p.204), son necesarias las intervenciones para el control
del vector y el estudio de la dindmica de Aedes eagypti (Ibarra et al., 2013, p.1-
11), de modo que se pueda controlar y reducir la transmision de la enferemdad.
Basado en ésta problematica, el Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Publica (INSPI), a partir de Septiembre del 2012, inici6 un programa
entomoldgico llamado Sistema Nacional de Vigilancia y Alerta Temprana para
el Control del Vector de Dengue y Fiebre Amarilla (SATVEC) en el Ecuador; el
objetivo principal es recabar informacion biologica del mosquito Ae. aegypti
climatologica y socioeconomica, para que junto a sistemas de informacion

geografica se pueda implementar en el futuro un sistema de alerta temprana



para el control del vector de dengue vy fiebre amarilla de forma mas eficiente
(Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pdblica (INSPI), 2016). El
presente estudio forma parte del programa SATVEC, enfocado en la
identificacion de los serotipos de dengue en los mosquitos colectados en el

campo.

1.2. Formulacién del Problema

El dengue se expande rapidamente por las zonas urbanas de los tropicos y
subtrépicos del mundo alcanzando actualmente areas rurales que previamente
no habian sido afectadas (Vong et al., 2010, p. 1-10; Murray et al., 2013, p.
305). En las Américas, existe un caso particular, el dengue epidémico y la
fiebre amarilla epidémica llegaron a ser controladas en la mayoria de los paises
de region, gracias al programa de erradicacion de Ae. aegypti durante los 50’s
y 60’s (Gubler, 2011, p. 3-11). Sin embargo, dicho programa fue parado en
1968 basandose en la idea de que erradicar este vector era una pérdida de
tiempo y dinero a menos que se lograra una erradicacion global. Este evento
genero el inicio de la reinfestacién por Ae. aegypti en el continente a inicios de
los 70’s, dando paso a la introduccion de otros genotipos los cuatro serotipos, a
la hipernedemicidad y a epidemias de dengue grave (Gubler, 1989, p. 577-
578). En la actualidad, el dengue evidencia una amplia distribucion geogréfica,

no solo en las Américas, sino también en el resto del mundo.

Existen diversos factores que contribuyen a la expansion de la enfermedad y
del vector. Por ejemplo, el incremento poblacional en areas urbanas, cambio
climatico, almacenamiento de agua en recipientes caseros no cubiertos, los
viajes y migraciones, junto con fragiles medidas de salud publica en paises
endémicos (Gubler, 1998, p.482; Lee et al., 2011, p. 77). Estos factores han
desarrollado la hiperendemicidad tanto en el Ecuador como en zonas en donde
el dengue se considera endémico. En el Ecuador, se han podido evidenciar
varios ciclos epidémicos en el 70% del territorio ademas de la continua
dispersién del vector y circulacibn de varios serotipos virales a la vez.

Resultando en la emergencia de dengue grave debido a que mientras mas



serotipos virales circulen en una zona, el riesgo de padecer la forma grave de
la enfermedad incrementa. Es una enfermedad que ha desarrollado una
conducta endemo-epidémica desde su aparicion a finales de 1988 (MSP,
2013).

La prevencion y control de la transmision del DENV se basa en la reduccion de
la densidad poblacional de Ae. aegypti (Rodriguez, 2002, p. 191) dado que no
se cuentan con terapias antivirales y una vacuna licenciada (Ibafiez-Bernal y
GOmez-Dantés, 1995, p. 4). Lastimosamente, los intentos de erradicacion del
mosquito no sélo se han visto afectados por su comportamiento inusual y la
poca informacion existente; sino también por ciertas variables econdmicas,
politicas, sociales y administrativas de las localidades mas susceptibles de la
Costa y la Amazonia (Rodriguez, 2002, p. 191). En el pais, el ultimo estudio
entomoldgico reconocido fue realizado en la década de los 40°s por el cientifico
ecuatoriano Roberto Levi-Castillo (Levi-Castillo, 1943), lo que denota la
deficiencia en el control de vectores (Clemons et al., 2010, p. 2; Somers et al.,
2011, p. 1095). Ademas, la principal estrategia para controlar el vector ha sido
la vigilancia y eliminacion de las larvas con sus criaderos y controles de
emergencia de Aedes adultos durante los brotes. A pesar de que esto ha
ayudado a disminuir su poblacién, no se ha logrado prevenir la emergencia de
brotes (Chow et al., 1998, p. 583).

Dado que el 90% de las infecciones por DENV son asintomaticas, existe un
subregistro de los casos de dengue que se presentan en el Ecuador, esto no
permite ver el panorama real del dengue. La vigilancia y las estadisticas no
reflejan todas las infecciones asintoméaticas que se convierten a futuro en
amplificadores de la transmision de la enfermedad dentro del ciclo vector-
humano (Méndez-Galvan et al., 2014, p. 308). El sistema de vigilancia nacional
es de caracter pasivo por lo que la situacion del dengue en el pais no se
encuentra representada en los datos que se recopilan. La vigilancia pasiva
unicamente abarca las notificaciones de parte de los médicos tratantes lo cual

puede no coincidir con los datos reales debido a que muchos pacientes no son



tratados o no son identificados como infectados (Ministerio de Salud Publica,
2012, p.14). Al no haber una vigilancia activa que complemente la vigilancia
pasiva, el sistema carece de datos que correlacionen los serotipos presentes
en el vector con los reportados en pacientes infectados. Trivifio (2014, p.40)
concluyé que el serotipo DENV-3 ya circulaba en el pais a pesar de que el MSP
no lo reportara como serotipo circulante en el 2013 (OPS, 2009). Esto
demuestra las fallas en el sistema de vigilancia actual y lo alarmante que es la
transmision silenciosa del dengue, pues ambos son responsables de las
epidemias permanentes en las zonas endémicas (Méndez-Galvan et al., 2014,
p.308). Es necesario que se desarrolle una vigilancia virologica basada en el
vector para complementar la vigilancia virologica realizada en pacientes
infectados para generar un sistema eficiente de alerta temprana (Lee et al.,
2011, p.84)

La necesidad de intensificar los planes de prevencién y control se ha tornado
urgente debido a la alta incidencia de dengue que se ha podido evidenciar en
las Américas junto con la circulacién de los 4 serotipos y la gran abundancia del
vector. Por lo tanto, las estrategias que existen actualmente para prevenir y
controlar el dengue deberan ser reconsideradas para adoptar una perspectiva

renovada en la gestion de los programas de alerta temprana (OMS, 2009).

1.3. Justificacion del Problema

El estudio de la interaccion virus-hospedero y vector en un ecosistema definido
permite tener un conocimiento holistico del problema. Por lo que las medidas
de control del dengue podran ser mas efectivas trabajando desde diferentes
aristas (Guzman et al., 2006, p.209-210). Méndez-Galvan et al. (2014, p.308)
han demostrado que la deteccion de los diferentes serotipos de DENV en
mosquitos Ae. Aegypti, en zonas endémicas, es critico para los sistemas de
vigilancia. Akbar et al. (2008) demostraron que la deteccion del DENV en
mosquitos adultos utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) fue exitosa en la prediccibn de un brote

epidémico en Bandung, Indonesia. Esta informacion es valiosa para predecir el



riesgo de contraer dengue grave, dado que mientras mas serotipos virales
circulan en una zona, mayor sera el riesgo de padecer la forma grave de la
enfermedad (MSP, 2013).

Un control eficaz de dengue debe enfocarse en la deteccion temprana de la
infeccion con el DENV en mosquitos previo a la introduccion de estos en la
poblacion humana (Hartanti et al., 2010, p.69). La vigilancia entomoldgica es
una herramienta apropiada para la prevencién y control de los brotes de
dengue hasta que una vacuna este disponible al publico. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) asegura que la prevencién y reduccién de la
transmision del DENV depende por completo del control del mosquito o en
irrumpir el contacto que existe entre humano y vector (Basker et al., 2013,
p.152). La vigilancia viroldgica basada en el aislamiento e identificacion del
virus en pacientes infectados provee importante informacion acerca de cambios
qgue ocurren en la prevalencia de los serotipos del virus. Un monitoreo de los
serotipos en los vectores durante periodos inter e intra-epidémicos
complementaria el sistema de vigilancia (Chow et al., 1998, p.584). El estudio
del DENV basado en el vector de importante para realizar la identificacion de
serotipos circulantes en una zona determinada ya que el vector es el Unico
encargado de expandir y transmitir la enfermedad. EI DENV puede ser
detectado en mosquitos infectados hasta 6 semanas antes de que el primer
caso en humanos ocurra lo que resulta muy valioso durante una endemia y
puede incrementar la sensibilidad del sistema de vigilancia (Méndez-Galvan et
al., 2014, p. 308).

La vigilancia del DENV en hembras Ae. aegypti es de potencial interés para la
deteccion temprana de brotes de dengue debido a que los humanos con
infecciones de DENV son cominmente asintomaticos. Métodos mejorados para
la deteccion del ARN viral o antigenos en mosquitos proveeran nuevas
oportunidades para realizar una vigilancia del dengue basada en el vector
(Eisen et al., 2014, p.886). Durante una epidemia estudios basados en el vector

pueden identificar areas de mayor transmisién y permitir que las autoridades



tomen medidas en lugares donde la poblacion esta en mayor riesgo. Una
vigilancia virolégica basada en el vector no sélo podria predecir los brotes de
dengue sino también detectar el virus que circula silenciosamente (Méndez-
Galvan et al., 2014, p.308).

En el Ecuador es necesario llevar a cabo estudios de vigilancia virologica y
entomoldgica para entender mejor la dinamica del vector antes de que ocurra
un brote. Un sistema de alerta temprana responderia de manera mas eficaz
ante el aparecimiento de nuevos casos de dengue. Es por ello que éste estudio
busca identificar los serotipos circulantes en mosquitos Ae. aegypti en Nueva
Loja y Esmeraldas, dos areas endémicas de la parte norte del Ecuador, para
establecer la prevalencia de infeccion del vector y compararla con los hallazgos

reportados por el sistema de vigilancia nacional (INSPI, 2016).

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

e Tipificar los serotipos del virus del dengue presentes en mosquitos Ae.

aegypti en las localidades de Nueva Loja y Esmeraldas.

1.4.2. Objetivos Especificos

¢ |dentificar mediante técnicas moleculares los serotipos del virus dengue

circulantes a partir de los vectores colectados en las zonas de estudio.

e Comparar las frecuencias de los serotipos de dengue reportados por el
MSP en muestras de suero con los serotipos identificados en hembras

Ae. aegypti.



2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Virus Dengue

El DENV es miembro de la familia Flaviviridae, del género Flavivirus. Existen 4
serotipos del virus del dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Los
cuatro serotipos son similares, comparten el 65% de su genoma, a pesar de su
similitud existen variaciones genéticas dentro de cada serotipo originando
genotipos filogenéticamente diferenciables (tabla 1). La clasificacion de los
cuatro serotipos inicialmente se basO en sus propiedades antigénicas y
recientemente en la similitud de sus secuencias nucleotidicas (Quintero et al.,
2010, p.147). Todos los cambios nucleotidicos y aminoacidicos que los
serotipos tienen, representa un alto grado de variabilidad que ocurre por
inexistente actividad correctora de la RNA polimerasa. Esto ha contribuido a la
diferenciacion en el crecimiento, transmision y virulencia del virus. En los
altimos afios el nimero de genotipos identificados de DENV ha incrementado lo
que le ha facilitado al virus su adaptacion (Laredo-Tiacarefio et al., 2012, p. 31-
32).

