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como recordatorio de que siempre puedo.

A mi familia,
que es mi sostén y mi alegria.



"El le llamo "aceptacion” a ese llanto sin consuelo
Y desde ahi, transformo la rigidez del miedo
Cruel y paralizador, en impulso motor.

El le llamo “plenitud” a esa risa en carcajada

Y desde ahi, la virtud de vivir libre o nada

Crecio.”
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RESUMEN

Las enfermedades causadas por flavivirus son un tema de gran preocupacion para la salud
publica en todo el mundo. En las ultimas décadas, América del Sur ha sufrido epidemias de
dengue, el resurgimiento de los virus de la fiebre amarilla (YFV) y la encefalitis de Saint Louis
(SLEV), y la introduccion de los virus del Nilo Occidental (WNV) y Zika (ZIKV). La via principal
de transmision de estas flavivirosis es a través de la picadura de un mosquito vector.
Asimismo, en los ultimos afos se han descrito numerosos flavivirus especificos de insectos
(ISF), es decir, virus que no pueden replicarse en células de vertebrados. Se ha visto como la
coinfeccion de flavivirus patogenos y flavivirus especificos de insecto puede alterar la
capacidad vectorial de los mosquitos, y en consecuencia la transmision de las enfermedades.
Por este motivo resulta importante conocer la presencia y distribucion de los flavivirus que

infectan los mosquitos presentes en nuestro pais.

La interaccion que existe entre el virus y el mosquito es esencial para una transmision efectiva
y depende de factores tanto del virus como del artropodo. Uno de los factores mas
importantes relacionados con el vector es la competencia vectorial, pues se refiere a la
capacidad intrinseca del vector para ser infectado por el virus, permitir su replicacion y
posteriormente transmitirlo a un huésped susceptible. Ademas, la habilidad para ser un
vector competente depende de barreras naturales a la infeccion, barreras inmunoldgicas y la
presencia de receptores especificos para el virus. Todas estas caracteristicas, sumadas a las

caracteristicas propias del virus, favoreceran o no su transmision.

Por otro lado, la importancia de ZIKV ha aumentado notablemente desde el brote ocurrido
en las Américas en 2015, cuando la enfermedad se asocio con trastornos congénitos. La
enfermedad suele ser asintomatica, pero a veces puede causar una enfermedad leve que se
acompana de fiebre, sarpullido, dolor en las articulaciones y conjuntivitis. La Organizacion
Mundial de la Salud centro la atencion en ZIKV cuando el virus se relacion6 con microcefalia
y enfermedades neuroldgicas graves, incluido el sindrome de Guillain-Barré. Aunque existe
evidencia de transmision sexual del virus, se cree que la transmision a los seres humanos
tiene un origen principalmente vectorial, asociada con Aedes aegypti. Esta especie de
mosquito no solo se ha encontrado naturalmente infectada con ZIKV, sino que también ha
sido objeto de estudio en muchos ensayos de competencia vectorial que emplean diferentes

cepas de ZIKV en todo el mundo. En Argentina, el primer caso se notificd en febrero de 2016



y desde entonces se han confirmado un total de 278 casos autoctonos, sin embargo, el virus

ZIKV no se ha aislado aun en ninguna especie de mosquito en el pais.

El objetivo general de esta propuesta es contribuir al conocimiento de la ecoepidemiologia
de virus transmitidos por mosquitos de importancia sanitaria y determinar si las poblaciones

argentinas de Ae. aegypti podrian ser un vector de ZIKV.

La primera parte de la tesis se focaliza en la deteccion de flavivirus, tanto de interés sanitario
como especificos de insecto, en mosquitos de distintas ecorregiones argentinas. Para ello se
muestrearon 20 localidades donde se recolectaron 13 especies distintas de mosquitos. Los
ejemplares recolectados se dividieron en pooles y a través de técnicas moleculares se extrajo
y analiz6 el genoma total (ARN y ADN). Las muestras positivas fueron secuenciadas y
sucesivamente analizadas con técnicas bioinformaticas para su identificacion.
Sorpresivamente, en este estudio no se detectd ningun ARN perteneciente a flavivirus
patogenos o ISF en adultos o en estadios inmaduros. Sin embargo, se detecto ADN de tipo
flaviviral en varios de los pooles de Ae. aegypti analizados. A pesar de haber sido descrito
previamente como un elemento ancestral en Ae. aegypti, no se detecto en todas las muestras
y las secuencias analizadas no formaron un grupo monofilético, lo que posiblemente refleje

la diversidad genética de las poblaciones de mosquitos en Argentina.

La segunda parte de la tesis busca dilucidar si las poblaciones argentinas de Ae. aegypti, que
consisten en una combinacion peculiar de dos ecoformas Ae. aegypti formosus y Ae. aeqypti
aegypti, podrian ser un posible vector de ZIKV. Para ello realizamos estudios de competencia
vectorial sobre adultos de Ae. aegypti de la zona templada de Argentina (provincia de Buenos
Aires) que involucraron una cepa local de ZIKV de la provincia de Chaco y una cepa
venezolana obtenida de un caso importado. Se analizaron el cuerpo, las patas y la saliva, para
calcular las tasas de infeccion, transmision y diseminacion a distintos dias post infeccion
(DPI). Los resultados mostraron que ambas cepas pudieron infectar a los mosquitos en todos
los DPI, mientras que se observé diseminacion y transmision en todos los DPI para la cepa
argentina, pero solo a los 14 DPI para la cepa venezolana. Este estudio demuestra la
capacidad de los mosquitos Ae. aegypti de Argentina para ser infectados por dos cepas de
ZIKV, ambas pertenecientes al linaje asiatico, y que el virus puede diseminarse a las patas y

las glandulas salivales del mosquito.



SUMMARY

Diseases caused by flaviviruses are a major public health burden across the world. In the past
decades, South America has suffered dengue epidemics, the re-emergence of yellow fever
(YFV) and St. Louis encephalitis (SLEV) viruses, and the introduction of West Nile (WNV) and
Zika (ZIKV) viruses. The main route of transmission of these flavivirosis is through the bite of
a mosquito-vector. In addition, many insect-specific flaviviruses (ISFs) that cannot replicate
in vertebrate cells have been recently described. It has been noticed how the coinfection of
mosquito-borne flaviviruses and insect-specific flaviviruses can alter the vector competence
of mosquitoes, and consequently the transmission of diseases. For this reason, it is important
to know the presence and distribution of flavivirosis that infect mosquitoes present in our

country.

The interaction between virus and mosquito is essential for effective transmission and
depends on specific factors of both the virus and the arthropod. One of the most important
factors related to the vector is vector competence, as it refers to the intrinsic capacity of the
vector to become infected with the virus, allow its replication and subsequently transmit the
virus to a susceptible host. Furthermore, the ability to be a good vector depends on natural
barriers to infection, immunological barriers, and the presence of specific receptors for the
virus. All these characteristics, added to the characteristics of the virus, will or will not favor

the transmission of the disease.

On the other hand, the importance of ZIKV has increased noticeably since the outbreak in
the Americas in 2015, when the illness was associated with congenital disorders. The disease
is usually asymptomatic, but sometimes it causes a mild illness that comes with fever, rash,
joint pain, and conjunctivitis. The World Health Organization focused the attention on this
virus when the virus was linked to microcephaly and serious neurological diseases, including
Guillain-Barre” syndrome. Although there is evidence of sexual transmission of the virus, the
mosquito Aedes aegypti is believed to be the main vector for transmission to humans. This
species of mosquito has not only been found naturally infected with ZIKV, but also has been
the subject of study in many vector competence assays that employ different strains of ZIKV
around the world. In Argentina, the first case was reported in February 2016 and 278
autochthonous cases have since been confirmed, however, ZIKV virus has not been isolated

from any mosquito species yet in Argentina.
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The general objective of this work is to contribute to the knowledge of the ecoepidemiology
of viruses transmitted by mosquitoes of medical importance and to determine if the

Argentine populations of Ae. aegypti could be a vector of ZIKV.

The first part of the thesis focuses on the detection of both mosquito-borne flaviviruses and
insect-specific flavivirus in mosquitoes from different ecoregions of Argentina. For this
purpose, 20 localities were sampled and 13 different mosquitos’ species were collected. The
collected specimens were divided into pools and the total genome (RNA and DNA) was
extracted and analyzed by using molecular techniques. The positive samples were sequenced
and subsequently analyzed with bioinformatics techniques for their identification. We did
not find any RNA belonging to pathogenic flaviviruses or ISFs in adults or immature stages.
However, flaviviral-like DNA similar was detected in several pools of Ae. aegypti. Despite
being previously described as an ancient element in the Ae. aegypti genome, it was not
detected in all samples and sequences obtained did not form a monophyletic group, possibly

reflecting the genetic diversity of mosquito populations in Argentina.

The second part of this thesis tries to elucidate if Ae. aegypti from Argentina, which are a
combination of two subspecies Ae. aegypti formosus and Ae. aegypti aegypti, are able to
transmit ZIKV. Therefore, we conducted vector competence studies with Ae. aegypti from
the temperate region of Argentina (Buenos Aires province) that involved a local strain of ZIKV
from Chaco province, and a Venezuelan strain obtained from an imported case. Body, legs
and saliva were tested in order to calculate infection, dissemination, and transmission rates
at 7, 11 and 14 days post infection (DPI), respectively. Both strains were able to infect
mosquitoes at all DPIs, whereas dissemination and transmission were observed at all DPIs for
the Argentinian strain but only at 14 DPI for the Venezuelan strain. This study proves the
ability of Ae. aegypti mosquitoes from Argentina to become infected with two different
strains of ZIKV, both belonging to the Asian lineage, and that the virus can disseminate to the

legs and salivary glands.
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INTRODUCCION GENERAL

ARBOVIRUS

La palabra arbovirus deriva del inglés “arthropod-borne virus" y se utiliza para describir un
grupo de virus mantenidos en la naturaleza principalmente a través de la transmision
bioldgica entre huéspedes vertebrados susceptibles y artropodos hematodfagos [1]. Los
arbovirus son un grupo heterogéneo de mas de 500 virus, transmitidos por una gran variedad
de vectores como mosquitos, fleb6tomos y garrapatas entre otros, con un gran impacto en
la salud publica a nivel mundial [2]. Los vertebrados en los que se han detectado arbovirus
incluyen aves y mamiferos [1]. De todos los arbovirus que causan enfermedades en el
hombre, mas del 90 % son transmitidos por mosquitos [3], y alrededor de 100 causan
enfermedad en humanos y 40, en animales domésticos [1]. La transmision puede ser vertical,
desde una hembra a la progenie, aunque la ruta de transmision mas frecuente entre los
arbovirus es la horizontal, a través de la picadura de un vector hacia un hospedador [4]. En
este ultimo caso, la transmision tiene lugar entre un vertebrado infectado que desarrolla
viremia y un artrépodo hematofago (vector) que al picar al vertebrado virémico, ingiere
sangre (Figura 1). En el artropodo, el virus también replica y se acumula en las glandulas
salivales. De esta manera cuando el vector pica a otro vertebrado susceptible le inyecta saliva

junto con el virus [4].

Las infecciones por arbovirus pueden causar un amplio espectro de manifestaciones clinicas
en el hombre que van desde infecciones subclinicas asintomaticas a cuadro febriles
inespecificos y manifestaciones tipicas de la enfermedad (rash cutaneo, dolor retro-orbital,
mialgias, artralgias) [2]. En una menor proporcion de individuos, se pueden manifestar
cuadros mas severos como artritis, encefalitis o fiebres hemorragicas, mientras que los
cuadros severos pueden asociarse a tasas mayores de mortalidad [5]. El diagnostico
seroldgico de estas infecciones no permite diferenciar el agente etioldgico viral hasta el nivel
de familia y género debido a reacciones antigénicas cruzadas, por lo cual en la mayoria de los

€asos es necesario recurrir a técnicas moleculares siempre que sea posible [6].

Como se menciond anteriormente, los arbovirus son virus transmitidos por artropodos
hematofagos, por lo cual su clasificacion se debe a un agrupamiento ecolégico y no
taxonomico. Si bien los mismos pueden poseer distintos tipos de genomas (ARN simple

cadena de sentido positivo o negativo, ARN doble cadena, ADN doble cadena) y pertenecen
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Dispersion del virus
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Figura 1. Ciclo de transmision tipico de arbovirus. Para que la transmision tenga lugar deben cumplirse
tres condiciones: (1) debe haber un hospedador vertebrado susceptible, en general un mamifero o
ave; (2) durante la infeccion del vertebrado, debe producirse una fase virémica (es decir, un momento
en el que el virus esta presente en el torrente sanguineo en un titulo (cantidad) y por un tiempo
suficiente para poder infectar a un artrépodo durante la ingesta sanguinea); y (3) el virus debe poder

replicarse en la especie de artropodo que ingiere sangre. (Adaptada de Artsob H. y col., 2017).

a, al menos, ocho familias de virus, la mayoria son esféricos, envueltos, con un genoma ARN
de cadena simple y pertenecientes a tres familias: Flaviviridae, Togaviridae y
Peribunyaviridae [1,7]. Dentro de la familia Flaviviridae se encuentran los géneros Flavivirus
(del latin flavus, “amarillo”), Pestivirus (del latin pestis, “plaga”) y Hepacivirus (del griego
hepar, hepatos, “higado”) [8]. Los miembros de esta familia comparten similitudes en la
morfologia del virion, la organizacion genomica y la estrategia de replicacion, pero presentan

diferentes propiedades bioldgicas y falta de reactividad seroldgica cruzada [9].

EL GENERO FLAVIVIRUS

Caracteristicas estructurales y genémicas

Los flavivirus son pequenos virus esféricos de aproximadamente 40 a 60 nm de diametro. Su
genoma estd protegido por una cépside proteica (C) la cual estd rodeada por una envoltura
lipoproteica modificada por la insercion de dos glicoproteinas virales integradas de
membrana: las proteinas E (envoltura) y M (membrana) (Figura 2) [9,10]. Debido a la

presencia de envoltura lipidica son susceptibles a las lipasas y solventes lipidicos. En general,
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los flavivirus son sensibles a los pH acidos y temperaturas elevadas, luz ultravioleta, radiacion

gamma, y diferentes desinfectantes como alcohol, fenol y cloro, entre otros [8].