Se caracteriza por ser un virus con una capside de forma icosaédrica con un
diametro de 50 nm aproximadamente cubierta por una envoltura lipidica sobre
la cual se insertan las proteinas de membrana y de envoltura (Velandia y
Castellanos, 2011, p.34).



Tabla 1. Distribucibn mundial de los genotipos que componen los cuatro
serotipos del DENV.

Serotipo Genotipo Origen geografico

Tailandia

|slag del ceste del Pacifico v Australia

América Latina, Caribe, India e Islas del
Pacifico

Americano

Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka vy
Filipinas

DEMW-2 Asidtico 2

Cosmopolitan Amplia distribucidn

Tailandia, Vietnam, Bangladesh

Fuerto Rico, América Central, América
Latina, Tahiti

Indonesia, Malasia, Tahiti, Caribe, América

Adaptado de Quintero et al., 2010, p.150.

El ciclo viral del DENV esta constituido de tres etapas: entrada, fusion y
descapsidacion de la particula viral. Una vez que la nucleocapside esta libre en
el citoplasma empieza la traduccion y replicacion del ARN viral. Después de
obtener las particulas virales estas pasan por un proceso de ensamblaje
gracias a la formacion de capsides en el reticulo endoplasmatico.
Posteriormente, se producen dos procesos de maduracion y finalmente las
particulas son liberadas. Este virus esta conformado por una hebra de ARN de
sentido positivo el cual contiene un solo marco de lectura abierto que codifica
para 10 proteinas: 3 proteinas estructurales y 7 proteinas no estructurales que
en conjunto participan en el ensamblaje y replicacion del virus (figura 1) (Angel,
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2006, p.40).

Las proteinas estructurales estan compuestas por la proteina C, el componente
basico de la nucleocapside, considerada como el primer polipéptido sintetizado
por el virus, es rica en residuos de lisina y arginina los que le dan un caracter
bésico suficiente para interactuar con el ARN viral y formar la nucleocpside
como componente estructural. La proteina E se une a receptores celulares del
hospedador y facilita la fusion entre las membranas virales y celulares durante
el ingreso de los virus a las células (Acosta y Gomez, 2005, p.116-120). Por
altimo esta la proteina M, considerada como una proteina de membrana
extracelular y de virus en estadio maduro (Wahala y Silva, 2011, p.2375-2379).

ProTEINAS ESTRUCTURALES Proteinas No ESTRUCTURALES

Figura 1. Marco de lectura del virus. Tomado de Angel, 2006, p.40.

Las proteinas no estructurales que se encuentran codificadas como: NSI1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5; siendo la mas estudiada la NS1. Esta
proteina forma dimeros o hexameros asociados a acumulaciones lipidicas de la
membrana plasmatica, y se puede hallar soluble en el citoplasma y en el

espacio extracelular (Velandia y Castellanos, 2011, p.36). Poco se conoce de
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las funciones de las proteinas NS2a, NS2b, NS4a y NS4b en el ciclo de vida de
los flavivirus (Acosta y Gomez, 2005, p.119).

2.2. Vector

El DENV es transmitido por el vector Aedes principalmente por Ae. aegypti. Se
considera la especie mejor caracterizada (tabla 2) (Nene et al., 2007, p.1718).
Es una especie tropical y subtropical con una alta distribucion a nivel mundial
especialmente entre las latitudes 35°N y 35°S. También se lo ha encontrado en
areas del norte durante los meses mas calientes, pero no logran sobrevivir a
los inviernos. Este vector no se suele encontrar por arriba de los 1.000 msnm
sin embargo, los huevos son resistentes a bajas temperaturas por lo que ha
sido dificil su erradicacion (OMS, 2009).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica del vector del DENV.

Reino Animal

Filo Arthropoda
Clase Insecta

Orden Diptera
Familia Culicidae
Subfamilia Culicinae
Género Aedes
Especie Aedes aegypti

Adaptado de Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE), 2014.

Los brotes de dengue también han sido ocasionados por otras especies de
Aedes esespecialmente por Aedes albopictus cuya ubicacion original estaba en
el sudeste asiatico pero se ha propagado, en los Gltimos afios, de Asia a Africa,

las Ameéricas y Europa con la notable ayuda del comercio internacional (OMS,



12

2009). Esta especie es mas tolerante a las temperaturas bajas por lo que se
convierte en un vector mas dificil de controlar una vez que empieza a radicarse
(Salvatella, 1996, p.30).

Basado en su estructura, el vector Ae. aegypti es facil de reconocer. Son
mosquitos negros con escamas blanco-plateadas en las articulaciones y el
térax en el cual también posee un trazado en forma de lira. Miden
aproximadamente 5 mm de largo y son dipteros, es decir, el primer par de alas
es el funcional y el segundo par le sirven para el equilibrio (Almirén, 2009, p.1-
2). Las hembras poseen antenas con pelos escasos y sus palpos son de menor
tamafo que la proboscis. Los machos tienen antenas plumosas y abundantes y
sus palpos son del mismo tamafio que la proboscis (figura 2) (CENAPRECE,
2014).

Pata

Antena

Palpo

Cabeza

Ala

(T

Figura 2. Esquema de Aedes aegypti hembra.
Tomado de Almiron, 2009
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Figura 3. Gréafico Aedes aegypti hembra y macho.
Tomado de Almirén, 2009.

2.2.1. Comportamiento

La fase adulta en la vida del insecto esta especializada en la distribucion,
alimentacién y reproduccion. Las hembras Ae. aegypti pueden volar desde 50
hasta 100 metros en busca de una pareja, alimento o sitios de oviposicién
(Hondrio et al., 2003, p.191). Sdlo en el caso de no encontrar las condiciones
adecuadas para su supervivencia pueden volar una distancia de 3 km
(Montero, 2009, p.1). A menudo se quedan en la misma casa o sitio de
emergen, siempre que tengan a su disposicion fuentes de alimentacion y sitios
de reposo (OMS, 2012).

La alimentacion de esta especie, tanto para hembras como machos, se basa
en la ingesta de liquidos azucarados succionados de flores y frutos. Sin
embargo, la hembra es considerada hematéfaga debido a que necesita ingerir

sangre para completar la ovogénesis (Conde, 2003, p.48). La ingesta de
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sangre ocurre durante horas diurnas e inicia una vez que la hembra necesita
aparearse. El sonido que emite la hembra al volar atrae al macho para iniciar
el apareamiento. Una vez que la hembra ha sido fecundada no aceptara otra
inseminacion durante su vida debido a que la cantidad de esperma despositado
es suficiente para fecundar todos los huevos que producira (CENAPARECE,
2014).

Las hembras son hematofagas y desarrollan su ciclo biolégico donde habita el
hombre lo que las hace antropofilicas y antropofagicas. (Montero, 2009, p.3). El
periodo que pasa entre la ingesta de sangre, maduracion y colocacion de los
huevos se conoce como ciclo gonadotréfico. La cantidad de sangre ingerida por
cada toma es de 2,5 a 3 mg. Las proteinas presentes en la sangre son
esenciales para la maduracion de los huevos por lo que puede ingerir sangre
de més de un individuo. La digestion total se realiza en aproximadamente 72
horas en lugares de poca luz y protegidos. Puede vivir alrededor de 30 dias

donde podria realizar hasta 10 ciclos gonadotréficos (Terazoén et al., 2012).

Las hembras distribuyen sus huevos entre los sitios con las mejores
condiciones para los mismos (Honério et al., 2003, p.191). Los cuerpos de
agua donde se depositan los huevos e inicia la fase acuatica del Ae. aegypti se
los denomina criaderos. La mayoria son producidos por el hombre y su tamafio
puede variar desde la tapa de una botella hasta algo tan grande como una
cisterna. También se pueden formar en encharcamientos, formaciones huecas
en arboles y plantas. Existe una inclinacion del mosquito a ciertos tipos de
recipientes dependiendo de la oxigenacion que estos tengan. Ademas la
temperatura, humedad, disponibilidad de materia organica, capacidad y
estabilidad del agua junto con el color, olor, entre otros deben ser 6ptimos
(CENAPRECE, 2014).

El DENV entra al organismo del vector después de haber picado un hospedero
viremico. Este viaja a las células epiteliales del intestino y se replica. La

infeccion avanza y afecta principalmente al sistema nervioso enlenteciendo el
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proceso de alimentacién produciendo el aumento del tiempo de succién
sanguinea. Esto da paso a que puedan ocurrir interrupciones causadas por el
humano que le llevan a tener alimentaciones en varios individuos aumentando
la probabilidad de transmision del DENV (Hernandez y Garcia, 2000, p.3).
Dentro del organismo del vector el virus también infecta 6érganos como los
tubulos de Malpigui y los ovarios por lo que se ha considerado la existencia de
la transmision vertical del virus (Cahyo et al., 2012, p.275).

El virus se puede mantener en la naturaleza mediante la transmision trans-
ovarica en mosquitos ya que se puede replicar en tejidos potencialmente
vulnerables de los ovarios y embriones (Hartanti et al., 2010, p.66). Mourya et
al. (1994) demostr6 que los mosquitos infectados verticalmente pueden
transmitir de forma oral el DENV. Los huevos de hembras infectadas que
eclosionan después de varias semanas de incubacion a temperatura ambiente
incrementan en la tasa de transmision vertical ya que a esta temperatura el
virus puede multiplicar el nimero de copias en los embriones quiescentes
(Hartanti et al., 2010, p.68). Los adultos que emerjan seran capaces de iniciar

el ciclo humano-mosquito-humano (Joshi et al., 2002, p.158).

2.2.2. Capacidad y competencia vectorial

La habilidad que tiene un vector para transmitir un patégeno bajo condiciones
dadas de espacio y tiempo es conocida como capacidad vectorial. La
transmision efectiva del DENV esta asociada a las diversas caracteristicas que
le van a permitir al vector transmitir la enfermedad. Esta capacidad comprende
componentes extrinsecos entre los que estan la longevidad, la abundancia del
vector, entre otros; e intrinsecos relacionados con la genética del vector lo cual
influye a que este sea mas susceptible a la enfermedad, a que el patdgeno se
desarrolle con mas facilidad y a que su transmision sea eficiente (Quintero et
al., 2010, p.148-152).
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La competencia vectorial es la habilidad intrinseca que tiene un vector para
transmitir con éxito una enfermedad causada por un patégeno. Esta se
encuentra determinada esencialmente por factores genéticos que contribuyen a
que el vector pueda transmitir tal agente infeccioso. Cuantitativamente se la
conoce como el nimero de picaduras que un organismo va a recibir en un
determinado tiempo, en pocas palabras es el potencial que un vector tiene para
transformarse en infeccioso y después poder transmitir la enfermedad. La
competencia vectorial esta limitada a la interaccion vector-patdgeno por lo que
s6lo va a depender de factores intrinsecos del vector y los que tengan una
relacion con el patdgeno. Estos son los receptores virales en 6rganos blanco
del vector, las barreras naturales a la infeccién (fisicas del vector), las barreras
inmunolodgicas a la infeccion, el tamafo corporal del vector, la competencia
entre especies por el habitat, los diferentes serotipos, genotipos y cepas
virales. Una vez que un vector es considerado capaz y competente puede
transmitir eficientemente el patégeno tanto horizontal como verticalmente
(Quintero et al., 2010, p.148-152).

2.2.3. Transmision del Virus del Dengue

El DENV puede ser transmitido por el ciclo selvatico y el ciclo urbano, los cuales

se caracterizan por:

Ciclo selvatico

El ciclo de transmision selvatico o enzodtico se da entre especies de Aedes sp.
que difieren de Ae. aegypti (Ae. niveus, Ae. furcifer, Ae. taylori y Ae.
luteocephalus) las cuales viven en las copas de los arboles, y primates no
humanos (Figura 3). Estos animales se encuentran en los bosques lluviosos de
Asia y Africa. Los primates pueden ser infectados y desarrollar titulos virémicos
pero no presentan sintomas clinicos por lo que solo serian reservorios del virus
(Rivas, 2005, p.22). Debido a la poca informacion que existe del ciclo enzootico

del dengue se considera como una enfermedad preferentemente transmitida
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dentro de un ciclo urbano (Puentes, 2011, p.10).
Ciclo urbano

El ciclo urbano o epizodtico se presenta en un patron vector-hombre-vector. El
ser humano es el principal hospedero amplificador del virus (figura 4). Los
vectores se alimentan de sangre en la que esta circulando el DENV vy la fuente
estd en estado de viremia. Una vez que el mosquito infecta por completo al
vector este puede transmitir el agente produciendo un gran espectro clinico
(Puentes, 2011, p.11). El Ae. aegypti es uno de los vectores con mas eficiencia
para transportar los arbovirus debido a su antropofilia. Por lo general pica
varias veces antes de finalizar la ovogénesis y permanece cerca de los seres
humanos (OMS, 2009).

Ciclo de transmision Ciclo de transmision
selvatica urbana

———_—

des umfea;\ Aedes aegypta,
Aedes africanus Aedes albopictus

%

u] HEER

0 (=) -9. 0

0 aepala

(m] [o]* ]l

\ Huorganos
ros
Primates Primates ﬁ*/ A’Ktebrados ?
no humanos no humanos
Aedes furcifer, Aedes africanus Aedes aegym‘, Aedes albopictus

Figura 4. Ciclo selvético y ciclo urbano del dengue.
Tomado de Fernandez y Torrado, 2015, p.23.
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Periodo de incubacion

Existen dos tipos de periodos para la incubacion del DENV: el extrinseco y el
intrinseco. El periodo de incubacion extrinseco que dura entre 8 y 12 dias
empieza cuando el virus entra en el vector e infecta el intestino medio para
después propagarse por todo el sistema (tejido nervioso, hematocitos, grasa
corporal y glandulas salivares) (Rivas, 2005, p.24). Este periodo esta
influenciado por las condiciones del medio ambiente especialmente la
temperatura. Luego de este periodo de incubacion extrinseco, el virus puede
ser transmitido a otros seres humanos mediante una picadura. El mosquito va a
permanecer como un individuo infeccioso durante el resto de su vida (OMS,
2009).

Después de que el humano es picado por un mosquito infectado el virus entra
en un periodo de incubacién intrinseco de 3 a 14 dias, durante este tiempo el
hospedero no presenta sintomas clinicos. Posteriormente, el hombre entra en
un periodo febril (2-10 dias) en donde el virus circula por la sangre periférica.
Durante el estado de viremia si un mosquito pica al hospedero este corre el
riesgo de infectarse (Rivas, 2005, p.24).

2.3. Inmunopatogénesis y manifestaciones clinicas

El dengue y dengue grave es causado por cualquiera de los 4 serotipos del
virus los cuales poseen una divergencia de alrededor del 30% (Tuiskunen y
Lundkvist, 2013, p.1-2). Antigenos contra el DENV han sido detectados en
macréfagos y monocitos de 6rganos linfoides, higado y pulmones; en células
dendriticas, linfocitos CD4+ y CD8+ células mononucleares aisladas de sangre
periférica de pacientes infectados. Hasta el momento no se han identificar
especificamente los receptores del DENV presentes en las células blanco pero
se sabe que la participacion de la proteina E del virus es indispensable
(Mcbride y Bielefeldt-Ohmann, 2000, p.1042).
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Estudios previos describen una proteina de superficie en los monocitos del
humano responsables de unirse con el DENV en ausencia de anticuerpos
especificos del virus (FCcR) (Daughaday et al., 1981). Mientras que Chen et al.
(1996) no pudo detectar unién del virus a los monocitos humanos por otra via
que no sea la de FcR. Otros estudios que describieron moléculas de unién en
hepatocitos, células C6/36 y Vero implicaron tanto a las glicoproteinas como a
glicosaminoglicanos en el proceso de unidn e ingreso a la célula al igual que
proteinas no FcR. Concluyeron que las moléculas blanco pueden variar segun
el tipo celular (Mcbride y Bielefeldt-Ohmann, 2000, p.1042).

Una vez que el virus se une a la superficie celular empieza la endocitosis.
Después de que el virus entra al endosoma y el pH baja la proteina de la
envoltura viral cambia de un dimero a un trimero permitiendo la fusion de la
envoltura con la membrana endosomal y la nucleocapside es liberada en el
citoplasma. Inmediatamente inicia la replicacion del genoma viral. EI genoma
viral replicado sera envuelto en nuevas nucleocapsides obteniendose una
acumulacion de viriones dentro de vesiculas internas del citoplasma.
Finalmente todas las nuevas particulas seran liberadas para dar paso a la
infeccion del organismo iniciando la sintomatologia (Westaway et al., 1997,
p.6650-6651).

El dengue es una enfermedad que puede presentarse asintomaticamente o
sintoméaticamente o simplemente progresa a un estado severo. Dentro de
los muchos sintomas que esta enfermedad puede presentar esta la cefalea,
dolor retro-ocular, osteomialgias, nauseas, entre otros. En algunas ocasiones
también presenta sintomas de diarrea y de caracter respiratorio. Esto dificulta
la diferenciacién clinica del dengue de otras entidades que se hacen presentes
de forma temprana como un sindrome febril agudo inespecifico, tales como, la
influenza, rubéola, gastroenteritis, fiebre tifoidea, leptospirosis, entre otras
(Martinez-Vega et al., 2006, p.1157).
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En los afios 70 la OMS present6 una clasificacion para los casos de dengue
para facilitar el diagndstico asi como el tratamiento de los pacientes y el
seguimiento de la enfermedad. Se dio paso a definiciones como: fiebre del
dengue (FD) o dengue clasico, dengue hemorragico (FHD) y sindrome de
choque por dengue (SCD). Lamentablemente esta definicion no tuvo éxito y fue
cuestionada en la mayoria de los paises donde hay casos de dengue y dengue
hemorragico ya que los sintomas que presentaban los pacientes y los
resultados de laboratorio no coincidian con los que la OMS habia definido. Hoy
en dia esta enfermedad estd clasificada segun el nivel de gravedad: dengue
con o sin presencia de sefales de alarma y dengue grave (figura 5) (Bacallao y

Quintana, sf, p.7).

Clasificacion revisada de dengue

Dengue * signos de alarma Dengue grave

Criterios de dengue * signos de alarma Criterios de dengue grave
Dengue sin signos de alarma _ Dengue con signos de alarma* Dengue grave
1. Escape importante de plasma que lleva al:
Fiebre y dos de los siguientes * Dolor abdominal i y id -Choque
criterios * Vémitos persistentes -Acumulacién de liquidos y
* Nausea y vomitos * Acumulacién de liquidos por clinica distress respiratorio
* Rash * Sangrado de mucosas 2. Hemorragia grave
*Cefalea y dolor retroocular * Letargia/irritabilidad (Segin evaluacién del clinico)
* Mialgias y artralgias * Hepatomegalia > 2em 3. Dafio severo de érgano/s
* Test del torniquete (+) * Laboratorio: aumento del HTC . Higado: AST o ALT 2 1000
* Leucopenia asociado a rdpida caida de las . SNC: alteracién del sensorio
Vive/ viajé a dreas endémi I L] Corazén u otros érganos
de dengue >
Confirmado por laboratorio R
{inpartantesitic hoy excape de plosma) | *Requiere observacion médico estricta y hospitalizacion I %
X

Figura 5. Clasificacion del dengue segun el nivel de gravedad.
Tomado de Pleitez, 2010.
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La infeccién con este virus provee inmunidad contra el serotipo por el cual el
hospedador fue infectado pero no en contra de los serotipos restantes. Las
personas expuestas a una infeccion por DENV mantienen anticuerpos
especificos por décadas (Wahala y Silva, 2011, p.2379-2380). En estudios
previos realizados por Sabin (1952, p.30-50) para determinar la durabilidad
de la respuesta inmune después de una infeccion por DENV demostraron
que la proteccion era permanente para una reinfeccion en sujetos con el
serotipo homdlogo pero para los serotipos heterélogos era pasajera (Wahala
y Silva, 2011, p.2379). Se ha documentado el hecho de que individuos
expuestos a una segunda infeccion son susceptibles a contraer la forma

grave de la enfermedad.

Existen dos explicaciones para la fisiopatologia del virus:

Inmunopotenciacion mediada por anticuerpos

Esta teoria trata de una infeccibn secundaria en personas que fueron
inmunizadas previamente por un serotipo heter6logo que podria incrementar
en lugar de disminuir debido a los anticuerpos preexistentes. Cuando una
persona se infecta por primera vez se generan anticuerpos neutralizantes de
la infeccion pero también se forman anticuerpos no neutralizantes que
suelen reaccionar con los serotipos heterdlogos. Debido a este fendmeno en
una segunda infeccién la entrada del virus sera facilitada por los receptores
Fc-y. Los receptores Fc-y que se encuentran presentes en monocitos y
macroéfagos tienen tres funciones: “regulacion de la respuesta inmune, ingesta
de complejos inmunes y funciones del receptor neonatal para IgG” (Acosta y
GOmez, 2005, p.28). Al verse facilitada la entrada del DENV un mayor
numero de células va a ser infectado, aumentando la replicacion del virus
junto con la liberacién de mediadores que van a aumentar la permeabilidad

vascular (Bacallao y Quintana, sf, p.4).

Hipobtesis complementaria
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Plantea que cuando el virus entra en la célula blanco mediado por los
receptores Fc-¥ se inicia una inhibicién de la respuesta inmune mediada por
la secrecion de IL-6 e IL-10 junto con la inhibicidon transcripcional de la
produccion de IL-12, TNF-a e IFN-v creando un ambiente ideal para la
replicacion viral (Bacallao y Quintana, sf, p. 4).

Estas dos teorias se utilizaron de base para plantear que el dengue con
fiebre hemorragica es mas comun en las segundas infecciones. Cuando un
individuo se infecta con el virus hay una alta poblacién de linfocitos T lo que
genera un dafio tisular con lisis celular e inflamacién en el paciente. Cuando
sucede una segunda infeccién con un serotipo heterdlogo se activan clones
CD8+ hiperreactivos que producen una alta concentracion de citoquinas pro
y antiinflamatorias en conjunto con una activacion extendida de células
CD8+ y otros factores que afectan la permeabilidad de los vasos. Ademas,
las células T pierden su capacidad citolitica por lo cual se podria observar
un retraso en la eliminacion del virus (Bacallao y Quintana, sf, p.4).