. Proteina M
Dimero E

ARN genémico

Dimeros de superficie
en estructura de tipo T=3

Figura 2. Estructura del virion. Virus esférico, envuelto de aproximadamente 50 nm de diametro. Las
proteinas de la superficie estan dispuestas en una simetria de tipo icosaédrica. Los viriones maduros
contienen dos proteinas de membrana codificadas por virus (M y E), mientras que los viriones
inmaduros contienen un precursor de proteina de membrana. (Adaptacion de ViralZone 2016, Swiss

Institute of Bioinformatics).

El genoma de los flavivirus consiste en una molécula de ARN de cadena simple, de polaridad
positiva de aproximadamente 11 kilobases (kb) que presenta un extremo 5 no codificante
(5°UTR, del inglés Untranslated Region) de aproximadamente 100 nucledtidos (nt), un marco
de lectura abierto (ORF, del inglés Open Reading Frame) y el extremo 3" no codificante
(3'UTR) de 400-700 nt (Figura 3) [9]. El marco de lectura abierto codifica para una
poliproteina que es procesada co y post-traduccionalmente por proteasas virales y del
hospedador. Esta poliproteina codifica para diez proteinas: tres proteinas estructurales: la
cépside (C), la pre- membrana (privl) que se escinde para dar origen a la membrana (M), y la
envoltura (E); sequidas de siete proteinas no estructurales (NS1-NS2A-NS2B-NS3- NS4A-2K-
NS4B-NS5) las cuales estén involucradas principalmente en la replicacion viral. Ademds, estas

proteinas intervienen en el ensamblaje del virion y la evasion de la respuesta del sistema

14



inmune natural del hospedador [8,9]. Las caracteristicas principales de estas proteinas estén

listadas en la Tabla 1.

o X v y N8 § g 9
—telled = [easwednseal | s
2 A A nsaat
NS3
c Proteasa Polnmeras
M NS2A aQ NS2B y 2K
4 /e p
A X v H
pr E ) )NSt NS4A NS4B
A I Y Golgi proteasa ¥ NS3 proteasa ¥ Peptidasa de sefal |

Figura 3. Organizacion del genoma de los flavivirus. Los flavivirus codifican un tnico marco de lectura
abierto que se traduce en el reticulo endoplasmico en una poliproteina, que posteriormente es
escindida por proteasas tanto virales como de la célula huésped. Este procesamiento da como
resultado diez proteinas funcionales que incluyen las tres proteinas estructurales C, prM y E, y siete
proteinas no estructurales (NS). (Adaptada de Pierson T. y Diamond M. S., 2020)[11].

Tabla 1. Caracteristicas principales de las proteinas estructurales y no estructurales de los flavivirus.

c 9-12 Alta proporcion de Nucleocépside
aminoécidos basicos
prM 18-12  Glicosilada Plegamiento, asociacion a la membrana,
ensamblaje de la proteina E
M 8 No glicosilada
E 53-54  Altamente conservada Union a los receptores, fusion con las
membranas celulares
NS1 42-50 Dos o tres sitios de N- Replicacion, patogénesis, inmunoevasion
glicosilacion
NS2A 18-22 Bajo nivel de conservacion.  Coordinacion del ensamblaje, replicacion
Hidrofobica del genoma
NS2B 13-15  Bajo nivel de conservacion  Co-factor de NS3 serin-proteasa
NS3 67-70  Asociada a la membrana; Serin-proteasa, helicasa, replicacion ARN-
altamente conservada trifosfatasa
NS4A 16 Bajo nivel de conservacion Replicacion, ensamblaje, induccion de
reordenamiento de membrana
NS4B 27-28 Bajo nivel de conservacion Ensamblaje
NS5 104-106  Altamente conservada Metiltransferasa, ARN-polimerasa
dependiente de ARN
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Replicacion

Los flavivirus ingresan a la célula huésped por endocitosis mediada por receptores (a)
formando endosomas tempranos que van disminuyendo su pH (Figura 4) [9]. El ambiente
acido induce la fusion (b) entre el virus y la membrana del huésped, lo que resulta en la
liberacion del genoma desnudo al citoplasma (c). A la traduccion del ARN viral sigue el
procesamiento de la poliproteina resultante por parte del hospedador y de las proteinas
codificadas por el virus (d). Luego de la traduccion, se ensambla un complejo de replicacion
asociado a membranas inducidas por el virus donde tiene lugar la replicacion viral (e). El
complejo de replicacion comienza a transcribir el molde de ARN de polaridad positiva (ARN
+) en ARN de polaridad negativa (ARN -), que servird luego como molde para la sintesis de
nuevos ARN +. Las nuevas cadenas de ARN + pueden iniciar un nuevo ciclo de traduccion o
ensamblarse en viriones (f). EI empaquetamiento se produce en la superficie del reticulo
endoplasmaético (RE), sequido de la gemacion de las proteinas estructurales y del ARN recién
sintetizado en el lumen del RE. Los viriones inmaduros resultantes se transportan al trans-
Golgi donde la escision de prM a M mediada por furina genera particulas infecciosas maduras

(9) que se liberan por exocitosis (h) [9,12,13].
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Figura 4. Ciclo de replicacion de los flavivirus. (Adaptada de Fernandez-Garcia M. y col., 2009)[12].



Filogenia

El andlisis filogenético de los flavivirus demostro un agrupamiento de los mismos en funcion
del vector que lo transmite, resultando una distincion en cuatro grupos principales: un grupo
donde no hay vector conocido (NKV, del inglés No Known Vector); un grupo de flavivirus
transmitidos por garrapatas (TBV, del inglés Tick Borne Virus); otro grupo de virus patégenos
transmitidos por mosquitos (MBV, del inglés Mosquito Borne Virus); y finalmente un grupo
conformado por flavivirus especificos de insectos (ISF, del inglés Insect Specific Flavivirus)
(Figura 5) [14,15]. Mientras que los TBV y MBV se transmiten entre artropodos hematofagos
y hospedadores vertebrados, y estan asociados a enfermedades humanas/animales graves,
los ISF no pueden replicar en células de vertebrados por lo cual su rango de hospedador se

limita a insectos, en su mayoria mosquitos [16].
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Figura 5. Filogenia de los flavivirus: analisis de maxima verosimilitud de miembros seleccionados del
género Flavivirus. La escala indica las sustituciones aminoacidicas por sitio. Las etiquetas de las ramas
terminales indican la abreviacion del virus por sus siglas en inglés. (Adaptada de Roundy C. y col.,
2017)[15].

De todos los arbovirus que causan enfermedades en humanos, mas del 90 % son transmitidos
por mosquitos, y con el incremento de las temperaturas, la urbanizacion y el comercio global,

el rango geografico de los mosquitos asi como el de las arbovirosis se ha ido expandiendo
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[17-21]. Los flavivirus de importancia médica representan un problema mundial con, por
ejemplo, epidemias anuales del virus dengue (DENV) en las Américas [22], epidemias del virus
de la fiebre amarilla (YFV) en América del Sur [23], el virus del Nilo Occidental (WNV)
volviéndose endémico en Europa [24] y el virus emergente Zika (ZIKV) [25]. Este avance de la
morbilidad por flavivirus junto con la falta de medicamentos y vacunas autorizados, conllevan
la necesidad urgente de nuevas herramientas para el control de enfermedades. En los
ultimos anos, algunos grupos de investigacion han comenzado a estudiar la competencia
vectorial (o sea la proporcion de vectores que habiéndose infectado con un virus pueden
transmitirlo a un vertebrado), ya que diversos estudios han sugerido que el microbioma del
mosquito puede alterar la susceptibilidad a ciertos flavivirus [26]. Dentro de este microbioma
se encuentran los ISF, quienes podrian tener un rol modulatorio en la competencia vectorial
durante la coinfeccion con otros flavivirus [27-29]. Ademas, se ha observado una estrecha
relacion filogenética entre un subgrupo de los ISF y los flavivirus de importancia sanitaria
[30].

MOSQUITOS DE IMPORTANCIA SANITARIA

Los mosquitos pertenecen a la familia Culicidae dentro del Orden Diptera [31]. Son insectos
holometdbolos, lo que significa que pasan por cuatro estados durante su ciclo bioldgico:
huevo, larva con cuatro estadios larvales (L1, L2, L3 y L4), pupa (estados inmaduros) y adulto.
Los estados inmaduros necesitan agua para subsistir, mientras que la fase adulta representa
la etapa aérea, principalmente destinada a la reproduccion [31]. Existen algunas diferencias
morfoldgicas entre machos y hembras. Los adultos machos son méas pequerios, presentan
antenas plumosas, y un aparato bucal de tipo sifonador-suctor con el cual se alimentan de
sustancias azucaradas como el néctar. Por otro lado, las hembras poseen antenas filiformes,
y un aparato bucal de tipo picador-suctor que les permite no solo alimentarse de sustancias
azucaradas sino también de sangre, necesaria para el desarrollo de los huevos [32,33]. Esta

caracteristica las convierte en insectos vectores hematofagos [34].

Los mosquitos son los vectores mejor conocidos de agentes patdgenos causantes
enfermedades infecciosas, y los principales transmisores pertenecen a los géneros Aedes,
Anopheles y Culex. Los brotes relacionados con arbovirus como DENV, ZIKV, YFV (en su ciclo
urbano) y Chikungunya (CHIKV, Togaviridae) afectan las zonas donde estdn presentes las

especies Ae. aegypti o Ae. albopictus [35-38].

Aedes aegypti (Linneaus, 1762) es un mosquito de origen africano [39,40]. Se caracteriza

morfoldgicamente por la presencia de escamas plateadas que forman un dibujo similar a una
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lira (antiguo instrumento musical) en el torax como caracteristica mds facilmente
distinguible. En Africa tropical, este mosquito esta presente en su forma selvatica, Ae. aegypti
formosus, de color oscuro, y coloniza principalmente criaderos de origen natural (huecos de
arboles, huecos de rocas). Fuera de Africa, las poblaciones de esta especie estan presentes
en su forma doméstica, Ae. aegypti aegypti, entre los tropicos. Alli es altamente
antropofilico, y cria en sitios artificiales como macetas, llantas, alcantarillas, y otros
recipientes artificiales [41]. Podria decirse que la historia de Ae. aegypti acompana a la del
hombre, ya que las poblaciones humanas migraban desde las zonas éridas de Africa
almacenando agua en recipientes artificiales durante el viaje, y estos contenedores se
convirtieron en sitios privilegiados para la proliferacion de los mosquitos, quienes se han ido
adaptando cada vez mas a un entorno humano [40]. De esta manera, Ae. aegypti ha ido
migrando desde el continente africano donde es originario. La forma ancestral estd presente
como Ae. aegypti formosus en los bosques tropicales del Africa subsahariana. Con el
desplazamiento de las poblaciones humanas de las regiones éridas, la forma doméstica migro
hacia el norte de Africa, iniciando la colonizacion de paises del Mediterraneo. A partir del
siglo XV, la trata de esclavos introdujo el mosquito doméstico en América y el Caribe.
Sucesivamente, con la apertura del Canal de Suez, Ae. aegypti aegypti fue introducido en
Asia. Finalmente, el mosquito termino colonizando las islas del Pacifico, una invasion que se
completo después de la Sequnda Guerra Mundial [40].

Las hembras de Ae. aegypti se consideran las mas eficientes de los mosquitos vectores por
sus marcados habitos domésticos, que satisfacen todas sus necesidades vitales en la vivienda
humana. Ponen sus huevos en lugares artificiales con agua limpia o semi-limpia, como
tanques de agua, macetas Y llantas usadas, lo cual representa un dato importante para su
control [42]. Ademds, se ha demostrado que los huevos pueden resistir la desecacion durante
al menos un ano [43], y que los estados inmaduros de Ae. aegypti también se adaptan a
condiciones climéticas extremas: las larvas pueden permanecer viables a temperaturas muy
bajas (en un rango entre 12 y 16 °C) y algunas poblaciones persisten a temperaturas
superiores a 40 °C [44].

Aedes albopictus (Skuse, 1894), también conocido como “mosquito tigre”, es originario del
Sudeste Asidtico. Este mosquito, comun en Asia, se describio por primera vez en Calcuta,
India. Antes de 1979, Ae. albopictus se extendia desde el Pacifico hasta el Océano Indico
(Madagascar) [45]. También se encuentra en China, Japon y Corea. En Europa, el mosquito
fue encontrado por primera vez en Albania en 1979, sequramente como resultado de la

importacion de neumaéticos a través del comercio de China [46]. En 1990, el mosquito fue
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detectado en Génova donde logré establecerse y luego convertirse en 2007 en una
problematica, primero en Italia y después en Europa, por su capacidad de transmitir el CHIKV
[47.48]. Actualmente, la especie esta presente en 20 paises europeos [49]. Ae. albopictus
finalmente se establecio en los Estados Unidos en 1985 y luego se extendio muy rapidamente
por todo el pais hasta México. También invadio América del Sur y especialmente Brasil desde
1986. Ademéds, se ha detectado en algunos paises africanos como Nigeria, Camerun, Gabon,
Sudafrica y Guinea Ecuatorial [50]. La capacidad de este mosquito para colonizar y asentarse
en nuevas dreas geogrdficas refleja su gran plasticidad ecologica. Su capacidad para
establecerse en zonas templadas representa un temor por la introduccion de los arbovirus
que la especie puede transmitir. De hecho, en la ultima década se han detectado brotes
autoctonos de dengue transmitido por esta especie en algunos paises europeos como

Croacia, Francia, Espana e Italia [51-54], donde la enfermedad no es endémica.

Las dos especies, Ae. aegypti y Ae. albopictus, comparten muy a menudo el mismo nicho
ecoldgico, por ejemplo, en América del Norte, América del Sur, Africa Central y la region del
Océano Indico. En algunos casos, Ae. albopictus exhibe una capacidad competitiva superior
que lo favorece sobre Ae. aegypti [36].

En Argentina, se han identificado 244 especies de mosquitos, 35 pertenecientes a la familia
Anophelinae y 207 a la familia Culicinae [55]. Dentro de la tribu Aedini destacan por su
importancia sanitaria Ae. aegypti que se extiende desde el norte del pais hasta las provincias
de Neuquén y Rio Negro [56,57], y es el principal vector de dengue en el pais [58], y Ae.
albopictus que se encuentra actualmente confinado a las provincias de Misiones y Corrientes
[59,60]. Las especies del género Culex subgénero Culex presentan un amplio rango de
distribucion desde el norte hasta el sur del pais. En particular las del complejo pipiens, Culex
pipiens pipiens ocupa las zonas mas frias mientras que la subespecie Cx. pipiens
quinquefasciatus las zonas subtropicales, existiendo en la region Centro formas hibridas [61].
Los mosquitos del género Culex son responsables de la transmision de WNV y SLEV en el pais
[62,63].

La distribucion de las especies de mosquitos, y como consecuencia, la de los patogenos
transmisores de enfermedades a ellos asociados, se ve afectada por algunos factores como
el cambio climatico, las modificaciones ambientales antropicas, el transporte, las actividades
comerciales y las conductas humanas, entre otros [22,64,65]. La temperatura es uno de los
factores ambientales potencialmente afectado por el cambio climatico que puede alterar la
dinamica de transmision de estas enfermedades, pudiendo afectar los ciclos de los patogenos

tanto en el mosquito [66], como en los seres humanos y en otros huéspedes o reservorios
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[65-68]. También puede modificar el comportamiento de los vectores (tasas de alimentacion
y capacidad vectorial), y condicionar la supervivencia y distribucion de los mosquitos (incluida
la diapausa estacional de especies invasoras en regiones templadas, necesaria para su
establecimiento en tales climas), la abundancia (tasas de eclosion y mortalidad de adultos) y
el rango estacional. Por otro lado, la distribucion de los mosquitos y su abundancia también
suelen estar asociadas a las precipitaciones [68-70], y aun no resulta claro si otros factores
climaticos (como el viento y la humedad) podrian tener un rol similar, aunque menos
importante. Por otra parte, algunos factores antropogénicos como la densidad de poblacion,
el uso de la tierra, los viajes, las migraciones y el comercio internacional pueden crear nuevos
habitats adecuados para el establecimiento de algunas especies de mosquitos [71-73].
Ademéds, otros factores como la presencia de hospedadores o reservorios, rutas de aves
migratorias o habitats particulares como los humedales contribuyen a la dinamica de los
mosquitos [74].

INTERACCION VIRUS-MOSQUITO

En el mundo existen 3698 especies de mosquitos, sin embargo, no todas ellas son vectores
comprobados de patogenos que causan enfermedades [31]. Para que un mosquito pueda

transmitir un virus, es necesario que sea genéticamente competente.

La competencia vectorial define la capacidad de un artropodo para transmitir un virus o un
patogeno determinado, y esté sujeta a factores tanto genéticos como no genéticos (por
ejemplo ambientales). Puede variar segun la especie de mosquito, las poblaciones locales e
incluso entre individuos de una misma poblacion. Es una medida cuantitativa mas que
cualitativa por lo que rara vez todos los mosquitos de una determinada especie o poblacion
transmiten un virus determinado. Por lo tanto, la competencia del vector generalmente se
expresa como una proporcion (%) [75]. La competencia vectorial de una determinada
poblacion de mosquitos también depende del virus, e incluso diferentes cepas de la misma
especie de virus pueden producir cambios en la competencia de una poblacion de mosquitos
[76,77].

Para que el virus pueda transmitirse debe atravesar cuatro barreras tisulares dentro del
mosquito (Figura 6) [75]. Cuando un mosquito ingiere sangre infectada, el virus debe infectar
y replicarse con éxito en las células epiteliales del intestino medio. Por lo tanto, el intestino
medio es el primer tejido en el que se producen interacciones entre virus y células del

mosquito que pueden influir en el resultado de la infeccion. Los mosquitos en los que el virus
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no puede unirse, entrar y/o replicarse dentro del intestino tienen una barrera de infeccion

en el intestino medio. Esta barrera estd tipicamente asociada con la presencia de receptores

en la superficie de las células epiteliales del intestino, o por determinantes no genéticos como
la densidad y composicion del microbioma [26]. Sin embargo, una vez que un virus ha
establecido la infeccion del intestino medio, debe atravesar la lamina basal que rodea el
epitelio del intestino medio para diseminarse por el resto del mosquito. Cuando la replicacion
del virus se limita al intestino medio y no se produce la diseminacion, se dice que los

mosquitos tienen una fuerte barrera de escape del intestino medio. La lamina basal del

intestino medio presenta una barrera fisica para el virus, y el grosor de la misma se ha
relacionado previamente con una menor diseminacion de virus, como en el caso de DENV-1
en diferentes poblaciones de Ae. albopictus [78]. Otra barrera anatomica crucial para la

infeccion es la barrera de infeccion de las glandulas salivales. Tras la infeccion de las glandulas

salivales, el virus se replica y se deposita en las cavidades apicales de las células acinares para
ser expectorado con la saliva. Sin embargo, no todos los mosquitos pueden expectorar el

virus, y por lo tanto tendran una barrera de escape de las glandulas salivales, resultando

mosquitos no competentes.

glandulas
salivales

epitelio del
intestino medio

Figura 6. Diferentes barreras tisulares determinan la competencia vectorial en los mosquitos. El
mosquito absorbe un arbovirus durante una ingesta de sangre infectada. El virus infecta el epitelio del
intestino medio y se replica antes de pasar a través de la lamina basal a la hemolinfa y diseminarse por
todo el cuerpo del mosquito. Para ser transmitido al siguiente huésped, el virus tiene que infectar y
replicarse enlas glandulas salivales desde donde puede ser liberado a la saliva y transmitido al préximo
huésped. (Adaptada de Ruckert C. y Ebel G., 2018)[75].

La transmision y dispersion de los arbovirus estan influenciados por factores intrinsecos

(como la cepa viral, la competencia vectorial, y la susceptibilidad del huésped) y extrinsecos
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(como la temperatura, las precipitaciones, y la actividad antropica). Estos factores estén
organizados e integrados en el concepto de capacidad vectorial, permitiendo esclarecer
como afectan la transmision de los agentes patogénicos causantes de las enfermedades

vectoriales, y como impactan en la salud humana [79].

Un modelo matematico permite definir la capacidad vectorial (Figura 7) [75]. Los factores
que influyen en la capacidad vectorial son la densidad del vector con respecto al huésped
(m), la probabilidad diaria de que el vector se alimente sobre el huésped (a), la competencia
vectorial (VC), la probabilidad de supervivencia diaria (P) y el periodo de incubacion
extrinseco (n) [75]. Las variables mas influyentes en la férmula son la probabilidad de
supervivencia diaria del mosquito y el periodo de incubacion extrinseco (PIE). El PIE se refiere
a la cantidad de tiempo que tarda un virus en infectar el intestino medio y diseminarse a la
saliva (es decir, el tiempo entre la absorcion del virus y la capacidad de transmision). Sin
embargo, el PIE se ve afectado por las condiciones ambientales, como la temperatura [80],
asi como por factores genéticos [81] que influyen en la competencia vectorial de la poblacion
de mosquitos. Los virus pueden adaptarse a una diseminacion mas rapida en especies de

mosquitos susceptibles y asi acortar el PIE.

m = densidad del vector en relacién a = probabilidad de que el huesped
con el huesped sea picado
= afectada por cambio dimético = afectada por diferencias en el VC = competenda vectorial
y globalizacién comportamiento humano/ =) afectada por dima, microbioma,
condiciones de vida adaptacién del virus, genética del

v =

. . ma2 X VC X Pn\ n = periodo de incu extrinseco
Capacidad Vectorial = e e

-log_P =
“\

P = Probabilidad de supervivenda diaria
=) afectada por ciima, control de mosquitos

Figura 7. Formula de la capacidad vectorial. La formula de la capacidad vectorial describe la tasa de
reproduccion basica de un patégeno transmitido por un vector por parte de una especie o poblacion
de un vector en particular. (Adaptada de Rickert C. y Ebel G., 2018)[75].

Otro mecanismo importante para limitar la replicacion del virus en todo el cuerpo del
mosquito es la respuesta inmunitaria antiviral del mosquito. La defensa antiviral mas
especifica y potente es la del ARN de interferencia (RNAI, del inglés RNA interference). Esta

via actua como respuesta inmune primaria de los mosquitos contra los arbovirus a través de

23



la activacion de patrones moleculares asociados a patogenos. Estos pequenos ARN pueden
apuntar al ARN viral para su degradacion. Esta respuesta secuencia-especifica puede ser muy
eficaz para controlar la replicacion viral, y muchos virus han desarrollado mecanismos para
antagonizar o evadir la respuesta del RNAi [82]. Todas las respuestas antivirales de los
mosquitos pueden ejercer presiones selectivas sobre el virus, pero el RNAi es unico en su
especificidad de secuencia, lo que representa una presion evolutiva directa sobre el genoma
viral [75].

Las barreras tisulares presentes en los mosquitos junto con las respuestas antivirales

contribuyen al fenotipo general de la competencia del vector.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general de esta propuesta es contribuir al conocimiento de la ecoepidemiologia
de virus transmitidos por mosquitos de importancia sanitaria y determinar si las poblaciones
argentinas de Ae. aegypti podrian ser un vector de ZIKV. La primera parte se abordo desde el
estudio de mosquitos capturados a campo en distintas regiones biogeograficas de Argentina,
principalmente del género Aedes, y en particular Ae. aegypti, dada su importancia en la
transmision de flavivirus. La segunda parte se abordd desde estudios de competencia

vectorial a partir de colonias de mosquitos ya establecidas en laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Estudiar la presencia de flavivirus y de secuencias de virus de ARN no retrovirales integradas
(NIRVS) en mosquitos adultos y en estados inmaduros de especies de Argentina recolectadas

a campo en seis ecorregiones diferentes entre los afos 2017 y 2019.

Il. Estudiar la competencia vectorial de una poblacion de Ae. aegypti de provincia de Buenos
Aires frente a dos cepas de ZIKV (provenientes de un caso autéctono y uno importado), con
el fin de determinar no solo si la poblacion de mosquitos de esta region seria capaz de
transmitir el virus, sino también los diferentes niveles de competencia vectorial segun el

origen de la cepa viral.

HIPOTESIS:

I. Los mosquitos de distintas regiones de Argentina presentan infecciones por flavivirus de
importancia sanitaria y flavivirus especificos de insectos, lo que puede impactar en su

competencia vectorial.

Il. La poblacion de Ae. aegypti del drea templada de Argentina es competente para la

transmision de ZIKV.
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PARTE |

BUSQUEDA E IDENTIFICACION DE FLAVIVIRUS EN MOSQUITOS DE INTERES

SANITARIO

1.1. INTRODUCCION

Todos los virus dentro del género Flavivirus poseen una similar organizacion genomica, como
se menciono previamente (Introduccion general — EI género Flavivirus). A pesar de esta
similitud, poseen diferencias fundamentales en su rango de hospedador y en su

transmisibilidad, siendo clasificados en cuatro grupos: NKV, TBV, MBV, ISF [14-16].

1.1.1. Flavivirus de importancia sanitaria

Algunas de las enfermedades humanas mas relevantes causadas por flavivirus transmitidos
por mosquitos con capacidad de replicar en células de vertebrados (MBV) presentan un
amplio espectro de sintomas que incluyen fiebre, artralgia, erupcion cuténea, fiebre
hemorrdgica y encefalitis. Entre los flavivirus de importancia sanitaria se encuentran YFV,
DENV, WNV, SLEV y ZIKV [1].

Historicamente, el flavivirus de mayor importancia ha sido YFV, el cual es endémico en las
zonas tropicales de Africa y de América Central y del Sur [1]. Hay tres tipos de ciclos de
transmision. El primero es el de fiebre amarilla selvatica, en el que participan habitualmente
primates no-humanos y mosquitos de los géneros Aedes, Haemagogusy Sabethes; en este
caso la transmision a humanos ocurre de manera accidental a través de la picadura de
mosquitos infectados. Este ciclo es el mas comun en América Central y del Sur [83-85]. El
segundo ciclo posible es el de fiebre amarilla intermedia, el cual ocurre en ciertas regiones
humedas de Africa, donde algunas especies de Aedes pueden criar tanto en ambientes
selvaticos como en proximidad de ambientes domésticos. Estos vectores infectan tanto a
primates no-humanos como al hombre. Es el tipo de brote mas frecuente en Africa [83,85].
Finalmente se encuentra el ciclo de fiebre amarilla urbana, asociado con las grandes
epidemias que se producen cuando las personas infectadas introducen el virus en zonas muy
pobladas, con gran densidad de mosquitos (principalmente Ae. aegypt). En estas
condiciones los mosquitos infectados transmiten el virus de una persona a otra [83,85]. La
mayoria de los individuos infectados no presentan sintomas o son leves, y cuando éstos se

presentan, se observa fiebre, cefaleas, ictericia, dolores musculares, nausea, vomitos y
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cansancio [83]. Una pequena proporcion de pacientes infectados presentan sintomas graves,
y aproximadamente la mitad de estos casos fallecen en un plazo de 7 a 10 dias [85,86].
Existen caracteristicas ecoldgicas que ponen a nuestro pais en riesgo de transmision de YFV.
Desde el 2001 hasta la fecha, el virus reemergié en el limite entre Brasil y Argentina
(principalmente en la provincia de Misiones). El brote ocurrido entre 2007 y 2009 registro
una alta mortalidad en primates no humanos, mientras que el virus fue aislado a partir de
caddveres de monos, pacientes humanos, y en la especie de mosquito Sabethes albiprivus en
Argentina [87,88]. Durante el 2008-2009 se detect6 en Argentina la reemergencia de la
fiebre amarilla selvatica con la confirmacion de 9 casos humanos en la provincia de Misiones
[89]. La fiebre amarilla puede prevenirse con una vacuna muy eficaz, segura y asequible. Una
sola dosis es suficiente para conferir inmunidad y proteccion de por vida, sin necesidad de

dosis de refuerzo [85,90].