2.4. Epidemiologia

El dengue es una de las enfermedades virales transmitidas por vectores que
més morbilidad y mortalidad genera a nivel mundial (OMS, 2009). De acuerdo
con la OMS, dos quintas partes de la poblacion mundial vive en un constante
riesgo de infectarse con DENV y mas de 100 paises han sido afectados por
brotes epidémicos de dengue o dengue grave. La OMS estima que cada afio
ocurren mas de 50.000,000 casos de dengue de los cuales 500 000 son con
hospitalizacion y 20.000 son defunciones. Ademas, el 95% de los casos han
demostrado presentarse en nifios. El control de la enfermedad tiene un alto
costo y las epidemias generan un gran impacto negativo en el area

socioeconomica de los paises (Rodriguez, 2002, p.189).
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Su incidencia ha aumentado en los ultimos afios por lo que es considerada
como una de las enfermedades infecciosas emergentes y de gran riesgo para
la poblacion (Rivera y Pérez, 2010, p.150). Brotes de dengue han sido
reportados en todos los continentes a excepcion de la Antartida. A pesar de
que el origen del dengue no se conoce con certeza varias especulaciones
mencionan que el virus es originario de Africa y que se introdujo en otros

continentes debido al vector Ae. aegypti (Aaskov, 2003, p.66-71).

Los primeros registros de la enfermedad son procedentes de Africa, Asia y
Norteamérica. Y fueron provocados por brotes a bordo de embarcaciones
relacionadas con personas extranjeras como colonos y viajeros (Gubler, 2006,
p.3-4). Las primeras epidemias de enfermedades similares al dengue se
presentaron de 1779 a 1780, cuando ocurrieron brotes en Jakarta, El Cairo y
Filadelfia. Hasta la Segunda Guerra Mundial las epidemias ocurrian en casi
todos los continentes cada 10-30 afios. Los brotes al presentarse no tan
seguidos se consideraron una enfermedad benigna y no fatal. Después de
1945 los casos de dengue se complicaron al mostrar hemorragias y shock lo
cual fue documentado en el sureste de Asia. La primera epidemia con dengue
grave fue reportada en las Filipinas en 1953-1954 después de eso la actividad
epidémica del dengue grave se intensifico en la region (Mairuhu et al., 2004,
p425-426).

Colombia se vio aquejada por una gran cantidad de brotes
protagonizados por los serotipos DENV-2 y DEN-3 en el afio 1970. En el
afio 1977 el serotipo DENV-1 fue introducido en las Américas causando
brotes que se expandieron hasta las costas del resto de América (OPS,
1995). En 1981 ocurrié una epidemia bastante grave en Cuba por otro lado
Venezuela padecio otras considerables en 1989 y 1990. Tanto los paises de
América como de Asia informan de miles de casos anualmente en este
altimo continente el dengue grave ya es endémico. En 1994 después de la
ausencia del DENV-3 por 16 afios se aislo el virus en pacientes residentes en

Panama y Nicaragua (Clark, 1995, p.5-11).
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En el Ecuador el dengue es endémico y se presenta en las épocas de lluvia en
las provincias de la costa y la amazonia. Después de la introduccion del
serotipo 1 se registro el primer brote y la introduccion del serotipo 2 en 1990.
En1993 el serotipo 4 fue registrado por primera vez y para el afio 2000 con el
registro del serotipo 3 circulaban simultdneamente los cuatro serotipos (OMS,
2012).

La Direccion Nacional de Vigilanca Epidemioldgica y la Coordinacion de la
Estrategia de Lucha contra el Dengue del Ministerio de Salud Publica han
reportado varios casos de dengue a lo largo de los afos. Hasta la semana # 39
del 2013 fueron confirmados un total de 11.662 casos de dengue de ellos el
90% pertenecieron a dengue sin signos de alarma el 8.9% fueron casos de
dengue con signos de alarma y 0.5% fueron casos de dengue grave. Dentro de
la provincia de Esmeraldas, en el mismo afio se presentaron 334 casos en total
(dengue con y sin signos de alarma y dengue grave) y dentro de la provincia de
Sucumbios 643 casos en total (tabla 3) (MSP, 2013).
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Tabla 3. Casos de dengue y dengue grave confirmados en las semanas

epidemiolodgicas 1 a 39 en el Ecuador.

a

Total Dengue sin  Dengue Fallecidos
Provincias casos de signosde  con signos Dengue por
dengue alarma de alarma grave dengue

Guayas 2.966 2.652 290 24 4
Manabi 2.099 1.966 128 5 1
Los Rios 1.586 1.524 58 4 1
El Oro 1.265 1.074 185 6 1
Esmeraldas 334 296 34 4 2
Santa Elena 271 253 18 0 0
Galdpagos 0 0 0 0 0
Santo

Domingo 199 179 20 0 0
Carchi 1 1 0 0 0
Imbabura 34 33 1 0 0
Pichincha 143 115 21 7 0
Bolivar 263 260 3 0 0
Cotopaxi 23 23 0 0 0
Tungurahua 10 6 4 0 0
Chimborazo 13 11 1 1 0
Cafiar 223 175 47 1 0
Azuay 62 45 16 1 0
Loja 37 28 9 0 0
Sucumbios 643 539 103 il 0
Napo 164 152 12 0 0
Orellana 1.013 933 75 5 Z
Pastaza 16 14 2 0 0

Adaptado de Gaceta epidemioldgica No. 39, 2013.

2.5. Vigilancia del dengue

La vigilancia del dengue puede ser activa o pasiva. La vigilancia pasiva

depende en su totalidad de los reportes de casos departe de los médicos

tratantes. Informes y notificaciones constantes son necesarios de parte de

todas las clinicas, hospitales y centros de salud de un pais. Deben ser capaces

de definir las tendencias en la transmision del DENV y mostrar cualquier

aumento en su incidencia. La vigilancia activa implica una investigacion

proactiva de todas las posibles infecciones con dengue. El objetivo de un
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sistema activo de vigilancia basado en pruebas o técnicas de laboratorio es
proveer informacion temprana y con gran precision sobre algunos aspectos del
incremento de la actividad del dengue (tiempo, la ubicacion, serotipo de virus y
la gravedad de la enfermedad). Es asi como la deteccion de casos con
anticipacion mejorara la capacidad y brindara mayor eficiencia a los servicios
de salud publica para prevenir y controlar la expansion de la enfermedad. Se
complementa con otros cinco componentes, los cuales son la vigilancia

epidemioldgica, seroldgica, entomoldgica, clinica y virologica (Querales, 2002).

2.5.1. Vigilancia Epidemiolégica

Se basa en analizar e interpretar datos y resultados para asi difundir
recomendaciones que generen cambios para mejorar la salud en un lugar
especifico. Es un sistema que estudia de cerca el comportamiento de una
enfermedad y sus fendmenos. Esto lo hacen mediante reportes y notificaciones
de los hechos dando paso a mejoras y disminucion de riesgos (Lossa et al.,
s.f).

2.5.2. Vigilancia Entomolégica

Se usa para identificar variantes en la distribucion de los vectores y asi obtener
datos de su densidad poblacién a lo largo del tiempo esto facilita la toma de
decisiones apropiadas y favorables para realizar intervenciones (Miré et al.,
2008, p.3).

2.5.3. Vigilancia Clinica

Es el monitoreo de aquellas enfermedades o indicadores publicos vinculados
con la salud tales como sintomas que anticipen brotes, llevadas a cabo por
profesionales de la salud (OMS, 2009).



27

2.5.4. Vigilancia Serolégica

Reside en la deteccion de anticuerpos especificos del DENV en el suero de
pacientes infectados mediante analisis ELISA. Se considera util para realizar
una vigilancia clinica y estimar los indices de transmision del DENV a través de
investigaciones estadisticas y serologicas que se realiza poco después de que
la epidemia empieza a disminuir e identifica patrones de infecciones pasadas
(Rodriguez et al., 1995).

2.5.5. Vigilancia Virolégica

Se basa en la identificacién del virus a partir de suero obtenido de individuos
infectados mediante el aislamiento del virus, inoculacién tanto en mosquitos
como en cultivos celulares y el andlisis mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). Sirve para
detectar los serotipos circulantes y asi prevenir y predecir brotes epidémicos
del dengue (Matheus et al., 2012, p.159). Dentro de esta clasificacion también
esta la vigilancia virologica basada en el vector. La disponibilidad del monitoreo
de la presencia del DENV tanto en la poblacion del vector como en los
pacientes infectados podria ser un complemento valioso de los sistemas de

alerta temprana lo que daria como resultado un control mucho més efectivo del
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3. CAPITULO Illl. METODOLOGIA

3.1. Zona de Estudio

La coleccion de los mosquitos analizados en este estudio se realizd en Nueva
Loja, provincia de Sucumbios. A una latitud: 0° 3' 34" S y longitud: 77° 9' 2" W
ubicada a 265 Km de la ciudad de Quito, en direccion noreste, al este del
Ecuador (Ecuale, 2015).

COLOMBIA
|.Pinta
IMarchena’

aa
2 ¥ 1.8an Salvador
_ GALAPAGOS ISLAND 0t
o
' \lSantaCruz Nisan
- - Cristobal
- .Santa Maria
: “ l.espariola

" Lisla genovesa

LEYENDA / LEGEND

[@ Capital del Pais
National Capital

@ Capital de la Provincia
Province Capital

REGIONES | REGIONS
| Orinte-Amazonia

Galapagos - Insular

A CHINCHIPE

Figura 6. Localizacion geografica de las provincias y sus capitales, del
Ecuador.

Nota: Los cuadros muestran las ciudades de estudio.

Tomado de Andrade, 2015.

También en Esmeraldas, provincia de Esmeraldas. A una latitud: 0° 57' 0" N y
longitud: 79° 40' 0" W ubicada a 318 Km de la ciudad de Quito en direccién
noroeste, al noroccidente del Ecuador (figura 6) (Ecuale, 2015).
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3.2. Procedimientos

3.2.1. Fase de campo

3.2.1.1. Identificacidon de puntos estratégicos

El proyecto SATVEC es un estudio que lleva a cabo el INSPI en un tiempo
estimado de 28 meses con el fin de "Obtener informacién biolégica de Ae.
aegypti, climatolégica y socioeconomica para desplegarla con Sistemas de
Informacidén Geografica™ (INSPI, 2016). Este proyecto consiste en el muestreo
de mosquitos Aedes (en todos sus estadios) en 15 localidades de 13 provincias
del Ecuador (tabla 4). Las colectas se realizaron en zonas urbanas y rurales de
las areas seleccionadas en base a los reportes epidemiolégicos del MSP. El
disefio de la metodologia de muestreo es un disefio simple al azar en donde los
circuitos subcircuitos y calles se escogieron mediante numeros aleatorios
(INSPI, 2016). Las localidades en las que se realiz0 este trabajo fueron
proporcionadas por el INSPI. Esmeraldas y Nueva Loja (asi como sus circuitos
y calles) forman parte de las 15 ciudades con la mayor incidencia de casos
segun el MSP. La colecta se realiz6 en todas las casas de las calles

establecidas dentro de los mapas geograficos del circuito delimitado.

En Esmeraldas, la primera colecta se llevo a cabo en la semana del 04 al 08 de
Agosto del 2014 durante la época seca, la segunda colecta fue en la semana
del 04 al 08 de Mayo del 2015 vy la tercera fue del 26 al 28 de Diciembre del
2014 estos dos ultimos en época de lluvia. El muestreo en la ciudad de Nueva
Loja fue en la semana del 25 al 28 de Agosto del 2014 y en la semana del 25 al
28 de Mayo del 2015, los dos durante la época de lluvia. La frecuencia de
colectas se vio afectada por el escaso numero de individuos vectores

colectados en la primera salida lo que obligo a planificar otras visitas.
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Tabla 4. Localidades a estudiar en el proyecto SATVEC.