Actualmente, el flavivirus que representa la mayor amenaza a nivel mundial es DENV, con
sus cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). La infeccion por un serotipo
produce inmunidad permanente contra la reinfeccion por el mismo; sin embargo, la infeccion
sucesiva con dos serotipos diferentes es un factor de riesgo para desarrollar las formas graves
de la enfermedad [91,92]. La enfermedad habitualmente se manifiesta como un cuadro
gripal o febril inespecifico, aunque en una porcion de individuos puede presentarse como un
cuadro mas severo [2]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que 2500 millones
de personas en méas de 100 paises corren el riesgo de contraer dengue [69]. Las especies de
mosquitos mas importantes implicadas en la transmision del virus incluyen Ae. aegypti,
vector principal y Ae. albopictus, considerado como vector secundario de DENV. En
Argentina, Ae. aegypti se reintrodujo en 1986 [61] y hoy en dia esta establecido en todas las
provincias del norte y centro, siendo su limite sur las provincias de Buenos Aires [93] y
Neuquén [56]; ademas se ha detectado la presencia del mosquito en Rio Negro [57]. Por otro
lado, Ae. albopictus fue introducido en 1998 y se encuentra confinado a las provincias de
Misiones y Corrientes [59,94]. La infeccion por DENV ha constituido la arbovirosis de mayor
importancia en Argentina desde 1997. Desde entonces han ocurrido tres importantes
epidemias de dengue asociadas con Ae. aegypti (en 2009, 2016 y 2020), cada una de las
cuales registrd el mayor numero de casos a nivel pais hasta ese momento [95]. A pesar de la
existencia de varias vacunas candidatas contra el dengue, aun no se ha aprobado ninguna en

Argentina.

Por otra parte, WNV tiene una distribucion global, y ha sido encontrado en todos los

continentes excepto la Antértica [1]. Esta virosis ha ido creciendo de interés en el nuevo
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continente desde su introduccion en Norte América en 1999. Desde ese momento, el virus
se ha vuelto cada vez mds reconocido como una causa importante de enfermedad
neuroldgica en humanos en América del Norte [96]. El virus se mantiene en la naturaleza a
través de la transmision entre aves y mosquitos, quienes constituyen el ciclo de transmision
enzodtico [97]. WNV ha sido aislado de 12 géneros diferentes de mosquitos, aunque las
especies pertenecientes al género Culex son los vectores mas importantes involucrados en
su transmision [97,98]. La mayoria de las especies de mosquitos que transmiten el virus de
manera enzodtica son ornitofilos, aunque algunas especies como Cx. pipiens pueden
modificar su preferencia alimentaria permitiendo el cambio de hospedador del virus y
aumentando las posibilidades de causar enfermedad en equinos o en humanos [99,100]. Si
bien el ciclo del virus es aun desconocido en Argentina, pareceria que los individuos de
Columbina picui podrian actuar como hospedadores de mantenimiento [62]. El aislamiento
en nuestro pais fue reportado por primera vez en equinos en 2006 [101], y sucesivamente se
registro un pequeno brote epizootico también en equinos en la provincia de Cordoba en 2010
[62]; ademas, un estudio de seroprevalencia en poblaciones silvestres de aves confirmo que
ya existia actividad para WNV a fines del 2004 [102].

Por otro lado, SLEV ha sido el flavivirus causante de encefalitis de mayor importancia
circulante en las Américas antes de WNV. Si bien el virus circula en América Central y del Sur,
las epidemias se han dado principalmente en América del Norte. El virus es transmitido por
numerosas especies de mosquitos del género Culex y es amplificado por especies de aves
paseriformes y columbiformes [103]. Las epidemias son promovidas por factores
ambientales que incluyen la temperatura, las precipitaciones, el deshielo y las condiciones
del agua superficial [104,105]. Las epidemias urbanas por SLEV generalmente involucran a
los mosquitos Cx. pipiens pipiens 'y Cx. pipiens quinquefasciatus, mientras que las epidemias
rurales generalmente involucran a los mosquitos Cx. tarsalis y Cx. nigripalpus [103]. Las
infecciones pueden causar desde formas asintomaticas hasta sintomas que incluyen fiebre,
cefalea, nauseas, y en algunos casos evolucionar en manifestaciones neurologicas graves
[1,106]. En América Latina se han notificado casos esporadicos de SLEV en humanos, pero no
se informaron epidemias hasta 2005, cuando se notifico un brote sin precedentes en la
ciudad de Cordoba, Argentina [107]. Durante este brote, se reportaron signos y sintomas
asociados con una infeccion neuroldgica, incluidos dolor de cabeza, depresion sensorial,
desorientacion espaciotemporal, temblores y cambios en la percepcion. Se notificaron un
total de 47 casos humanos probables y confirmados [107]. Las cepas de SLEV fueron aisladas

de mosquitos Cx. pipiens quinquefasciatus [108]. Después del brote de 2005, se produjeron
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brotes adicionales por SLEV en Parand (2006), Cordoba (2010), Buenos Aires (2010) y San
Juan (2011) [109-112].

Otro flavivirus re-emergente de gran importancia es ZIKV. Historicamente, se han
documentado casos esporadicos de infeccion humana con ZIKV en Africa y Asia; sin embargo,
durante 2007 se documentd un brote de ZIKV en Micronesia. En 2013, se observo una mayor
expansion y resurgimiento del virus cuando se identificaron epidemias de ZIKV en todo el
Pacifico Sur. Posteriormente, el virus ingresé en Brasil provocando un brote en 2015 que
ocasiond una alerta mundial luego de su expansion por el continente Americano y por su
asociacion con microcefalia en recién nacidos junto con otras complicaciones neurologicas
[113]. Las manifestaciones tipicas y menos graves causadas por la enfermedad incluyen un
cuadro febril, artralgia, mialgia, dolor de cabeza y erupcion cuténea. Los principales vectores
de ZIKV son las especies de mosquito Ae. aegypti y Ae. albopictus [1]. En Argentina el virus
fue detectado por primera vez en 2016, y desde entonces han ocurrido pequenos brotes,
hasta el momento confinados a las provincias del norte del pais (La parte Il de la tesis se

enfoca en ZIKV).

1.1.2. Flavivirus especificos de insecto

Los flavivirus especificos de insecto (ISF) fueron detectados unicamente en insectos o lineas
celulares de insecto, son incapaces de replicar en células de vertebrados, y no pueden
transmitirse por via horizontal [30,114]. A su vez, los ISF forman dos linajes genéticos
distintos dentro del género Flavivirus. Por una parte, se encuentran los denominados ISF
clasicos (cISF), los cuales son filogenéticamente distintos a cualquier otro flavivirus conocido,
y han sido aislados en todos los continentes con excepcion de la Antartida. Por otro lado, se
encuentran los ISF asociados filogenéticamente a flavivirus con doble huésped (dISF, del
inglés dual-host ISF). Se trata de virus que han sido aislados solamente en mosquitos pero

muestran una estrecha relacion filogenética con los MBV [30,115].

El primer cISF aislado fue el virus Cell Fusing Agent (CFAV), descubierto en un cultivo de
células de Ae. aegypti por su capacidad de formar sincicios en 1975 [116]. Solo a partir del
2006, CFAV fue aislado en mosquitos recolectados a campo en Puerto Rico [117], Indonesia
[118], México [119], Tailandia [120], y a partir de una colonia establecida en Estados Unidos
[121]. Ademas, secuencias similares a las de CFAV fueron encontradas en Argentina, aunque
se trata de secuencias demasiado cortas (87-110bp) para la identificacion inequivoca del
CFAV [30]. El virus Kamiti River (KRV), es otro cISF que fue descripto luego de su aislamiento

en la especie de mosquito Ae. macintoshi en Kenya en 1999 [122,123]. Una secuencia similar
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a KRV fue también detectada en Argentina, pero una vez mas, debido a la limitada longitud
del genoma secuenciado (solo 124 nt de la region NS5) no fue posible determinar con certeza
si se trato de KRV, por lo que se necesitan mds estudios para determinar si infecciones con
KRV ocurren realmente en el pais. El tercer miembro del grupo cISF en ser descripto fue Culex
flavivirus (CxFV). Este virus fue aislado por primera vez en Japon e Indonesia en 2003-2004 a
partir de mosquitos del género Culex [124], y sucesivamente en Culex spp. en Argentina
[125], Brasil [126], China [127], Guatemala [128], México [129], Taiwan [130], Trinidad [131],
Uganda [132] y Estados Unidos [131,133]. A partir de entonces, humerosos cISF han sido
detectados y aislados en la naturaleza en diferentes especies de mosquitos de diferentes
regiones del mundo. Entre ellos Aedes flavivirus (AeFV), Aedes galloisi flavivirus (AGFV),
Calbertado virus (CLBOV), Nakiwogo virus (NAKV), Nienokoue virus (NIEV), Palm Creek virus
(PCV) y Quang Binh virus (QBV) [30].

Por otro lado, los dISF no estén tan bien caracterizados como los cISF. El primero de estos
virus reportado en literatura fue el virus Nounané (NOUV) luego de su aislamiento a partir
de Uranotaenia mashonaensis en Costa de Marfil en 2004 [134]. Desde entonces, al menos
otros ocho dISF fueron descubiertos: Barkedji virus (BJV), Chaoyang virus (CHAOV),
Donggang virus (DONV), llomantsi virus (ILOV), Lammi virus (LAMV), Marisma mosquito virus
(MMV), Nanay virus (NANV) y Nhumirim virus (NHUV). En conjunto, los dISF han sido aislados
o0 detectados en al menos 12 especies y cinco géneros de mosquitos [30]. Falta esclarecer si
este conjunto de flavivirus posee realmente un rango de hospedador restringido a los

mosquitos, ya que otros dipteros no suelen ser estudiados para estos virus.

Si bien los ISF han sido poco estudiados hasta el momento, tienen mucho potencial en cuanto
podrian ser utilizados para comprender mejor la evolucion de los virus y posiblemente ayudar
a prevenir la transmision de arbovirus. Los mosquitos pueden ser infectados
simultdneamente con ISF y arbovirus de importancia sanitaria, y se ha observado que varios
ISF podrian afectar la capacidad de los mosquitos de adquirir, mantener y transmitir estos
virus, interfiriendo por ejemplo con la competencia vectorial. Algunos experimentos in vivo
demostraron que la infeccion persistente de mosquitos Cx. pipiens con CxFV puede suprimir
la replicacion de WNV [27]. EI PCV puede suprimir la replicacion de WNV y también el virus
de la Encefalitis de Murray Valley [135]. Otro ejemplo de estas interferencias es dado por
NHUV, quien puede suprimir la replicacion de WNV y también bloquear la transmision en
mosquitos Culex quinquefasciatus [28,136]. Ademas, otros estudios demostraron de NHUV
es capaz de suprimir la replicacion de ZIKV y DENV-2 pero no de CHIKV en células derivadas

de Ae. albopictus [29]. Los mismos autores sugieren que NHUV puede interferir con la
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infeccion de ZIKV en el intestino y en las glandulas salivales de Ae. aegypti. Por ultimo, la
coinfeccion de CFAV y el virus Phasi charoen-like (PCLV, Phenuiviridae) limita la replicacion
de arbovirus en lineas celulares de Aedes [137]. Asimismo, se ha observado como la infeccion
con CFAV aumenta significativamente la replicacion de DENV, y viceversa, la infeccion con
DENV aumenta la replicacion de CFAV en células de mosquito [138]. También se ha visto
como la transmision de WNV por Cx. quinquefasciatus se ve aumentada durante la
coinfeccion con CxFV [139]. La interaccion entre ISF y MBV no resulta siempre predecible,
sino que parece variar dependiendo de las cepas virales consideradas y el mosquito

transmisor.

1.1.3. Transmision viral

Los arbovirus pueden mantenerse en la naturaleza mediante la transmision horizontal (TH),
en la que el virus circula entre huéspedes y vectores, 0 mediante la transmision vertical (TV),
en la que el virus se transmite transovaricamente de los mosquitos hembra infectados a su
descendencia. También se han aislado o detectado un numero cada vez mayor de arbovirus
en el tracto urogenital y las secreciones sexuales de sus huéspedes vertebrados, lo que indica
la posibilidad de transmision sexual de estos virus. El arbovirus de transmision sexual mas
ampliamente reconocido es el ZIKV, pero otros arbovirus, incluidos el virus de la fiebre
hemorrdgica de Crimea-Congo y el DENV, también pueden transmitirse, aunque
ocasionalmente, por esta via [140].

Todos los arbovirus patégenos para los seres humanos se mantienen principalmente en ciclos
zoonoticos. Los reservorios de estos ciclos incluyen aves (gj. WNV), primates no humanos (gj.
YFV) y pequenos roedores (gj. virus de la encefalitis por garrapatas). Para algunos virus, como
WNV, los humanos son un huésped terminal ya que no desarrollan una viremia lo
suficientemente alta como para transmitir el virus a un mosquito que se alimenta de ellos.
En otros casos, como DENV, ZIKV, YFV urbana y CHIKV, los seres humanos pueden actuar
como huéspedes amplificadores, permitiendo que se establezcan ciclos urbanos [141].
Ademds, segun estudios experimentales, algunos flavivirus patdgenos para el hombre, como
DENV, WNV y YFV, tienen tasas de TV del 5 % 0 menos; mientras que en ambientes naturales,
estos valores son incluso méds bajos, con algunos estimados por debajo del 1 % [142]. Debido
a que los ISF nunca se amplifican fuera del vector, es probable que la TV sea mas eficaz y
desempene un rol mucho mas importante en el mantenimiento de estos virus. Una prueba
de esta eficacia fue un estudio segun el cual los valores de TV de CxFV por Cx. pipiens fueron

del 100 % [143]. Otros estudios también encontraron evidencia de TV tanto en ensayos de
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laboratorio como en mosquitos recolectados a campo [27,117,122,129,133,144]. Asimismo,
se han encontrado ISF en estadios inmaduros y en machos adultos en la naturaleza. Ademas
de la TH y TV, existen otras rutas de transmision dentro de la poblacion de mosquitos. La
transmision venérea, en la que un mosquito macho infectado transmite el virus a un
mosquito hembra no infectado, se ha documentado tanto para virus patégenos humanos
[145-147] como para ISF [27]. Otra via de transmision de los ISF podria ser a través de plantas
infectadas. Los mosquitos adultos se alimentan del néctar de las plantas como fuente de
azucar y, durante este proceso, pueden depositar virus presentes en la saliva sobre la planta
0 adquirir virus a partir de una planta contaminada. Muchos virus de plantas son transmitidos
por insectos vectores [148], pero ningun estudio ha encontrado aun un ISF en una planta

hospedera.

1.1.4. Integraciones virales en el genoma de [os mosquitos

Ademéds del creciente numero de ISF recientemente descritos, en los ultimos afos se han
detectado numerosas secuencias de virus de ARN no retrovirales integradas (NIRVS, del
inglés Non-retroviral Integrated RNA Virus Sequences) al genoma de mosquitos,
principalmente de los géneros Aedes y Anopheles [149].

Dado que los virus de ARN no retrovirales no codifican la transcriptasa inversa o la integrasa,
son las enzimas enddgenas o los virus que coinfectan la célula quienes deben participar en la
integracion de dichos virus en el ADN del genoma del hospedador. Para lograr la integracion
de los virus de ARN no retrovirales en el genoma del mosquito deben seguirse tres pasos:
primero, el ARN no retroviral debe retro-transcribirse en ADN de doble hebra derivado de
virus (ADNv), luego debe importarse en el nucleo y finalmente integrarse en el genoma del
hospedador [149].

Las primeras NIRVS de mosquitos se identificaron en 2004 en lineas celulares y mosquitos de
distintas especies de Aedes [150]. La mayoria de las NIRVS descritas hasta la fecha se
encontraron en genomas de Aedes spp. De los virus de ARN detectados en 22 genomas de
mosquitos, el 81 % se identificaron como NIRVS en los genomas de Aedesy, entre ellos, el 63
% de las NIRVS se ubicaron en el genoma de Ae. aegyptiy el 37 % restante se identifico en
Ae. albopictus [149].

La mayoria de estas secuencias estaban truncadas o incorporaban varios codones de STOP,
pero una de ellas, integrada en el genoma de Ae. albopictus, contenia un marco de lectura
abierto intacto, homologo a la region NS1-NS4A de los flavivirus especificos de insectos CFAV

y KRV [150]. Este ultimo fragmento representa alrededor de la mitad del genoma flaviviral.
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Estas NIRVS comprendian dos tercios del genoma flaviviral y contenian dominios enzimaticos
como la helicasa y la serina proteasa. El ARNm correspondiente se detecto en células C6/36
de Ae. albopictus, lo que sugiere la transcripcion de la NIRVS y su posible papel funcional en
la célula a nivel del ARN, ya que no se detecto la expresion de proteinas [151]. Ademads, esta
NIRVS esté presente en el 97-98 % de los mosquitos Ae. albopictus. Se encontré que muchas
de las NIRVS detectadas eran homologas a flavivirus especificos de insectos [16,152,153].
Un avance significativo hacia la identificacion de NIRVS en mosquitos fue el uso de estrategias
de secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) y
analisis bioinformaticos. Estas estrategias de screening in silico revelaron que los genomas
de los mosquitos contienen NIRVS que se originan a partir de genomas de ARN de Flavivirus
y Rhabdovirus [149,154-157]. Especificamente, se detectaron integraciones de secuencias
de ADN de ISF en los genomas de Ae. aegypti, Ae. albopictus, Anopheles sinensis y Anopheles
mininums. Estas integraciones incluyen uno o méas ORF virales completos que se transcriben
activamente [149,156]. A pesar del conocimiento limitado de la variabilidad de la secuencia
de NIRVS en las poblaciones de vectores o de cuan generalizadas estan las NIRVS en las
poblaciones naturales de mosquitos, se ha observado que varias especies de mosquitos
muestreadas de la misma region (es decir, el sudeste de Asia) y cuyos genomas fueron
analizados para las integraciones de flavivirus, mostraron diferentes niveles de integracion.
Ademds, un analisis exhaustivo de integraciones virales de 425 especies de virus de ARN no
retrovirales caracterizo secuencias con similitudes solo con Flaviviridae (27 %), Rhabdoviridae
(72 %), Peribunyaviridae y Reoviridae (1 %), 10 que sugiere interacciones especificas de
especie entre virus de ARN y mosquitos [149].

Todas estas consideraciones indican que la coevolucion entre NIRVS y mosquitos es un
proceso antiguo y complejo, con posibles implicancias en la competencia vectorial. Por este
motivo, son necesarios andlisis mas exhaustivos y comparativos de estas integraciones virales
y distintas poblaciones geograficas de vectores, que resultan esenciales para esclarecer si las
NIRVS son linaje-especificas, como se distribuyen entre las poblaciones naturales del vector,

y si estdn activas en dichas poblaciones.
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.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Areas de muestreo

El muestreo de mosquitos se llevo a cabo en un total de 20 localidades de diferentes
ecorregiones de Argentina: Yungas, Chaco Himedo, Selva Paranense, Campos y Malezales,
Esteros del Ibera y Pampa. Estas ecorregiones se distribuyen desde el norte al centro-este de
la Argentina, y sus caracteristicas geomorfologicas y climéticas se extienden a sus paises
limitrofes (Bolivia, Paraguay, Brasil y Uruguay), representando una posible entrada de

flavivirus [158] (Figura I.1).

Las Yungas se extienden desde Venezuela hasta el noroeste de Argentina, distribuyéndose
aqui discontinuamente en las provincias de Salta, Jujuy, Tucuman y Catamarca. El clima es
célido y humedo a subhumedo, con una precipitacion anual del orden de 900-1000 mm,
preferentemente de verano, y se concentran a lo largo de 5 a 6 meses [158]. En esta region
se muestreo la localidad de Tartagal (-22.526100, -63.799142) en la provincia de Salta,

situada a 57 km de la frontera boliviana y a 103 km de la paraguaya.

La ecorregion del Chaco humedo ocupa la mitad oriental de Formosa y Chaco, el extremo
noroeste de Corrientes y norte de Santa Fe. El clima es subtropical calido. La temperatura
media anual disminuye desde los 23 °C en el limite con Paraguay, hasta los 18 °C en el centro
de la provincia de Santa Fe. La concentracion estacional de las lluvias (del orden de 1300 mm
en el borde oriental), los desbordes de los rios, la escasa pendiente y los suelos arcillosos dan
lugar a repetidas inundaciones en vastas extensiones de la ecorregion [158]. Aqui los
muestreos se realizaron en la Reserva Guaycolec (-25.982074, -58.161830), situada en la
depresion oriental formosena junto al riacho Pilaga, a unos 26 km de la ciudad capital de

Formosa y unos 120 km de Asuncion de Paraguay.

La Selva Paranense conforma la selva subtropical humeda que cubre las cuencas altas de los
rios Parana y Uruguay, en el sur de Brasil, este de Paraguay y el extremo noreste de la
Argentina. En este pais, ocupa casi todo el territorio de la Provincia de Misiones, donde sus
limites estan representados por los rios Uruguay, Parana e Iguazu. El clima es célido y
humedo; las lluvias varian desde 1600 mm cerca del limite con Corrientes, hasta unos 2000
mm en el noroeste y estan relativamente bien distribuidas en el ano. La temperatura anual
es del orden de 20 °C [158]. Las localidades muestreadas en esta region fueron Eldorado (-
26.402025, -54.630785), Puerto Iguazu (-25.600918, -54.571491) y San Ignacio en la provincia

de Misiones.
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Figura 1.1. Sitios de recoleccion de las muestras. Las localidades de muestreo de mosquitos se

muestran como puntos negros. Las dreas coloreadas representan las ecorregiones.

Los Esteros del Iberd ocupan el centro norte de la provincia de Corrientes e incluyen la
denominada depresion Iberana. Los diversos componentes del paisaje son reconocidos como
lagunas, embalsados de vegetacion flotante, esteros y banados. Los esteros representan
cauces abandonados del rio Parand, tallados y remodelados por éste en tiempos pasados
[158]. Las muestras fueron recolectadas en la ciudad de Ituzaingo (-27.602147, -56.685484)

en proximidad del Rio Parana en un érea de monte.

La ecorregion de Campos y Malezales abarca el sector periférico de la Selva Paranense y
continua hacia el sur de Brasil y este de Paraguay, mientras que en Argentina se extiende al

suroeste de Misiones y este de Corrientes. El clima es subtropical humedo y las lluvias
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alcanzan los 1500 mm anuales, y son uniformes a lo largo del ano [158]. En esta ecorregion,
se realizaron muestreos en Santo Tomé (-28.550791, -56.045075) en provincia de Corrientes,
y en Candelaria (-27.477546, -55.796850) y Posadas (-27.359098, -55.913876) en la provincia

de Misiones.

La Pampa (o Llanura Pampeana) ocupa las provincias de Buenos Aires — excepto su extremo
sur -, noreste de La Pampa y sur de Cordoba, Santa Fe y Entre Rios. El clima es templado-
humedo a subhumedo, con veranos calidos. Las lluvias que se distribuyen durante el ano
varian desde aproximadamente 600 mm en el suroeste, hasta 1100 mm en el noreste [158].
En esta ecorregion el muestreo se concentro en la provincia de Buenos Aires donde se
registré una mayor cantidad de casos de dengue en 2016 [89,159], siguiendo dos transectas
imaginarias: una asociada al Rio de La Plata y otra paralela mas interna. La primera abarco
los municipios de Berazategui (-34.767196, -58.184963), Quilmes (-34.702868, -58.256374),
Avellaneda (-34.672379, -58.342892) y Tigre (-34.405408, -58.570858) y la sequnda los
municipios de La Plata (-34.949289, -57.955885), Arturo Sequi (-34.887012, -58.123747), La
Matanza (-34.652371, -58.548994), Lomas de Zamora (-34.706579, -58.424024), Moron (-
34.642203, -58.620405), Merlo (-34.704137, -58.713958) y Lujan (-34.563240, -59.128714).

1.2.2. Recoleccion e identificacion de mosquitos

Se tomaron muestras de diferentes especies de mosquitos para la deteccion de flavivirus. La
metodologia dependio tanto de los comportamientos y habitat de las diferentes especies
como de la logistica requerida para cada muestreo (tiempo, distancia, complejidad de acceso
al sitio, etc.). Las muestras fueron obtenidas en el periodo comprendido entre los afios 2017
y 2019 en los meses de mayor abundancia de mosquitos (de diciembre a mayo), y cada
localidad se muestreo6 una sola vez tanto para estadios inmaduros como para adultos. Los
huevos se recolectaron para las especies de Ae. aegypti y Ae. albopictus, para ello se
emplearon ovitrampas utilizando como substrato de oviposicion papel corrugado cubriendo
todo el borde superior del recipiente por encima del nivel del agua con el fin de aumentar la
superficie de colecta (Figura 1.2). Ademas, se muestrearon larvas y pupas de las diferentes
especies tanto de entornos naturales (huecos de arboles, zanjas) como de recipientes
artificiales (floreros, gomas, bebederos), utilizando cucharones, redes de acuario con malla
fina, pipetas y sifones. La colecta se efectud en sitios distintos dentro de una misma localidad
y el nimero varié dependiendo de la cantidad de recipientes con agua. Todos los ejemplares

en estadios inmaduros fueron criados hasta adultos en las instalaciones del Laboratorio de
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Insectos Vectores del Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE) de La Plata.
Si bien en todas las localidades se intentd el muestreo de adultos, no siempre fue posible
consequir ejemplares. En los sitios donde fue posible la colocacion de trampas se usaron las
CDC durante uno a tres dias, en el rango horario de 17 a 22 hs (Figura I.3); ademas, para los
mosquitos diurnos se empleo la colecta sobre cebo humano con aspiradores a bateria y
redes. Aquellos ejemplares que no pudieron ser transportados vivos fueron crioconservados
hasta su posterior procesamiento para preservar la viabilidad de los posibles flavivirus
eventualmente presentes en los mosquitos. La identificacion morfologica se realizo bajo un
microscopio estereoscopico y sobre una platina fria utilizando claves taxonomicas
dicotomicas [160]. Los ejemplares identificados fueron colocados en crioviales agrupados por
especie, sexo, sitio y fecha de recoleccion. Cada pool fue conformado por 10 individuos en la
mayoria de los casos y, cuando no fue posible llegar a ese nimero, el pool oscilé entre 1y 9

individuos. Las muestras se conservaron a -70 °C hasta su procesamiento.

Figura 1.3. Colocacion de trampas CDC (izquierda) y recoleccion de adultos con aspiradores y jaulas
(derecha).
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1.2.3. Deteccion de flavivirus y NIRVS

1.2.3.1. Extraccion de acidos nucleicos

Para llevar a cabo la deteccion de &cidos nucleicos de origen viral, se procedié con la
extraccion total del ARN y el ADN de las muestras utilizando TRI REAGENT® (Molecular
Research Centre Inc., Ohio, EE.UU.). Primero, cada pool de mosquito se macer6 en hielo
utilizando un pestle estéril en 150 pl de tampon fosfato salino. Se agregaron 800 ul de TRI
REAGENT, se agito con vortex durante 3 a 5 segundos y se dejo reposar 5 min en hielo.
Sucesivamente se agregaron 200 ul de cloroformo (4 °C) y se agité nuevamente durante 15
segundos para luego dejar reposar la muestra 5 min a temperatura ambiente y luego se
centrifugo a 13200 rpm durante 15 min a 4 °C. A partir de este momento se prosiguio por
separado con la extraccion de ARN y la de ADN. Para la extraccion de ARN se recupero la fase
acuosa y se la traslado en un nuevo tubo, dejando la fase organica para la extraccion de ADN.
Se agregaron 500 pl de isopropanol (4 °C) y se mezcl6 por inversion. La muestra fue incubada
durante 10 min a temperatura ambiente y sucesivamente centrifugada a 13200 rpm durante
10 min a 4 °C. El sobrenadante se descarto cuidadosamente por inversion, se agregaron 800
ul de etanol 70 % (4 °C) sequidos de un spin de centrifuga. El sobrenadante se descarto con
pipeta y se dejo secar el precipitado a temperatura ambiente. Finalmente se anadieron 20 pl
de agua despirogenada libre de ARNasa y se agité suavemente para favorecer la re-
suspension de ARN. Sucesivamente se procedio con la retrotranscripcion de la muestra o con

su almacenamiento a -70 °C.