Provincia Localidad
Chimborazo Cumanda
Esmeraldas Esmeraldas, San Lorenzo
Puerto Ayora, Puerto Baquerizo
Galapagos
Moreno
Guayaquil, Alfredo Bagquerizo Moreno
Guayas
(Jujan), Daule, Milagro
Los Rios Babahoyo, Quevedo, Vinces
Manabi Portoviejo, Manta, Chone
Morona Santiago Macas
MNapo Tena
El Oro Arenillas, Machala
Orellana Francisco de Orellana (Coca)
Pastaza Puyo
Sto. Domingo de los Tsachilas Sto. Domingo
Sucumbios Nueva Loja

Adaptado de INSPI, 2016.

3.2.1.2. Colecta de mosquitos adultos

La colecta se llevd a cabo durante los periodos de inactividad del mosquito,
misma que va desde las 9 de la mafana hasta las 4 de la tarde. La duracion de
cada recoleccion fue de aproximadamente 20 minutos. La busqueda
intradomiciliaria se realiz6 en dormitorios, armarios y lugares oscuros. El
muestreo peridomiciliario se lo realizé en tanques de almacenamiento de agua
cercanos o dentro de los patios de las casas. Para la captura de los mosquitos
se utilizo aspiradoras tipo mochila (BioQuip, USA) accionados con baterias
recargables de 12 voltios.

Los mosquitos fueron sedados con acetato de etilo para ser identificados como

Aedes y separados por sexo. La morfologia caracteristica de las antenas
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permite la diferenciacion entre hembras y machos. Las antenas plumosas son
tipicas de los machos mientras que antenas mas pequefias y menos densas a
las hembras. Las hembras fueron utilizadas para la identificacion molecular del
DENV. Se las coloco una en cada tubo de microcentrifuga de 1,5 mL junto con
200 puL de RNAlater (Thermo Fisher Scientific, USA) y refrigeradas a 4°C. Las
muestras fueron transportadas al Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
de Investigacion Traslacional (CIT) de la Universidad de Las Américas (UDLA)

ubicado en la ciudad de Quito.

3.2.2. Fase de laboratorio

3.2.2.1. Extraccién de ARN y cuantificacion

Se extrajo el ARN total de cada hembra Ae. aegypti usando el RNAqueous®-
MicroKit (Thermo Fisher Scientific, USA). Se coloc6 cada hembra en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL junto con 100uL de Lysis Solution. Se maceraré
cada mosquito con un pistilo hasta que el tejido quede totalmente triturado.
Después se coloc6 50uL de etanol al 70% y se homogeniz6é en un vortex. Se
centrifugé durante 30 segundos a 13000 rpm. Se colocaron 150uL de la
muestra en tubos con microfiltro y fueron centrifugadas por 10 segundos a
maxima velocidad. Se afiadieron 180uL de Wash Solution 1 y se centrifugd por
10 segundos a maxima velocidad. Después se adicionaron 180uL de Wash
Solution 2/3 y se centrifugdé por 10 segundos a maxima velocidad, éste ultimo
paso debe ser repetido. Posteriormente se descartd el liquido del tubo
recolector y se centrifugd por 1 minuto a maxima velocidad con el fin de secar
el filtro. Se coloco el filtro en un nuevo tubo colector y se afadio 10uL de la
solucion de elucion previamente calentada a 75 °C y se centrifugd por 30
segundos a maxima velocidad. Se repiti0 este paso una vez mas. Se obtuvo
20uL de ARN en total de cada hembra de los cuales se utilizaron 5uL para la
cuantificacion y determinacion de la calidad del ARN en un espectrofotometro

(BioTek, USA) y 5uL para su posterior analisis. Para los controles positivos se
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utilizaron Aedes machos junto con 10uL de sobrenadante viral y se realizd el

mismo proceso con el kit de extraccion.

3.2.2.2. Amplificacion

Para la ejecucion de la RT-PCR se utilizd el kit One Step SuperScript
IRT/Platinum Taq (Thermo Fisher Scientific, USA) y agua para PCR (Thermo
Fisher Scientific, USA). Cinco cebadores fueron utilizados en el ensayo: un
cebado 5’ cuyo objetivo es una regiéon del gen de la capside conservado entre
los 4 serotipos y cuatro cebadores 3’ complementarios a secuencias unicas de
cada serotipo. Los cebadores estan posicionados de tal forma que den como
resultado un producto de diferente tamafio como se muestran en la tabla 5.

Estos cebadores fueron tomados de un estudio realizado por Harris et al.
(1998, p.2635) en el cual modifican el cebador DEN4 del utilizado inicialmente
en un estudio desarrollado por Lanciotti et al. (1992, p.546) para evitar la
formacion de horquillas y mejorar el rendimiento del producto. Lanciotti et al.
(1992) baso su disefio en estudios que secuenciaron el genoma viral de los 4
serotipos de DENV. (Deubel et al., 1986, p.365-377; Mason et al., 1987, p.262-
267; Osatomi y Sumiyoshi, 1990, p.643-647 y Zhao et al., 1986, p.77-88)
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Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados para identificar los diferentes

serotipos.
Tamafio
Serotipo | Cebador Secuencla
(pb)
D1 ~TCA ATATGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G
DENV-1 482
TS1 5'-CGT CTC AGT GAT CCG GGG G
D1 -TCA ATATGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G
DENV-2 118
TS2 5'-CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG
D1 5-TCA ATATGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G
DENV-3 290
TS3 5’-TAA CAT CAT CAT GAG ACAGAG C
D1 ~TCA ATATGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G
DENV4 389
DEN4 5-TGT TGT CTT AAA CAA GAG AGG TC

Tomado de Harris et al., 1998, p.2365.

Los reactivos se homogeneizaron y se agregaron a cada tubo de PCR 5ulL de

muestra junto con la mix descrita en la tabla 6. Las muestras fueron

amplificadas en un termociclador (Eppendorf, Alemania) segun el programa
adaptado de Trivifio, 2014. (tabla 7).
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Tabla 6. Volumenes utilizados para amplificar las muestras

REACTIVO CONCENTRACION O VOLUMEN (uL)
FINAL
2X Mix de reaccién 2X
MgCl 1.6mM 12.5
dNTPs 200mM
D1 10uM 0.16uM 0.4
T51 10uM 0.16uM 0.4
T52 10 0.16uM 0.4
TS3 10uM 0.16uM 04
DEN4 10uM 0.16uM 0.4
SuperScript
NIRT/Platinum Tag 200WU0ul AU/l 0.5
Mix
Agua PCR 4]
TOTAL 25

Adaptado de Triviiio, 2014, p.24.

Tabla 7. Programa utilizado en la amplificacion.

PROGRAMA DE LA RT-PCR
PROCESO cicLo TEMPERATURA (*C) TIEMPO
Transcripcidn inversa 1 b2 30 min
Amplificacién Denaturacidn 84 2 min
Hibridacidn 35 55 30 seg
Extension 68 1 min
Extension 1 68 5 min

Adaptado de Triviiio, 2014, p.24.

3.2.2.3. Andlisis de la amplificacién y secuenciacion

Se realiz0 una electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X (89 mM

Borato Tris, 2 mM EDTA pH 8.3) y 4 uL de SYBR Safe (Thermo Fisher
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Scientific, USA). Se utiliz6 10 uL del producto obtenido mediante la RT-PCR y 2
uL de tampoén de carga (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras se
corrieron a 85 Voltios y 400 Amperios durante 80 minutos. Se utilizd un
marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, USA). El gel
fue analizado mediante un fotodocumentador con luz UV (Labnet International,
USA).

Unicamente las muestras que mostraron ser positivas para uno de los 4
serotipos se reamplificaron con una PCR convencional utilizando Platinum Taq
DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA) y siguiendo los pasos del
inserto. Para comprobar que la amplificacion se realizé correctamente se utilizd
un analisis electroforético con 10 uL del producto de la PCR convencional. Se
mandaron a secuenciar 40 uL por el método de Sanger (Macrogen, Corea) con

el fin de asegurarnos que el serotipo identificado era el correcto.

3.2.2.4. Infeccién células C6/36

Las células C6/36 son células de larvas de Ae. albopictus las cuales son
utilizadas para la propagacién de Flavivirus. Se utilizaron estas células para
propagar el virus del dengue y obtener controles positivos. Las células C6/36
fueron donadas por el Instituto de Microbiologia de la Universidad San
Francisco de Quito. Previo a su utilizacion las células se descongelaron,
cultivaron e incubaron en frascos con tapa de ventilacion (Corning Inc., USA) a
28 °C.

La infeccién de las células se debe realizar a partir del tercer pase una vez
alcanzado el 90-95% de confluencia celular en el cultivo. Se removié el medio
del frasco y se coloco 1 mL de tampon fosfato salino (PBS) (Thermo Fisher
Scientific, USA) para lavar las células. Posteriormente se afiadido 200 uL del
inoculo (DENV-1, DENV-2, DENV-3 o DENV-4) con 1 mL de medio Eagle
modificado por Dubelcco (DMEM) sin suero fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher

Scientific, USA). Se incubd el frasco por una hora a 28 °C con agitacion para
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evitar que las células se deshidraten y el virus se distribuya homogéneamente.
Se afadi6 DMEM suplementado con SFB al 2% hasta alcanzar un volumen
final de 3.5 mL y se incubd los frascos a 28 °C con CO2 al 5%. Se debe
observar bajo el microscopio diariamente hasta detectar cambios citopaticos
(forma alargada y multinucleada) o muerte celular (anexo A) y asi identificar el
momento correcto para realizar la cosecha del virus. Cada serotipo fue
cosechado en un periodo diferente ya que los efectos citopaticos provocados

por el virus se mostraron en diferentes dias después de la infeccion (anexo B).

Para la cosecha del virus se transfirié el medio del frasco a un conico de 15 mL
y se centrifugd el medio junto con 0,805 mL de SFB para completar el volumen
final de 3.5 mL. Se centrifugo los tubos a 4000 g por 10 min a 4 °C. Finalmente
se pasoé el sobrenadante a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL previamente
congelados para evitar la degradacion del virus y congelarlos a -80 °C hasta su

uso.
3.2.2.5. Célculo de la muestra y andlisis de datos

Para el calculo de la muestra necesaria, con un porcentaje de confianza del
95%, se utilizé el software en linea OpenEpi (Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health, versién 3.01), una compilacion de calculadoras
epidemioldgicas de cbdigo abierto para generar estadisticas en temas de salud
publica. Se usé una frecuencia del 6.1% tomado de un estudio previo realizado
en el Ecuador (Trivifio, 2014, p. 1-64). Este programa realiza el calculo del

tamafio de muestra mediante el uso de la siguiente ecuacion:

n = [EDFF x Np(1 — p)]/ [(dz/zia/2 x(N-1+px(1-p)|  (Ecuacién1)

(Dean et al., 2016)

En donde EDFF es el efecto de disefio (1), p es la frecuencia hipotética del
factor del resultado en la poblacién en este caso la prevalencia del virus en un

estudio previo (6.1%). Z es el valor critico, en este caso seria 1.96 para un nivel
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de confianza del 95%. N es el numero de la poblacion, 189.504 para
Esmeraldas y 91.744 para Nueva Loja y d es la precision con que se desea
estimar el parametro (5%). 1-a es el nivel de confianza (95%) (Dean et al.,

2016), y obtuvimos los tamafos de muestra para iniciar el muestreo.

Para obtener la prevalencia y seroprevalencia del DENV en las dos localidades

se usoO la ecuacion de prevalencia aparente.

__ Total de casos en una poblacién

PA =

x 100 (Ecuacion 2)

Total de la poblacion

(Jaramillo y Martinez, 2010, p.36).
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4. CAPITULO IV. Resultados y discusién

4.1. Coleccion de mosquitos en el campo

Se viajé a Esmeraldas y Nueva Loja con el fin de colectar mosquitos Ae.
aegypti mediante la aspiracion de mochila. Se delimité una muestra de minimo
61 individuos para la ciudad de Esmeraldas y 46 para la ciudad de Nueva Loja

(figura 7 y 8).