Para la extraccion de ADN, se agregaron 240 ul de etanol puro a la muestra inicial (fase
orgénica, sin fase acuosa) y se mezclo por inversion. La muestra se incub6 a temperatura
ambiente durante 2-3 min y se centrifugo a 2000 g a 4 °C por 5 min. Se descarto el
sobrenadante y se procedio con el lavado del ADN. Para el lavado, el pellet se resuspendio
en 800 pl de citrato de sodio (0.1 M en 10 % etanol, pH 8.5). La muestra se incubd durante
30 min y se mezclo ocasionalmente por inversion. Se centrifugo a 2000 g a 4 °C por 5 min y
se descartdo nuevamente el sobrenadante. El lavado se repitio una vez. El pellet se
resuspendio en 1,2 ml de etanol 75 % y la muestra se incub6 durante 10-20 min a
temperatura ambiente. Sucesivamente se centrifugo una vez mas a 2000 g a 4 °C por 5 min,
se descarto lo més posible el sobrenadante y se seco completamente el ADN durante 5 min
a 45 °C en un bano térmico. Sucesivamente se rehidrato con 35 ul de agua ultrapura libre de

nucleasas.
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1.2.3.2 Anélisis del ARN

Para la deteccion de genoma viral en los mosquitos, se utilizé una reaccion en cadena de la
polimerasa anidada, tras retrotranscripcion (RT-Nested-PCR) de la muestra, utilizando
cebadores degenerados disenados para amplificar el genoma de cualquier flavivirus presente
en las muestras [161]. La region de amplificacion seleccionada fue una porcion del gen de la
polimerasa viral (NS5) de los flavivirus, por ser una de las zonas mas conservadas, lo cual
permitio el uso de una PCR genérica. La técnica consiste en una primera reaccion de RT-PCR
(1° ronda) en la cual el ARN viral se transforma en ADN complementario (ADNc) mediante
transcripcion reversa (M-MLV Transcripta; PB-L Productos Bio-Ldgicos, Quilmes, Argentina) y
posteriormente se amplifica el ADNc mediante PCR. El producto de amplificacion de la
primera PCR se usa como molde en una segunda reaccion de amplificacion (2° ronda) en la
que los cebadores empleados se unen a una region interna del producto de la primera
amplificacion. Con esto se aumenta la especificidad y sensibilidad de la técnica. La PCR se
llevo a cabo usando GoTag® Master Mix (Promega) con los cebadores Flavi1+ y Flavil- (1°
ronda, 1385 bp) y Flavi2+ y Flavi2- (2° ronda, 143 bp). Como control positivo se utiliz6 un clon
recombinante que contenia un segmento del gen codificante para la poliedrina del
baculovirus AQMNPV (poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis) flanqueado por
los cebadores de la 1°y 2° ronda (Figura 1.4), disenado por el Dr. Ghiringhelli (Universidad
Nacional de Quilmes) y clonado en el laboratorio de biologia molecular del CEPAVE. Como
control negativo se us6 agua destilada. Los productos de amplificacion finales (2° ronda, 143
bp) se corrieron en gel de agarosa 2 % con bromuro de etidio, y fueron sucesivamente
purificados, secuenciados y analizados usando BLAST (megablast) contra la base de datos de
nuclectidos del NCBI. Ya que no fue posible obtener un producto en la 1° ronda de PCR de
buena calidad para secuenciar, las muestras positivas fueron reexaminadas con una unica
PCR en la cual se utilizaron como cebadores Flavi2+ y Flavi1- con el objetivo de obtener una

secuencia mas larga (tamano: 260 bp).

Hindlll Flavi 2+ Flavi 1-xbal
— .. —
Flavi 1+ Fragmento phn AGMNPV Flavi 2-

Figura 1.4. Esquema del control positivo basado sobre un gen que codifica la poliedrina del
baculovirus AgVIPV.
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1.2.3.3. Andlisis de ADN

Para la deteccion de NIRVS en el genoma de los mosquitos, se llevo a cabo una PCR en la que
se utilizaron inicialmente los cebadores Flavi2+ y Flavil- (ya que resulto ser la combinacion
mds conveniente en el analisis de ARN), y se procedio a secuenciar los productos de
amplificacion positivos (en las mismas condiciones que se describen en la seccion anterior).
A partir de los resultados obtenidos en un analisis de BLAST para la deteccion de las
secuencias genéticamente mds cercanas (que incluyeron una secuencia de ADN similar a la
NS5 flaviviral en la secuencia genomica de Ae. aegypti AY347953.2) y otras secuencias
obtenidas de GenBank (Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, EE.UU.), se desarrollé una
nueva PCR dirigida a la region NS5 del genoma de flavivirus y se utilizo para analizar la
fraccion genomica de ADN de las extracciones de los mosquitos (Figura 1.5). Los nuevos
cebadores (F540 +y F1930 -; tamano esperado: 1402 bp) fueron disefiados sobre la base de
alineamientos que incluian secuencias genomicas de Ae. aegypti y secuencias NS5 tanto de
MBV como de ISFGA.

Finalmente, se seleccionaron muestras positivas de distintos sitios de recoleccion para la
secuenciacion, y se compararon con las secuencias mas similares en bases de datos publicas
(véase mds adelante). Las secuencias encontradas en este trabajo han sido depositadas en la
base de datos GenBank bajo los numeros de acceso MT863348- MT863354.

1.2.4. Analisis filogenéticos y de divergencia

Las secuencias de ADN de tipo flaviviral (FLDS, del inglés Flaviviral-like DNA sequence)
obtenidas en este trabajo se analizaron junto con las secuencias de nucleotidos y
aminodacidos mas similares encontradas en las bases de datos de GenBank (Nucleotide,
Whole Genome Shotgun (WGS) y Transcriptome Shotgun Assembly (TSA)), ViPr y VectorBase.
Las secuencias se alinearon con el programa MUSCLE [162] y los &rboles filogenéticos se
construyeron bajo el método de la Maxima Verosimilitud con el programa IQ-TREE v2.1.1
[163]. La confiabilidad de los agrupamientos se evaluo con el método de Ultrafast Bootstrap
approximation (10000 réplicas) [164] y la prueba SH-aLRT [165]. Ademas, se estimaron las
divergencias inter-grupo e intra-grupo para las secuencias de nucledtidos y aminoécidos con
el programa MEGA X [166]. El error estandar de la media (SEM) de la divergencia se evaluo

mediante el método de Bootstrap (1000 réplicas).
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A)

Cebadores Secuencia
Flavil+ 5'- GAY YTl GGI TGY GGI IGI GGI RGI TGG -2

Flavi 1 - | 5- TCC CAI CCI 6CI RTR TCR TCI GC -3 |

Flavi 2 + | 5'- YGY RTI YAY AWC AYS ATG GG -3' |
_Flavi2 - 5'- CCA RTG ITC YKY RTT IAI RAA ICC -3 |
F540 + 5'- GACACTTGGCTCACTCATAGGTCG -3/ |
_F1330- | 5'- CTCCCAGATCGTCTCCACTTGTG -3" |
B)

Cebadores Perfil de ciclade de PCR

Sentido: F540

5 GACACTTGGCTCACTCATAGGTCG 3
2 min a 94 "C, 36 ciclos de 30 seg @ 94 °C, 30 seg

Antisentido: F1930 256 7C, 1 mina 72 °C, y una extensidn final de 5
mina 72 °C.

5 CTCCCAGATCGTCTCCACTTGTG 3

Tamaiio del amplicon: 1402 bp

cl

i Gen flaviviral NS5

[Flaviz+ = | [ €Flaviz- ]
& Flavil -
 FS40+ > | & F1930-

* (Cebadoresde Sanchez-Seco y col,, 2005
* Cebadores disefiados para la nueva PCR

Figura L.5. A) La tabla muestra una lista de los cebadores utilizados y sus respectivas secuencias. B)
Cebadores y condiciones de la PCR para la amplificacion de la secuencia de ADN de tipo flaviviral de la
region NS5. Este ensayo fue desarrollado en este trabajo de tesis. C) La figura muestra un esquema de

las regiones del gen NS5 de flavivirus amplificadas por los cebadores seleccionados para este estudio.
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I.3. RESULTADOS

Para la deteccion de MBV e ISF fue posible muestrear 20 localidades en seis ecorregiones
argentinas (Figura 1.1), en las cuales se recolectaron 711 mosquitos pertenecientes a 13
especies (Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. albifasciatus, Ae. scapularis, Ae. fluviatilis, Culex
pipiens, Cx. quinquefasciatus, Mansonia spp., Coquillettidia spp., Anopheles triannulatus,
Haemagogus leucocelaenus, Sabethes albiprivus y Psorophora ferox), divididos en 93 pooles
(Tabla 1.1). Debido a la dificultad encontrada para recolectar adultos de Ae. aegypti con
trampas CDC, redes o aspiradores, la mayoria de las muestras analizadas de esta especie
fueron estados inmaduros (huevos, larvas, pupas).

En total, el 43 % de los pooles de Ae. aegypti de la ecorregion Pampeana, y el 100 % de los
ejemplares de la misma especie recolectados en la Selva Paranense, Campos y Malezales y
las Yungas resultaron positivos para la RT-PCR en la fraccion de ARN (Figura 1.6). No obstante,
las secuencias obtenidas no arrojaron valores de alineamientos significativos (e-valor [E] >
0,01) en el analisis BLAST (megablast) con algun MVB o ISF disponible en la base de datos de
nucledtidos de GenBank, pero si lo fueron (E < 0,01) con una FLDS integrada al genoma de
Ae. aegypti (AY347953) y con otras secuencias cortas similares, definidas como "Mosquito
flavivirus" (MK241696) y "Phlebotomus flavivirus" (FJ817075). Estos resultados sugirieron
que las secuencias detectadas pudiesen tratarse de una NIRVS, y, por lo tanto, se diseno y
utilizo una nueva PCR sobre la fraccion de ADN para caracterizar estas secuencias de tipo
flaviviral en mosquitos y evaluar su integracion. No se encontraron muestras positivas en las
demaés especies estudiadas.

La FLDS buscada en la fraccion de ADN fue detectada en el 83 % de los pooles de Ae. aegypti
estudiados en la region Pampeana y en el 100 % de aquellos recolectados en la Selva
Paranense, Campos y Malezales y las Yungas. Sin embargo, esta secuencia no fue encontrada
en ninguna de las 12 especies de mosquitos restantes consideradas en este estudio. Se
seleccionaron para secuenciacion cinco muestras de la region Pampeana, una de Campos y
Malezales y una de la Selva Paranense. La eleccion de estas muestras fue hecha en base a la
intensidad de la banda visible en el gel de agarosa, y para representar diferentes
ecorregiones y épocas de muestreo. Las muestras pertenecientes a la region de Yungas
fueron excluidas del analisis bioinformatico por la imposibilidad de determinar una secuencia
univoca, debido a la presencia de mezclas de amplicones. Los analisis filogenéticos mostraron
que la FLDS encontrada en este estudio se agrupa con secuencias previamente descriptas
como integradas al genoma de Ae. aegypti (AY347953 y EJY57641) y también con secuencias
designadas como "Mosquito flavivirus” o " Phlebotomus flavivirus" o secuencias similares de

las bases de datos para especies de Aedes WGN y TSA (Figura 1.7).
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| Figura 1.6. Gel de agarosa 2 %.
Resultados de la segunda
ronda de PCR sobre el ARN.
PM: peso molecular (50 bp),
SP:  Selva Paranense, CM:
Campos y Malezales, Y:
Yungas, P: Pampa, (+): control
positivo, (-) 1: control negativo
1°ronda PCR, (-) 2: control

negativo 2°ronda PCR.

Las secuencias de Argentina no formaron un grupo monofilético y mostraron una divergencia
intragrupo media (+ SEM) de 0,37 % (+ 0,10 %) y 0,96 % (+ 0,29 %) para las secuencias de
nuclectidos y aminoécidos, respectivamente. El grupo entero de estas FLDS mostré una
divergencia intragrupo media de 0,68 % (+ 0,17 %) y 1,62 % ( 0,33 %), para las secuencias
de nucledtidos y aminodcidos, respectivamente. Ademas, los flavivirus especificos de
insectos Xishuangbanna (KU201526) y Menghai (KX907452) fueron los més estrechamente
relacionados a la secuencia, mostrando una divergencia de nucleétidos del 25,9 % (+ 1,6 %)
y 27,7 % (+ 1,5 %) y una divergencia de aminodcidos del 21,1 % (+ 2,0 %) y 22,2 % (+ 2,0 %),
respectivamente.

Por lo tanto, la FLDS encontrada en los ejemplares de Ae. aegypti de las distintas regiones
biogeogréficas corresponderia a la misma integracion previamente descripta como una
NIRVS [151], y ésta muestra diferencias entre las secuencias analizadas, probablemente

debido a la divergencia incorporada luego de su integracion original al genoma del mosquito.
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Tabla 1.1. Vigilancia de flavivirus en distintas especies de mosquitos en cinco ecorregiones argentinas.

Especie Localidad Ecorregion N Pools N . Estado  Deteccion en fraccion de ARN®  Deteccion en fraccion de ADNP
mosquitos

Positivos/ N Positivos/Total Positivos/ Positivos/Total

Pools Pools (%) N Pools Pools (%)

La Plata 11 105 I/A 7/11 9/11

Arturo Segui 4 40 I 0/4 4/4

Avellaneda 6 38 I/A 5/6 6/6

Berazatequi 3 21 I 1/3 0/3

La Matanza 4 40 I 0/4 4/4

Lomas de

Ae. aegypti Pampa 4 40 | 0/4 20/47 (43%) 4/4 39/47 (83%)

Zamora

Lujan 2 20 | 0/2 2/2

Merlo 2 20 | 2/2 2/2

Moron 4 30 | 4/4 3/4

Quilmes 3 24 | 0/3 2/3

Tigre 4 40 | 1/4 3/4
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Eldorado 20 | 4/4 4/4
Puerto Iguazu Selva Paranense 36 I/A 4/4 10/10 (100%) 4/4 10/10 (100%)
San Ignacio 16 I 2/2 2/2
Santo Tomé Campos y Malezales 20 I/A 2/2 2/2 (100%) 2/2 2/2 (100%)
Tartagal Yungas 43 | /7 7/7 (100%) /7 7/7 (100%)
Ae. albifasciatus La Plata Pampa 26 A 0/5 0/5 (0%) 0/5 0/5 (0%)
Ae. albopictus Puerto Iguazu Selva Paranense 34 A 0/5 0/5 (0%) 0/5 0/5 (0%)
Ae. fluviatilis Puerto Iguazu Selva Paranense 11 | 0/2 0/2 (0%) 0/2 0/2 (0%)
Ituzaingo Esteros del Ibera 4 A 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Ae. scapularis
Guaycolec Chaco Humedo 2 A 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Cx. pipiens La Plata Pampa 20 A 0/2 0/2 (0%) 0/2 0/2 (0%)
Cx. quinquefasciatus  ltuzaingo Esteros del Ibera 1 A 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Mansonia spp. Candelaria Campos y Malezales 10 A 0/2 0/2 (0%) 0/2 0/2 (0%)
Coquillettidia spp. Candelaria Campos y Malezales 10 A 0/2 0/2 (0%) 0/2 0/2 (0%)
Guaycolec Chaco Humedo 5 A 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Sabethes albiprivus
Posadas Campos y Malezales 5 A 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
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Haemagogus

Guaycolec Chaco Himedo 1 6 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
leucocelaenus
Psorophora ferox Guaycolec Chaco Himedo 1 7 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Guaycolec Chaco Himedo 1 7 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Anopheles triannulatus
Posadas Campos y Malezales 1 10 0/1 0/1 (0%) 0/1 0/1 (0%)
Total 93 711

I: Recolectados en estados inmaduros (huevo/larva/pupa)
A: Recolectado como adulto
2RT-PCR genérica (Sanchez-Seco et al. 2005)

® Nueva PCR disefiada para este estudio
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Hosts

96.6/100 NC_027817 Parramatta River virus
99.9/100 NC_030401 Hanko virus === Aedes
NC_034242 Ochlerotatus caspius flavivirus
99.4/100 KRO14201 Culex flavivirus .
NEGe 3 063% Cglex theileri flavivirus. A
;¢ . uang Binh virus
2z NC_021069 Mosquito flavivirus === Culex
GQ165809 Nakiwogo virus strail ia/
45154 Cuacua vlrus isolate Coquillettidia
29.3/78 NC 033654 Paim Creelcvi 9
100/100 - KX879625 KV450522 Ka _—
rum
EOU/E0Y I ME352616 Mac Peak virus
98.5/99 KX148548 Anopheles flaviviruslike-1
56.: KX148546 Anopheles flavivirus variant-1--- Anopheles
94.7/86 KX148547 Anopheles flavivirus variant-2
el MF352618 Dairy Swamp virus
72.4, MF352617 Haslams Creek virus
97.6/100 KT599442 Culiseta flavivir Culiseta
8.1/60) NC_027819 Mer(adeo vnrus
100/100 MG970162 flavivirus Sabeth
100/100 KX669682 Calberlado _virus
63.9/86 NC_040645 Culex Flavilike === Culex

98.8/100; JXUMO011018521dna_contig Aedes albopictus

95.8/97 JXUM01S004581dna_supercontig AaloF1_1
48.1/74) KY320649 La Tina Hirus
5.8/100- NC_012932 Aedes flavivirus
- NC_005064 Kamiti River virus
AB813808 Cell fuslng agent virus === Aedes
82.1/83 KU201526 Xi flaviv

aedes fla

Kx907452 Menghai flavivirus
Arg_Fla_Aeae_0:.
H Arg_Fla_Aeae_0: 4

HQ676624 Mosquito flavivirus strain PoMoFlav 958
Arg_FIa_Aeae 05
Arg_| Fla Aeae_01
F1817076 Phlebotomus flavivirus Alg F8
FJ817075 Phlebotomus flavivirus Alg F19
Arg_Fla_Aeae_07

aag2 ctg 350dna contig 1464055_1
MK241495 Aedes flavivirus 464.467-Yuc16
HQ676625 Mosquito flavivirus PoMoFlav R1026
[‘ AAGE02010562 Aedes aegypti strain Liverpool cont1.10562_wgs

JXPU01068357 Aedes aegypti isolate BV Aedes scaffold103170 _Wgs
GFNA01327436 Aedes aegypti comp373165 c0 seq14_:

GFNA01327423 Aedes aegypti comp373165 c0 seql TSA

GFNA01327424 Aedes aegypti comp373165 c0 seq2_TSA

EJY57641 Aedes aegypti
JABWQA011453268 Aedes aegypti isolate CPRC1_ A.Aegypti CPRC 1453269_wgs
Arg_Fla_Aeae_06

AY347953 Aedes aegypti
Arg_Fla_Aeae_0:
CM008044_| NIGPOIOOOOOZ Aedes aegypti strain LVP AGWG chromosome 2_wgs

81.4/90 YP_009227205 Zika virus
99.1/100 NP_776022 West Nile virus
92.4/97 YP_009329957 Saint Louis encephalitis virus o .
62.5/94, AEX65548 Dengue virus 1 flavivirus with
100/100 9.3/100 95.1/99 AHG23227 Dengue virus 3 medical importance
- AHG23141 Dengue virus 2
AFZ40130 Dengue virus 4
NP_776009 Yellow fever virus

0.3
Figura 1.7. Analisis filogenético de flavivirus y secuencias de ADN de tipo flaviviral. Arbol filogenético
de maxima Verosimilitud (enraizado en el punto medio de la distancia) obtenido para secuencias de
aminodcidos de la region NS5 del genoma de flavivirus especificos de insectos, algunos flavivirus
transmitidos por mosquitos de importancia médica, y secuencias de ADN de tipo flaviviral descriptas
en este trabajo (en rojo). Los valores de soporte de SH-aLRT y de Ultrafast Bootstrap approximation
superiores al 50 % se muestran en los nodos de los grupos relevantes. De las siete secuencias
reportadas en este trabajo, cinco pertenecen a muestras recolectadas en Pampa, una en Campos y
Malezales y una en la Selva Paranense. Las secuencias reportadas en este trabajo se indican como

"Arg_fla_Aeae"” seguido del numero de muestra.

4. DISCUSION

Los mosquitos pueden infectarse simultdneamente tanto con ISF como con arbovirus, y ha
sido demostrado como la infeccion con ISF podria afectar de alguna manera la capacidad del
mosquito de adquirir, mantener y transmitir arbovirus [167,168]. La vigilancia de arbovirus,
especialmente en un vector importante como Ae. aegypti, es fundamental para comprender
la circulacion real de los flavivirus, prevenir brotes y estudiar las posibles interacciones entre

los MBV y los ISF. Ademas, la deteccion de flavivirus en estados inmaduros del mosquito
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podria sugerir la transmision vertical como método de mantenimiento de estos virus en la
naturaleza [142].

Durante este estudio se muestrearon cinco ecorregiones de Argentina, y se recolectaron
mosquitos de diferentes especies. Las provincias elegidas para el muestreo son
representativas de flavivirosis presentes en el pais (Anexo 1). En particular, en 2018, se
recolectaron huevos de Ae. aegyptien la provincia de Salta, en el contexto del brote de ZIKV
ocurrido en el mismo ano entre las semanas epidemioldgicas (SE) 10y 23 [169].

Sobre los pooles conformados, se estudiaron las fracciones de ARN y ADN extraidos,
focalizando la atencion sobre el gen que codifica la polimerasa viral (NS5) de los flavivirus,
siendo ésta una de las regiones mejor conservadas entre distintos virus de este género [170].
El anélisis de la fraccion de ARN con una RT-PCR genérica, permitio la identificacion de
muestras positivas correspondientes a Ae. aegypti de las regiones Pampeana, Campos y
Malezales, Yungas, y Selva Paranense. Sin embargo, el analisis genomico de la secuencia
detectada en estas muestras no arrojo coincidencias con ningun flavivirus de interés sanitario
0 especifico de insectos, sino mas bien con secuencias cortas o integradas al genoma de
mosquitos, lo que hizo pensar en una posible integracion en el genoma de las poblaciones de
Ae. aegypti estudiadas [150,151], como fue demostrado anteriormente para distintas
especies del género Aedes.

La ausencia de flavivirus de importancia médica podria deberse a los bajos tamanos de
muestra para la mayoria de las especies consideradas y a que muchos de los ejemplares
examinados, especialmente Ae. aegypti, se recolectaron en la etapa inmadura de desarrollo
(huevos, larvas o pupas) debido a la dificultad para recolectar muestras de adultos. También,
el muestreo coincidié con un periodo inter-epidémico de dengue (2017-2019), mientras que
las mayores epidemias de esta enfermedad en Argentina ocurrieron en 2016 y 2020 (58889
casos, 40,5 % mds que en la temporada 2015-2016)[171], y los brotes de Zika entre 2016 y
2018 en las provincias de Chaco, Formosa, Tucuman y Salta [169].

Todos los arbovirus patogenos para los humanos se mantienen principalmente en ciclos
zoonoticos [15] y, si bien la TV natural de DENV, WNV, ZIKV y YFV fue demostrada en especies
de Aedes, Culex y Haemagogus, los porcentajes de estas transmisiones naturales son muy
bajos [37,172-175]. Por otro lado, debido a la falta de evidencia de replicacion de ISF en
células de vertebrados, es probable que la TV sea mas eficaz en estos virus. De hecho, se ha
encontrado evidencia de TV de CFAV, KRV, y AeFV tanto en colonias de mosquitos como en
poblaciones de campo en distintas especies de Culexy Aedes [117,122,133,143,144,176]. Sin
embargo, a pesar de que se han aislado cepas de CxFV en cuatro especies diferentes de Culex

en Argentina, y que se han descripto secuencias similares a las de KRV en la region [30,125],
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en este estudio no pudimos detectar ISF en ninguno de los pooles analizados, ni demostrar
suTV.

Por otro lado, a partir de los resultados obtenidos tras el estudio de la fraccion de ARN
extraido de los pooles, se procedid con el desarrollo de una nueva PCR para analizar la
fraccion de ADN. Este analisis condujo a la descripcion de una secuencia de ADN de tipo
flaviviral (FLDS), presente en los mosquitos de la especie Ae. aegypti recolectados en todas
las ecorregiones muestreadas.

Este elemento genético ha sido caracterizado previamente en Ae. aegypti (lineas celulares
A20 y Aagz) y en mosquitos de otras regiones geograficas, como Guayana Francesa, Senegal
y Tailandia [150,151]. Estudios previos demostraron que esta FLDS estd integrada en el
genoma de Ae. aegypti, que se transcribe constitutivamente en lineas celulares y en algunas
poblaciones de mosquitos, y que, aparentemente, no se expresa [151]. La misma secuencia
fue encontrada en el neurotranscriptoma de la cepa Liverpool de Ae. aegypti [177] y se
demostré que los niveles de transcripcion no se vieron afectados por la infeccion
experimental con DENV-1 o DENV-3 [151]. La FLDS es considerada un elemento ancestral en
el genoma de Ae. aegypti, lo que también se refleja en la diversidad de las secuencias
obtenidas en este trabajo. La evidencia actual indica que la integracion de secuencias virales
conduce a un cambio permanente y que, si dicho cambio involucra la linea germinal, luego
se transfiere a la progenie y puede condicionarla a que sea mas o menos susceptible a la
infeccion con virus relacionados [178-180].

Si bien nuestros resultados muestran que la FLDS estd presente en Ae. aegypti de diferentes
ecorregiones argentinas, dicha secuencia no se encuentra en todas las muestras analizadas,
posiblemente reflejando la heterogeneidad observada en las poblaciones de mosquitos de
Argentina [181,182]. De hecho, en Argentina, Ae. aegypti pertenece a tres haplogrupos
principales (y varios haplotipos) que posiblemente representan diferentes eventos de
colonizacion [183,184]. Luego de su erradicacion en 1967, Ae. aegypti reingresa al pais en
1986 en las provincias de Misiones y Formosa, y desde entonces mostré una rapida y
constante expansion hacia el sur, llegando a la region pampeana en 1991 [184-186]. Por lo
tanto, las implicaciones de esta diversidad en la poblacion de vectores merecen un estudio
adicional para determinar su posible relevancia en la transmision del virus y la integracion de
secuencias de ADN de tipo flaviviral.

Las NIRVS similares a flavivirus (F-NIRVS) se han descrito previamente en Aedes spp. y
Anopheles spp. [149,156], y se cree que, al igual que los ISF, puedan tener un rol modulador
en la infeccion con flavivirus. Por ejemplo, un estudio demostré como la ausencia de una

NIRVS similar a CFAV naturalmente presente en el genoma de Ae. aegypti resultaba en un
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incremento de la replicacion de CFAV en los ovarios, posiblemente modulando la TV del virus
[180].

Si bien en este estudio se encontré una FLDS en Ae. aegypti, y que probablemente se trate
de una F-NIRVS, no fue posible detectar ADN de tipo flaviviral en las otras especies de
culicidos con la metodologia empleada en este estudio, ni determinar su rol en la infeccion
con flavivirus. Por ultimo, estos resultados muestran la necesidad de profundizar los estudios
para determinar la prevalencia de FLDS en las poblaciones de mosquitos en Argentina y la
posible influencia del acervo genético del huésped tanto en las tasas de prevalencia de los

flavivirus como en su competencia vectorial.

1.5. CONCLUSIONES

Los mosquitos, en especial de los géneros Aedes y Culex, son los principales vectores de
arbovirosis a nivel mundial. En Argentina, el flavivirus de mayor importancia sanitaria es
DENV, que ha causado epidemias de gran magnitud en 2009, 2016 y 2020, seguido por ZIKV,
SLEV, WNV y YFV. La vigilancia y el control de los vectores resultan fundamentales para el

monitoreo y control de estas enfermedades.

En los ultimos anos se han detectado un gran numero de ISF, un nuevo grupo de virus cuyo
estudio podria contribuir a comprender mejor la evolucion de los virus y los mecanismos de
restriccion del hospedador, como también ayudar a la prevencion de la transmision de

arbovirosis.

Las medidas de control bioldgico para reducir la abundancia del mosquito o su competencia
vectorial implican el uso de depredadores naturales, patogenos o simbiontes. Ejemplos de
control biologico utilizados para los mosquitos incluyen peces larvivoros como Gambusia
affinis, copépodos, turbelarios, y microorganimos (hongos, virus, bacterias, etc) [187]. En los
ultimos tiempos se han desarrollado estrategias basadas en el empleo de Wolbachia,
endosimbiontes bacterianos heredados por la madre, presentes en muchas especies de
artropodos, que se han utilizado para reducir algunas poblaciones de insectos por medio de
la incompatibilidad citoplasmatica y la capacidad de bloquear la transmision de algunos
arbovirus [188-190]. Si un simbionte bacteriano puede alterar la competencia vectorial de
un mosquito, ;podrian ciertos virus, como los ISF, tener un efecto similar? La evidencia actual
sugiere que algunos de estos virus pueden alterar la susceptibilidad del mosquito a ciertos
arbovirus patogenos. Esta interaccion aun no estd completamente caracterizada y se

necesitan estudios adicionales para dilucidar la dinamica de la coinfeccion en mosquitos.
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De la misma manera, el reciente descubrimiento de F-NIRVS destaca su papel potencial como
moduladoras de la competencia vectorial de los arbovirus. Su asociacion con
retrotransposones les permitio ser inversamente transcritas en ADN viral (vADN) y luego
integrarse en el genoma de los mosquitos [191]. En algunos casos, las NIRVS se traducen en
proteinas que actian como inhibidores de la replicacion viral [192]. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para determinar si estas secuencias, al igual que los ISF, podrian
alterar la competencia vectorial de los mosquitos una vez establecidas en el genoma del

vector.
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PARTE II

COMPETENCIA VECTORIAL DE AEDES AEGYPTI PARA EL VIRUS ZIKA

[1.1. INTRODUCCION

11.1.1. Generalidades de ZIKV

El ZIKV es un arbovirus del género Flavivirus (familia Flaviviridae). El virion envuelto, de
simetria icosaédrica mide aproximadamente 50 nm de didmetro, y posee una estructura
genomica y un ciclo de replicacion en linea con la de los demas flavivirus [193-195] (ver

seccion Introduccion general - EI género Flavivirus).