Tamafio de la muestra para la frecuencia en una poblacion

Tamafio de la poblacién (para el factor de correccién de la poblacién finita o fcp)(V):189.504

frecuencia % hipotética del factor del resultado en la poblacién (p): 6.1%+/-5
Limites de confianza como % de 100(absoluto +/-%)(d): 5%
Efecto de diseno (para encuestas en grupo-EDFF): 1
Tamaiio muestral () para Varios Niveles de Confianza
IntervaloConfianza (%) Tamaiio de la muestra
95% 61
80% 32
90% 47
97% 69
99% 85
99.9% 108
99.99% 123

Figura 7. Tamafo de la muestra para Esmeraldas.

Tomado de OpenEpi, version 3.01.
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Tamafio de la muestra para la frecuencia en una poblacién

Tamafio de la poblacién (para el factor de correccién de la poblacién finita o fep)(¥):91.744

frecuencia % hipotética del factor del resultado en la poblacién (p): 6.1%+/-5
Limites de confianza como % de 100(absoluto +/-%)(d): 5%
Efecto de disefio (para encuestas en grupo-EDFF): 1
Tamaiio muestral (n) para Varios Niveles de Confianza
IntervaloConfianza (%) Tamaiio de la muestra
95% 46
80% 27
90% 38
97% 50
99% 58
99.9% 68
99.99% 73

Figura 8. Tamafo de la muestra para Nueva Loja.
Tomado de OpenEpi, version 3.01

Entre las dos localidades muestreadas se inspeccionaron un total de 1010
casas. Los tres muestreos que se realizaron en la ciudad de Esmeraldas se
hicieron en la época de sequia y lluvia en el afio 2014 y 2015, respectivamente.
De las 510 (50.5%) casas visitadas, en 47 (9.2%) casas se encontré el vector y
se colect6 un total de 86 hembras Ae. aegypti. Del total de hembras
recolectadas se capturaron 40 (46.5%) individuos alimentados. Los dos
muestreos que se realizaron en la ciudad de Nueva Loja se hicieron en la
época de lluvia en el afio 2014 y 2015. De las 500 (49.5%) casas visitadas, en
33 (6.6%) casas se colecto el vector y se colectaron un total de 81 hembras Ae.
aegypti. Del total de hembras recolectadas se capturaron 31 (38.3%) individuos
alimentados. El nimero total de Ae. aegypti colectados fue de 167 individuos
(tabla 10). En la mayoria de casas se encontrd un individuo; sin embargo, en
algunas casas se encontr6 hasta 9 individuos. En el anexo C y D se encuentra
detallada toda la informacién de las muestras recolectadas. En la temporada de
precipitacion se encontré el mayor niumero de vectores ya que se capturé un

total de 143 vectores de los 167 recolectados en las dos localidades (tabla 11).
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Tabla 9. Numero de mosquitos Aedes aegypti recolectados en las diferentes

temporadas del afio.

Ao 2014 2015
Temporada Seco lluvioso Seco lluvioso
Nueva Loja 0 30 0 o1
Localidad
Esmeraldas 24 10 0 52

4.2. Tipificacion de los serotipos del DENV

Para la tipificacion de los serotipos del DENV se utilizé el sobrenadante del
cultivo celular infectado. En la figura 9 se puede observar los diferentes
productos amplificados de individuos infectados que se obtuvieron de cada
serotipo. De las muestras analizadas, 10 (11.6%) fueron positivas para DENV
en Esmerldas y 6 (7.41%) en Nueva Loja (tabla 10). Ademas, 7 de las 16
muestras positivas eran hembras alimentadas y el 85.7% fueron recolectadas

en temporada de precipitaciones.
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Figura 9. Productos de la amplificacion de los mosquitos con sobrenadante

de cultivo celular infectado con DENV.

Nota: Los carriles d1-d4 muestran los pesos moleculares de DENV-1, DENV-
2, DENV-3 y DENV-4 respectivamente. Gel de agarosa 1.5%

En la ciudad de Nueva Loja se identificaron seis vectores infectados con el
serotipo DENV-1, cuatro vectores con el serotipo DENV-2 y un vector con una
co-infeccion por los serotipos DENV-1 y DENV-3. Mientras que la ciudad de
Esmeraldas se pudieron evidenciar dos vectores infectados con el serotipo
DENV-1, un vector infectado con el serotipo DENV-2 y dos vectores infectados
con el serotipo DENV-3 (Figura 10). Del total de ensayos positivos, el 50%
pertenecen al serotipo DENV-1, 31.25% al serotipo DENV-2 y el 12.5% al

serotipo DENV-3. Las muestras co-infectadas son el 6.25%.
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Figura 10. Numero de serotipos identificados en dos zonas geogréaficas del
Ecuador.

Notas: a) *Muestra coinfectada con los serotipos DENV-1 y DENV-3.

Se comparo los serotipos identificados en pacientes ecuatorianos, reportados
al sistema de vigilancia nacional, con los serotipos encontrados en este
estudio. Para esto se obtuvieron los datos generales de los serotipos que co-
circulan en el Ecuador segun el MSP y la OPS. En el Ecuador se reportaron
hasta la semana 52 del 2014 todos los serotipos del DENV mientras que en el
2015 se reportaron los serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-4 (MSP, 2016 y
OPS, 2016). Este estudio demostro la presencia de DENV-3 en el afio 2015 en
la provincia de Nueva Loja.

4.3. Discusion

La vigilancia virolégica basada en el vector es fundamental para fortalecer los
sistemas de alerta temprana y llevar a cabo medidas de prevencion oportunas

antes del aparecimiento de brotes de dengue. La vigilancia basada en casos
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clinicos puede pasar por alto la presencia del virus en las formas asintomaticas
o silentes del dengue (Kyle y Harris, 2008, p.71-92). Este estudio evidencio
una prevalencia del 9.5% de infeccion por DENV en mosquitos Ae. aegypti
hembras capturadas en Nueva Loja y Esmeraldas donde la prevalencia
individual fue del 7,4% y 11,6%, respectivamente. Nuestros hallazgos
demostraron la presencia de DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 en las

localidades estudiadas.

Este estudio demostré que de 1010 casas visitadas solo en el 7.5% se
identificaron hembras Ae. aegypti. Durante la temporada de lluvia se colectaron
el 85.7% (143) del total de los vectores (167) analizados. Un trabajo previo
llevado a cabo en Santo Domingo de los Tséachilas por Coba (2015, p.1-99),
también encontrd un alto nimero de vectores en la época de precipitaciones e
identific6 un total de 49 hembras en una sola localidad. Aunque en esta
investigacion se colectd vectores una vez por cada afio (2014 y 2015), se
evidencio gran abundancia del vector en la época lluviosa. Por su parte, Eisen
et al. (2014, p.886) en un estudio desarrollado en Mérida, México, colecto
vectores cada mes por dos afios capturando un mayor numero de vectores en
la temporada de precipitaciones. En Mérida, esta temporada inicia en el mes de
Mayo hasta el mes de Octubre y obtuvo un total de 1.092 mosquitos s6lo en el
mes de Julio. En esta época existen condiciones favorables (T=28 ° C,
humedad relativa del 70%y el aumento de criaderos) para el desarrollo del
vector (Cassab et al., 2010, p. 125). Otro estudio realizado por Rubio-Palis et
al. (2011, p.153) en Maracay, Venezuela registr6 un pico de Aedes (14,7
Aedes/casa) en el mes de Agosto (temporada de lluvias) mismo mes en el que
hubo un mayor nimero de casos en el afio 2001 demostrando que existe una
correlacion significativa entre el promedio del nimero de Aedes colectados y el
namero de casos (r= 0,667, P=0,008, 12 gdl). Esto concuerda con el estudio
realizado por Garcia et al. (2011, p.1609-1619) en Guasave Sinaloa, México en
el cual evidencio una mayor abundancia de mosquitos en los meses de mayor
precipitacion acumulada en el afio 2008 dos meses después se presento el

mayor namero de casos. Ademas, mostr6 una mayor correlacion de la
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densidad de hembras con la precipitacion acumulada (r=0,80) lo que evidencia
que los periodos de mayor abundancia de vectores fueron los de mayor riesgo
epidemioldgico y que incluso estas variables se presentaron como métodos
predictivos rapidos de los brotes de dengue. Aunque este estudio no llevd a
cabo un andlisis correlativo temporal entre factores climaticos, casos de
dengue y presencia del vector, los hallazgos concuerdan con otros estudios
gue a inicios de la época lluviosa registran un mayor numero de vectores lo que

incrementa el riesgo de transmision del virus a sujetos susceptibles.

Respecto a la prevalencia de DENV encontrada en los vectores colectados se
evidencio que el 9.5% de hembras procesadas fueron positivas. Un estudio
realizado en el Ecuador por Coba (2015, p. 1-99) en Sto. Domingo de los
Tsachilas Unicamente en la temporada pluvial (4 meses consecutivos)
demuestra una prevalencia del 24.49%. Esto pudo deberse a que su estudio
fue realizado, so6lo en los meses de precipitacion, mientras que el presente
estudio abarcé las dos temporadas del afio y no se encontré la misma densidad
de vectores. Asi también podemos evidenciar en otro estudio realizado en el
pais por Trivifio (2014, p.1-64) que la prevalencia de infeccién en el vector fue
del 6,1%, aunque el estudio fue ejecutado en temporada de sequia. Esto se
debe a que en la época seca el nimero de criaderos disminuye. Si bien existen
contenedores grandes para almacenar el agua en la temporada de lluvias, los
criaderos pequefios y medianos (cubetas, botellas, macetas, trastos de cocina,
etc) incrementan el nimero de vectores generando mas lugares de ovoposicion
(Villegas-Trejo et al., 2011, p.141-151). La presencia de una gran cantidad de
mosquitos infectados puede significar un aumento en el nimero de futuros
casos de dengue debido que existen varios pacientes asintomaticos que actian
como reservorios de la enfermedad y pueden resultar en brotes subsecuentes
de dengue (Méndez-Galvan et al., 2014, p.314). Es por esto que el implementar
estudios virologicos del vector al sistema de vigilancia en paises endémicos es
de gran prioridad ya que pueden contribuir a predecir brotes epidémicos e
incrementar la eficiencia del control del dengue (Méndez-Galvan et al., 2014,
pp.313-314).
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Adicionalmente, se evidencio que el serotipo que predominé en el andlisis fue
el DENV-1 (50%), seguido por DENV-2 con el 31.25%, DENV-3 con el 12.5% y
por ultimo una co-infeccion de DENV-1 con DENV-4 con el 6.25%. De igual
forma Halsey et al. (2012, p. 4) identific6 un mayor porcentaje de casos con
DENV-1 (39.8%) en Ecuador, Peru, Bolivia y Paraguay en un estudio realizado
desde el 2005 hasta el 2010. Una razén por la que se cree que DENV-1 se
manifiesta con mas frecuencia es la diversificacidon genética de este serotipo
cada cierto tiempo. El serotipo 1 va a generar mayor carga inmunitaria en
contra del virus por lo que en un momento dado su prevalencia en la poblacion
disminuye mientras que la prevalencia de los otros serotipos aumenta. De igual
forma esto sucedera con el resto de serotipos a lo largo del tiempo. Al haber
cambiado genéticamente DENV-1, ademas de la existencia de una inmunidad
cruzada eventualmente este serotipo vuelve a desplazar a los otros 3 serotipos
e infectando a un mayor namero de personas (Ocazionez-Jiménez et al., 2013,
p.28). Esto demuestra que a pesar de que la densidad de vectores y la
prevalencia bajen mientras haya personas susceptibles a la infeccion siempre
se encontraran casos de dengue en el pais debido a la hiperendemicidad del

virus.

El sistema de vigilancia en del Ecuador es Unicamente pasivo, lo que significa
gue se reportan brotes dentro de las primeras 24 horas junto con una variedad
de informes que contienen informacion rutinaria (OPS, 2011, p.20; MSP, 2012,
p.14). Esta forma de recoleccion de datos no permite identificar la circulacion
de los serotipos de dengue durante los periodos inter-epidémicos lo que
enlentece la capacidad predictiva y la respuesta oportuna ante nuevos brotes.
Este estudio demostro la presencia de DENV-1, DENV-2 y DENV-3 al igual que
una co-infeccion por DENV-1 con DENV-4. DENV-3 especificamente fue
identificado en muestras recolectadas en el 2015. Segun reportes del MSP vy la
OPS en el 2014 todos los serotipos del virus estuvieron circulando en el pais
sin embargo, en el 2015 no se reporto la circulacion de DENV-3. Trivifio (2014,
p.1-64) encuentra en su estudio la presencia de DENV-3 en el 2013 mientras
que el MSP reportd sélo la presencia de DENV-1, DENV-2 y DENV-4 en ese
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mismo afio. Ademas, Cifuentes et al. (2013, p. 1644) también detectaron la
presencia de DENV-3 junto con los otros tres serotipos por lo que concluyeron
que hubo una reintroduccion del serotipo ya que este no se habia reportado
desde el 2009. Sin embargo, segun la OPS (2016) el Ecuador reporto la
presencia de s6lo DENV-1, DENV-2 y DENV-4 en el 2011 y en el 2010 ningun
serotipo fue reportado. Halsey et al. (2012, p.4) demostraron la presencia de
DENV-3, DENV-4 y DENV-1 en el Ecuador en el afio 2001, mientras que la
OPS (2016) en este mismo afio solo tiene reportes de DENV-2 y DENV-3. Esto
puede ser debido a la utilizacion de métodos de diagndstico poco sensibles,
una vigilancia virolégica débil o incluso a pacientes que nunca fueron
diagnosticados por ser asintomaticos o no haber recibido la atencidén necesaria
(Torres y Castro, 2007, p.26-29; de la Mora et al., 2010, p. 130-132). Todos
estos datos demuestran las deficiencias que tiene el sistema de vigilancia
nacional. La implementacion de una vigilancia activa, que actie junto a la
pasiva permite ampliar la capacidad de deteccién de serotipos circulantes.
Mientras la vigilancia pasiva registra y recopila informacion a lo largo del
tiempo, la vigilancia activa ayuda a garantizar la confiabilidad tanto de los datos
como del sistema de vigilancia; ademas que reduce la probabilidad de no
detectar casos que estan ocurriendo en los periodos inter-epidémicos (OPS,
2011, p.20).

Este proyecto demostré la co-circulacion de varios serotipos del DENV en las
dos localidades estudiadas. Por esta razon el riesgo de contraer la forma grave
de la enfermedad es mayor. Varios estudios atribuyen éste riesgo a la
inmunopotenciacion mediada por anticuerpos que resulta de infecciones
previas con el virus (Ocazionez et al., 2007, p.270; Revista Panamericana de
Salud Publica, 2007, p.1-2). Ademas, se puede observar la aparicion de co-
infecciones en pacientes no sélo por la circulacion de varios serotipos a la vez
sino también por la circulacion de uno o mas serotipos en un solo vector como
se evidencio en una de las muestras analizadas. Baharaj et al. (2008, p.2-4) en
un estudio realizado en Delhi, India, discutieron como esta ciudad se mantuvo

hipoendémica hasta el 2003 y desde que se desarroll6 la hiperendemicidad
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subid el numero de casos de dengue grave. Ademas, reporté el hallazgo de 9
pacientes con una infeccion simultdnea de dos serotipos diferentes por lo que
puede desarrollarse una sintomatologia mas grave. Por esta razén es muy
importante que el sistema de vigilancia del dengue sea fortalecido en el
Ecuador con la implementacion de la vigilancia viroldgica basada en el vector a
de generar datos méas confiables que permitan crear un sistema de alerta
temprana con la eficiencia necesaria que un pais hiperendémico requiere
(Méndez-Galvan et al., 2014, p.314). Es importante realizar estudios de
genotipificacion con un enfoque filogenético de los serotipos circulantes
encontrados en los vectores para evidenciar la diversidad de los serotipos
identificados en el pais. Una amplia diversidad en la poblacion viral aumenta la
probabilidad de emergencia de cepas mucho mas virulentas pudiendo

desencadenar brotes severos (Lee et al., 2011, p. 84-85).

La metodologia se basé en el analisis individualizado de los vectores para
obtener resultados mas confiables en cuanto a la identificacion de los serotipos
circulantes. La mayoria de estudios existentes trabajan con pools de mosquitos
basandose en argumentos que explican que los titulos virales pueden ser muy
bajos en el vector y el RNA extraido muy poco lo que dificultaria la
identificacion del virus (Pankhong et al., 2002, p.143). También resulta menos
costoso, mas facil y mas efectivo segun Sule y Oluwayelu (2016, p.2). Sin
embargo, los resultados que se obtienen de un pool de mosquitos puede
generar dudas como lo demostré un estudio realizado por Trivifio (2014, p.37)
el cual detecté 3 serotipos en uno de los pools analizados pero no pudo
concluir si los serotipos pertenecian a un solo individuo o hubieron varios
vectores infectados en un mismo pool. Actualmente, existen varios kits que
permiten utilizar volimenes pequefios como es el caso del RNAqueous-Micro
Total RNA lIsolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Este kit es capaz de
trabajar con tejidos iguales o menores a 10 miligramos de peso ideal para
muestras como las del presente estudio que tuvieron un peso aproximado de
2,8 miligramos. Esta metodologia nos permitiria trabajar con cada individuo tal

como sugieren Urdaneta et al. (2004, p.182). En su estudio, estandariz6 un
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nuevo método de extraccion para trabajar con mosquitos individualmente para
tener mayor sensibilidad en la deteccion del DENV. Por esta razon los
beneficios de utilizar kits o técnicas de aislamiento que permitan el analisis
individual de los mosquitos Aedes es primordial para facilitar la identificacién de
los serotipos circulantes e incluso la deteccion de una posible co-infeccién que
pueda incrementar la probabilidad de adquirir dengue grave (Baharaj et al.,
2008, p.2-4).
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5. CAPITULO V. CONCLUSIONES

El 85.7% de los vectores fueron recolectados en la temporada de
precipitaciones, periodo en el que se reportaron un mayor numero de casos de

dengue segun el MSP.

La prevalencia de DENV en hembras Ae. aegypti colectadas en Esmeraldas y

Nueva Loja fue del 9.5%.

El serotipo DENV-1 fue el mas prevalente (50%), coincidiendo con los reportes

generados por el MSP en el afio 2014 y con estudios previos.

Los cuatro serotipos fueron identificados junto con una co-infeccién por DEN-1
y DENV-4, lo que evidencia la circulacién simultdnea de varios serotipos e

incluso de mas de un serotipo a la vez en un mismo vector.

El serotipo DENV-3 fue identificado en el aflo 2015. Este serotipo no fue

reportado a nivel nacional por el MSP ni la OPS en este mismo afio.

Al igual que otros estudios realizados en zonas endémicas de dengue se
demostré que la vigilancia virolégica basada en el vector es un complemento
muy importante de un sistema de vigilancia, lo que apoya a generar un sistema

de alerta temprana con mayor capacidad de prediccién de brotes de dengue.
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6. CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

Modificar los cebadores para mejorar su especificidad ya que tienden a

hibridarse con el genoma de Aedes.

Realizar una vigilancia virologica simultdnea entre los habitantes de las casas

muestreadas y los vectores recolectados en las mismas.

Identificar los serotipos de DENV tanto en larvas como en mosquitos adultos.
Varios estudios demuestran la transmision vertical entre mosquitos por lo que

las larvas pueden generar adultos ya infectados con los diferentes serotipos.

Realizar una genotipificacion con un enfoque filogenético, con el fin de
identificar nuevas cepas cuyos cambios genéticos puedan resultar mas

virulentos o verificar si no existe la introduccién de un nuevo genotipo viral.

Realizar un estudio que relacione los factores climéticos con la abundancia del
vector y los casos de dengue en el pais para poder ejecutar mejores

predicciones de brotes epidémicos.
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Anexo A. Imégenes observadas por microscopia invertida (10X).

Células C6/36

Nota: Cultivo celular de células C6/36 y células en cultivo con efectos

citopéticos. A. Células C6/36 previamente a la infeccion con DENV. B. Células

infectadas, presentan alargamiento, muerte celular y multiples nucleos.

Anexo B. Tiempos de cosecha segun el serotipo.

Serotipo Tiempo desde la inoculacién hasta
la cosecha
DENV-1 7 horas
DENV-2 5-7 dias
DENV-3 5-7 dias
DENV-4

5-7 dias




Anexo C: Base de datos de las muestras colectadas en Esmeraldas

cantidad de

Método_Identificacion

Fecha Colecta | Afio Colecta | Epoca | Localidad Nmr_Csa| Nmr_Mst hembras | Coordenada_X | Coordenada_Y | Género | especie Sexo | Fecha Identificacién | <o) Estadio_Vida | DNA/RNA | ng/uL | 260/208 | SEROTIPO
08/04/2014 2014 | seco Esmeraldas 40 40 1 _ _ Aedes | aegypti | hembra 08/04/2014 | Morfologia Adulto RNA 165.828 | 2.102
08/04/2014 2014 | seco Esmeraldas 51 51 1 _ _ Aedes | aegypti | hembra 08/04/2014 | Morfologia Adulto RNA 86.675 2,14
08/04/2014 2014 | seco Esmeraldas 53 53 1| 79,68707|0,91075 Aedes | aegypti | hembra 08/04/2014 | Morfologia Adulto RNA 51.801| 2.133

08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 62 62 1 70,6858 | 0,91059 Aedes | aegypti |hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 65,08 2.162
08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 67 67 1 79,68633 | 0,90965 Aedes | aegypti |hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 98.234| 2.161
08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 67 67 1 79,68633 | 0,90965 Aedes | aegypti | hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 161.526| 2.211
08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 69 69 1 79,68612 | 0,90964 Aedes | aegypti | hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 151.741 1,39
08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 69 69 1 79,68612 | 0,90964 Aedes | aegypti | hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 84,65| 2,111
08/05/2014 2014 | seco Esmeraldas 69 69 1 79,68612 | 0,90964 Aedes | aegypti | hembra 08/05/2014 | Morfologia Adulto RNA 125,86| 2.116
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 85 85 1| 79,684470,90847 Aedes | aegypti | hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 74.194| 2.205
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 88 88 1| 79,68398|0,90803 Aedes | aegypti | hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 66.814 2
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 94 94 1 79,688 | 0,90953 Aedes | aegypti | hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 132.847 | 2,172




08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 94 94 79,688 | 0,90953 Aedes | aegypti | hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 52,61| 2.131
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 94 94 79,688 | 0,90953 Aedes | aegypti |hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 62.437| 2.232
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 94 94 79,688 | 0,90953 Aedes | aegypti |hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 127,72 2.079
08/06/2014 2014 | seco Esmeraldas 94 94 79,688 | 0,90953 Aedes | aegypti | hembra 08/06/2014 | Morfologia Adulto RNA 73.879| 2.045
08/07/2014 2014 | seco Esmeraldas 95 95 79,68768 | 0,90943 Aedes | aegypti | hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 185.877| 2.213
08/07/2014 2014 | seco Esmeraldas 96 96 79,68685 | 0,90889 Aedes | aegypti |hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 54912 | 2.143
08/07/2014 2014 | seco Esmeraldas 96 96 79,68685 | 0,90889 Aedes | aegypti |hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 105.947| 2.193
08/07/2014 2014 | seco Esmeraldas 108 108 79,68596 | 0,90837 Aedes | aegypti |hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 32.062| 1.436
08/07/2014 Esmeraldas 108 108 79,68596 | 0,90837 Aedes | aegypti | hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 29.095| 2.212
08/07/2014 2014 | seco Esmeraldas 114 114 79,68544 | 0,90782 Aedes | aegypti | hembra 08/07/2014 | Morfologia Adulto RNA 36.854| 1.936
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 10 10 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 143.691| 1,313
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 10 10 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 100.041| 1,692
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 10 10 - - Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 138.458 | 1.849
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 12 12 - - Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 49929| 2.158




05/04/2015

2015

lluvia

Esmeraldas

14

14

6

79,6461

0,94584

Aedes

aegypti

hembra

05/04/2015

Morfologia

Adulto

RNA

74.462

2.229

05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 16 16 Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 115.431| 2.111
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 16 16 Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 42.162| 2.143
05/04/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 16 16 Aedes | aegypti | hembra 05/04/2015 | Morfologia Adulto RNA 57.918| 2.134

05/05/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 26 26 Aedes | aegypti | hembra 05/05/2015 | Morfologia Adulto RNA 47.841| 2.034
05/05/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 26 26 - - Aedes | aegypti |hembra 05/05/2015 | Morfologia Adulto RNA 113.077| 2.075
05/05/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 27 27 - - Aedes | aegypti | hembra 05/05/2015 | Morfologia Adulto RNA 157.433| 2.047
05/05/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 28 28 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/05/2015 | Morfologia Adulto RNA 82.153| 2.183
05/06/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 30 30 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/06/2015 | Morfologia Adulto RNA 88.265| 2.047
05/06/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 32 32 - - Aedes | aegypti | hembra 05/06/2015 | Morfologia Adulto RNA 126.786| 2.032
05/06/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 35 35 - - Aedes | aegypti | hembra 05/06/2015 | Morfologia Adulto RNA 53.112| 2.079




05/06/2015

2015

lluvia

Esmeraldas

41

41

Aedes

aegypti

hembra

05/06/2015

Morfologia

Adulto

RNA

86,27

2.196

05/06/2015

2015

lluvia

Esmeraldas

42

42

79,64501

0,94808

Aedes

aegypti

hembra

05/06/2015

Morfologia

Adulto

RNA

54,8

2,177

05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 47 47 Aedes | aegypti | hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 141.956| 2.141

05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 94 94 Aedes | aegypti | hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 97.016| 2.078
79,3863 0,956921

05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 113 113 Aedes | aegypti | hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 122.971| 2.104
79,3863 0,956921

05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 113 113 Aedes | aegypti | hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 48.701| 1.622

05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 116 116 - - Aedes | aegypti | hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 208,45| 2.161
05/07/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 121 121 - - Aedes | aegypti |hembra 05/07/2015 | Morfologia Adulto RNA 27.772| 2.226
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 125 125 - - Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 121.347| 2.182
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 125 125 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 406.935| 2.196
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 _ _ Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 119.385| 2.092
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 - - Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 47.436| 2.208
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 - - Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 47,59| 1.983




05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 68.155 2,06
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 20.698| 2.217
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 151 151 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 18.267 | 2.143
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 109.761 2,01
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 136.382| 2.119
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 208.798 2,21
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 154.159| 2.141
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 62.107| 2.096
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 96.185| 2.061
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 213.232 2,22
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 87.342| 2.149
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 157 157 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 78.979| 2.143
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 159 159 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 93.781| 1.553
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 164 164 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 129.202| 0,911
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 165 165 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 77.279| 2.087




05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 165 165 1 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015 | Morfologia Adulto RNA 213.042| 2.104

79,64543 0,95349
05/08/2015 2015 | lluvia Esmeraldas 176 176 1 Aedes | aegypti | hembra 05/08/2015

Morfologia Adulto RNA 126.786| 2.203

26/12/14 lluvia Esmeraldas aegypti |hembra |26/12/14 Morfologia Adulto

26/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 3 3 1 - - Aedes | aegypti |hembra |26/12/14 Morfologia Adulto RNA 104.006| 2.197
27/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 4 4 1 _ _ Aedes | aegypti |hembra |27/12/14 Morfologia Adulto RNA 152.037| 1.884
27/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 5 5 1 _ _ Aedes | aegypti |hembra |27/12/14 Morfologia Adulto RNA 62.906| 2.067
27/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 6 6 1 - - Aedes | aegypti |hembra |27/12/14 Morfologia Adulto RNA 63.192| 2.151
28/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 7 7 1 - - Aedes | aegypti |hembra |28/12/14 Morfologia Adulto RNA 88,7| 2.168
28/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 8 8 1 - - Aedes | aegypti |hembra |28/12/14 Morfologia Adulto RNA 84.581 2,2
28/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 9 9 1 _ _ Aedes | aegypti | hembra |28/12/14 Morfologia Adulto RNA 162.579| 2.144
28/12/14 2014 | lluvia Esmeraldas 10 10 1 _ _ Aedes | aegypti | hembra |28/12/14 Morfologia Adulto RNA 37.828| 1.898




Anexo D: Base de datos de las muestras colectadas en Nueva Loja

cantidad de

Método_ldentificacion

Fecha Colecta | Afio Colecta | Epoca | Localidad Nmr_Csa | Nmr_Mst | © Coordenada_X | Coordenada_Y | Género | especie Sexo Fecha_Identificacién | (o) Estadio_Vida | DNA/RNA | ng/uL | 260/208 | SEROTIPO
25/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 8 8 1 76,51433|0,5809 Aedes |aegypti |hembra 25/8/14 Morfologia Adulto RNA 114.309| 2.219
25/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 14 14 1 76,51352|0,5758 Aedes |aegypti |hembra 25/8/14 Morfologia Adulto RNA 131.227| 2,16
25/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 16 16 1 76,51334|0,5759 Aedes |aegypti |hembra 25/8/14 Morfologia Adulto RNA 104.411| 2.186

26/8/14

2014

Lluvia

Nueva Loja

22

22

76,52712

0,5249

Aedes

aegypti

hembra

26/8/14

Morfologia

Adulto

RNA

104.129

25/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 18 18 1 76,52766 0,526 Aedes |aegypti |hembra 25/8/14 Morfologia Adulto RNA 116.907 | 1,946
25/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 18 18 1 76,52766 | 0,526 Aedes |aegypti |hembra 25/8/14 Morfologia Adulto RNA 64.935| 1,905
26/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 19 19 1 76,52766|0,5258 Aedes |aegypti |hembra 26/8/14 Morfologia Adulto RNA 99.014 | 2,067
26/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 19 19 1 76,52766 | 0,5258 Aedes |aegypti |hembra 26/8/14 Morfologia Adulto RNA 104.496| 2,064
26/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 20 20 1 76,52743 10,5248 Aedes |aegypti |hembra 26/8/14 Morfologia Adulto RNA 162.687 | 2,246
26/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 21 21 1 76,52734 0,526 Aedes |aegypti |hembra 26/8/14 Morfologia Adulto RNA 85.952| 2,058

1,969




26/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 22 22 76,52712|0,5249 Aedes |aegypti |hembra 26/8/14 Morfologia Adulto RNA 130.682| 2,077
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 23 23 76,52777 10,5318 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 203.663 | 2,162
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 23 23 76,52777 10,5318 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 166.869| 1,661
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 23 23 76,52777|0,5318 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 112.505| 2.138
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 23 23 76,52777|0,5318 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 237.584| 2,154
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 23 23 76,52777 10,5318 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 59.386| 2,147
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 24 24 76,52764 | 0,532 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 254922 | 2,211
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 24 24 76,52764 | 0,532 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 189.123| 2,138
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 24 24 76,52764 (0,532 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 165.828| 2,191
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 25 25 76,5276 10,5324 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 125.557| 2.013
27/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 25 25 76,5276 0,5324 Aedes |aegypti |hembra 27/8/14 Morfologia Adulto RNA 106.839| 2,095
28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 26 26 76,52552|0,5325 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 88.384 | 2,137
28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 26 26 76,52552|0,5325 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 173.276| 2,130
28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 27 27 76,5274 10,5326 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 159.123 | 2,042
28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 28 28 76,52745|0,5331 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 168.019| 2,179




28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 28 28 76,52745|0,5331 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 57.959| 1,895
28/8/14 2014 | Lluvia Nueva Loja 28 28 76,52745|0,5331 Aedes |aegypti |hembra 28/8/14 Morfologia Adulto RNA 90.725 2
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 6 6 _ _ Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 165,52 (2,176
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 _ _ Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 127,883 | 2,194
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 - - Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 49,463 | 2,179
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 - - Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 5,666 1,75
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 _ _ Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 131,36 2,16
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 _ _ Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 168,395| 2,156
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 34 34 - - Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 206,365| 1,48

25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 39 39 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 51,801| 0,877
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 39 39 _ _ Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 128,117| 2,052
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 40 40 - - Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 102,388 2,2
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 40 40 - - Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 3,649 1,286




25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 40 40 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 13,423 | 1,941
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 40 40 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 161,153 | 2,057
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 41 41 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 98,341 | 2,025
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 41 41 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 192,581 | 2,102
25/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 41 41 Aedes |aegypti |hembra 25/05/15 Morfologia Adulto RNA 147,651 | 2,187

25/05/15

2015

Lluvia

Nueva Loja

41

41

Aedes

aegypti

hembra

25/05/15

Morfologia

Adulto

RNA

66,978

2,012

26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 42 42 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 102,908 2,48
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 42 42 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 145,728 | 2,087
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 42 42 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 5,276| 1,625
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 44 44 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 43,707 | 2,077
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 45 45 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 42,614 1,981
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 244,368 | 2,135
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 210,227 | 2,039
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 125,455| 2,153




26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 60,815 1,63
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 112,264 | 2,226
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 138,827 | 1,943
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 262,175| 2,197
26/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 54 54 Aedes |aegypti |hembra 26/05/15 Morfologia Adulto RNA 89,279 2,113
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 55 55 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 146,431 | 1,957
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 55 55 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 189,974 | 2,147
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 55 55 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 159,903 | 2,189
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 59 59 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 170,022 | 1,907
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 59 59 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 97,422 | 2,187
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 59 59 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 128,247 | 2,164
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 327,258 | 2,208
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 204,775| 2,126
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 99,736 | 1,482
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 34,981 | 2,048




27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 202,151 | 2,165
27/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 62 62 Aedes |aegypti |hembra 27/05/15 Morfologia Adulto RNA 293,831 | 2,034
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 67 67 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 125,686 | 1,994
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 73 73 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 94,06| 1,758
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 73 73 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 139,109| 2,221
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 73 73 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 224,071| 2,173
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 78 78 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 168,46 | 1,912
28/05/15 2015 | Lluvia Nueva Loja 78 78 Aedes |aegypti |hembra 28/05/15 Morfologia Adulto RNA 24,756 2,103

Nota: El color naranja representa las muestras positivas.