A pesar de estas similitudes, este virus se caracteriza por atravesar la barrera placentaria y
causar infecciones en el cerebro del feto, resultando en teratogenicidad o abortos, ademas
de presentar un particular tropismo por el sistema nervioso central y periférico, lo que lo ha

convertido en un flavivirus de particular interés [196].

11.1.2 Historia y epidemiologia de ZIKV

ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 en el bosque de Ziika, en Uganda, a partir de un
mono centinela Rhesus. Un afo méds tarde fue aislado en mosquitos de la especie Aedes
africanus en el mismo bosque, sugiriendo al mosquito como posible vector del virus [197].
En 1962 se reporto el primer caso de Zika en humanos, en Uganda [198]. Fuera de Africa,
ZIKV fue aislado por primera vez en Ae. aegypti en Malasia en 1966, proporcionando la
primera evidencia de su transmision a través de un vector urbano [199], sequido por
infecciones en humanos reportadas en Indonesia [200]. A partir de ese momento, los casos
en humanos fueron notificados solo ocasionalmente (menos de 20) en regiones de Africa y
Asia, sin evolucionar en epidemias. Es posible que durante este periodo haya habido
ocasionalmente casos de Zika catalogados erroneamente como otras enfermedades (por

ejemplo, dengue) [201].

Recién en el ano 2007, seregistro el primer brote masivo en la Isla de Yap (Micronesia), donde
el virus parece haberse trasladado de su habitat selvatico hacia dreas rurales, causando

fiebre, erupciones, conjuntivitis y artralgia en aproximadamente el 75 % de la poblacion
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[202]. Posteriormente en 2013, un nuevo brote que resultd en mas de 30000 casos
sintomaticos tuvo lugar en la Polinesia Francesa afectando aproximadamente al 11 % de la
poblacion y dando lugar a la primera asociacion de ZIKV con el sindrome de Guillain-Barré
(SGB), la causa mas frecuente de neuropatia paralitica aguda [203-205]. ZIKV fue introducido
en la Isla de Pascua (Chile) por viajeros provenientes de la Polinesia Francesa, y alrededor de

50 casos fueron confirmados por el Instituto de Salud Publica de Chile durante 2014 [206].

En el continente americano el virus fue introducido en Brasil en el afo 2014 [207],
probablemente en el contexto de la Copa Mundial de Futbol celebrada entre los meses de
junio y julio, o incluso durante el Campeonato Mundial de Sprint celebrado en agosto del
mismo afo en Rio de Janeiro, en el cual participaron cuatro paises de la region del Pacifico
[113]. Los primeros casos en pacientes fueron notificados durante los primeros meses del
2015 [208] y para finales de ese ano, el virus ya se habia propagado por todo el pafis,
extendiéndose posteriormente a otros 28 paises de América del Sur y América Central para
febrero de 2016 [209]. El interés por el ZIKV se incrementé notoriamente a partir de la
relacion entre la infeccion por el virus y trastornos congénitos graves como la microcefalia
(MC), una condicion neuroldgica rara en la cual la cabeza tiene un tamarno menor al de otros
ninos de la misma edad y género, y otras malformaciones neuroldgicas en fetos y recién
nacidos [210], especialmente en madres que contraen la infeccion durante el primer
trimestre de embarazo [211]. Esto produjo un gran impacto no solo en la salud de los
afectados, sino también en el status socioecondmico de sus familias que, en muchos casos,
se vieron forzadas a abandonar sus trabajos o actividades productivas para dedicarse al
cuidado de los menores que vieron gravemente afectadas sus habilidades cognitivas y

motoras como consecuencia de la MC [209].

En Africa, la primera epidemia de Zika se registro en Cabo Verde entre 2015-2016,

aparentemente como resultado de la introduccion del virus desde Brasil [212] (Figura I1.1).

Antes de 2015, las infecciones por ZIKV se limitaron geograficamente a Africa y Asia, y las
mismas eran asintomaticas o, en algunos casos (aproximadamente un 20 %) mostraba
sintomas leves como erupcion maculopapular, conjuntivitis y dolor articular. Los anélisis
genéticos del ZIKV han identificado dos linajes principales, asidtico y africano [213]. Se ha
propuesto que el virus se diversifico en Africa, dando origen a dos ramas, un linaje de Africa
Occidental y otro de Africa Oriental, y posteriormente se ha agregado un tercer linaje,
denominado linaje asidtico. Se postula que el virus se origind en Africa Oriental y
posteriormente migro a Africa Occidental y Asia, hace aproximadamente 50-100 anos atras.

Los primeros andlisis filogenéticos del virus en Brasil han demostrado que el virus esta
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estrechamente relacionado al encontrado en la Polinesia Francesa, proveniente del linaje
asiatico, y que desde alli el virus se ha dispersado al resto de América [214]. La evidencia de
que el ZIKV cause neuropatologias y MC, asi como la creciente preocupacion por los nuevos
modos de transmision, sugiere un cambio evolutivo en la estructura molecular y genética de
las cepas del ZIKV que ha contribuido a su rapida expansion, gravedad de patogenicidad, y

multiples rutas de infeccion.
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Estado de Yap, 2007 A

20

L]

|

Primer brote afticanc

Segundo brote de ZIKV
gfé%fgm Varde, Poﬁnesia Francesa, 2013 2014 Primer brote de ZIkV
’ : en EEUU continental,
Descubrimiento de ZIKV Primer brote asidtico de ZIKV, Florida, 2016
Uganda, 1947 Singapur, 2016

Emergencia de ZIKV en
las Américas, Brasil, 2015
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Figura I1.1. Areas endémicas de ZIKV (pasado y presente). Adaptacion de Gubler D. y col., 2017 [201].

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 que la infeccion por ZIKV
asociada a MC y otros trastornos neuroldgicos constituye una emergencia de salud publica
de interés internacional (PHEIC, por sus siglas en inglés Public Health Emergency of

Internacional Concern).

11.1.3. Vias de transmision del virus

Como sucede para la mayoria de los flavivirus, la principal ruta de transmision de ZIKV es a
través de la picadura de un mosquito infectado. Sin embargo, son posibles otras vias de
transmision, como la transfusion de sangre infectada, la transmision sexual, y la transmision
materno-fetal. La transmision sexual fue observada principalmente en viajeros provenientes
de zonas endémicas [215-217]. ZIKV es el primer arbovirus en ser detectado en el semen,
siendo éste un indice de potencial transmision sexual [218]. Durante el brote en la Polinesia

Francesa se sospecho la posible transmision del virus a través de la transfusion sanguinea.
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De hecho, durante dicho brote se detectd ARN viral en 2,8 % de los dadores de sangre
asintomaticos [219]. Por ultimo, también se ha observado trasmision prenatal de ZIKV en
casos de abortos y MC en ninos recién nacidos cuyas madres presentaban antecedentes de
infeccion con el virus [204,220,221]. Como se menciond anteriormente, la transmision
vertical de ZIKV de una madre infectada al feto a través de la placenta puede causar danos

neuroldgicos en el feto en desarrollo [222].

Dos ciclos de vida distintos fueron descriptos para ZIKV en la transmision vectorial: un ciclo
enzootico (o selvético) y un ciclo epidémico (o urbano). EI primero ocurre a través de
mosquitos del género Aedes (primariamente de las especies Ae. africanus, Ae. furcifer, Ae.
taylori y Ae. luteocephalus) y primates no humanos. Cuando uno de estos mosquitos
infectados pica a un ser humano dentro del ciclo selvatico, y este ultimo lleva consigo el virus,
se instaura el ciclo urbano, en el cual se observa la transmision de ZIKV humano-mosquito-
humano (Figura 11.2) [223]. En el ciclo urbano, los humanos son los huéspedes principales y

sirven como amplificadores y portadores de la infeccion a mosquitos no infectados.

Mosquitos pertenecientes a dieciséis especies diferentes de Aedes fueron encontrados
infectados naturalmente a campo con ZIKV, entre las cuales se considera a Ae. aegypti como
la especie predominante en la transmision del virus, probablemente por su estrecha
asociacion con los seres humanos en las zonas urbanas [224]. Ademas, se detect6 evidencia
de transmision vertical en especimenes de Ae. aegypti capturados [199,225-230], mientras
que un gran numero de ensayos experimentales confirmaron su capacidad de transmitir ZIKV
[224,231], con diferencias en la eficiencia de transmision atribuidas al acervo genético de la

poblacion de vectores y a la cepa viral utilizada en dichos experimentos [76,232-235].

Mosquito infectado ﬂ&
Ae. aegypti
/ f; s Ae. albopictus

anate no-humano .
. . Ciclo Urbano
Ciclo Selvatico
\ / .... 24 \ % /

Mosquito infectado

Ae. africanus Transmision congemta @ Transmision sexual o por@
Ae. furcifer y perinatal transfusion de sangre

Ae. taylori @

Ae. dalzieli

Figura Il.2. Ciclos de transmision vectorial de ZIKV. (Adaptada de Sharma V. y col., 2020)[223].
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11.1.4. Zika en Argentina

En Argentina, ZIKV fue detectado por primera vez en la provincia de Cordoba en febrero de
2016, siendo el caso atribuido a la transmision sexual del virus. Unas semanas mas tarde, el
primer brote se produjo en la provincia de Tucuman, lo que dio lugar a 25 casos autoctonos
confirmados. Durante octubre de 2016, se confirmo el primer caso de sindrome congénito
causado por la infeccion con ZIKV en un recién nacido en Tucuman [236]. Durante el primer
semestre de 2017, se registraron 251 casos autoctonos de Zika en Formosa, Salta y Chaco,
en localidades cercanas a las fronteras de Bolivia y Paraguay (Figura 11.3). Ademés, se detecto
un caso de MC en un recién nacido en la provincia de Santa Fe. Aunque la madre no tenia
registros de viaje recientes, estudios adicionales confirmaron la infeccion por ZIKV [236].
Curiosamente, durante 2018 la circulacion ZIKV parece haberse confinado a la provincia de
Salta, donde se registré un brote en los departamentos de Gral. San Martin (29 casos
positivos) y Ordn (25 positivos). Ademas, se registraron dos casos probables detectados en
Salta capital. Estos casos se suman a un unico caso registrado durante la SE 10 en La Matanza,
provincia de Buenos Aires, sin antecedente de viaje [169,237]. Durante el 2019 se registraron
solo dos casos probables de Zika en la provincia de Salta en las SE 8 y 19, los cuales fueron
detectados en contexto de brote de dengue [238]. Durante el 2020 y 2021 no se han
detectado casos positivos de ZIKV, si bien se mantiene la vigilancia siendo notificados todos
los casos sospechosos (por sindrome congénito asociados con ZIKV) y estudiados por
laboratorio [171,239].

Si bien la Argentina presento circulacion autoctona de ZIKV entre 2016 y 2018, ésta no se
extendio masivamente como si lo ha hecho en otras regiones del continente. En este
contexto, los estudios de vigilancia entomoldgica, asi como los de competencia vectorial en
especies de mosquitos de Argentina despiertan particular interés para entender su posible

impacto en la circulacion pasada o futura de este virus en el pars.
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Figura I1.3. Distribucion de casos autdctonos de ZIKV en Argentina. El mapa muestra las provincias

argentinas con casos autoctonos de ZIKV (gris) y los paises limitrofes.
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[1.2. MATERIALES Y METODOS

11.2.1. Desarrollo de un alimentador artificial

Para la infeccion oral de las hembras de Ae. aegypti con ZIKV, fue necesario poner a punto
un alimentador artificial que permitiera realizar los estudios de competencia vectorial de
manera eficaz y segura, reproduciendo las condiciones naturales en las cuales la infeccion
tiene lugar.

Basados en la literatura disponible y teniendo en cuenta las caracteristicas mas ventajosas
de dos alimentadores artificiales previamente descritos (material, capacidad, tipo de
membrana empleada, composicion y temperatura de la ingesta sanguinea, método de
regulacion de la temperatura) [240,241], desarrollamos un dispositivo de alimentacion que
brinda seguridad y esterilidad, combinada con un sencillo armado y desarmado. Este
alimentador artificial esta fabricado en vidrio y tiene una capacidad de 5-6 ml, utiliza un bafno
térmico con circulacion de agua para reqular la temperatura del sistema (37 °C) y emplea
como membrana tripa bovina que simula la piel. Los detalles de la puesta a punto de la

metodologia estén descriptos en el ANEXO 2.

11.2.2. Mosquitos y cepas virales

Los mosquitos Ae. aegypti empleados en este estudio derivan de una colonia de laboratorio
establecida en la ciudad de La Plata en la provincia de Buenos Aires (Argentina). La colonia
se origind en 2014 a partir de larvas de mosquito originalmente recolectadas en el
cementerio de La Plata, y desde entonces se ha mantenido en el Centro de Estudios
Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE). La introduccion periodica a la colonia de mosquitos
de campo de la misma zona de la ciudad se lleva a cabo estacionalmente con el fin de
mantener el acervo genético lo mas parecido posible a aquel de los mosquitos de campo.
Para este estudio se seleccionaron dos cepas distintas de ZIKV: una cepa (ZIKV-VEN) fue
aislada de un paciente que viajo de Venezuela a Argentina (cepa ARCB116141, GenBank no.
MK637519), mientras que la otra cepa (ZIKV-ARG) fue aislada de un paciente en Chaco donde
el virus circulo en forma autéctona en la poblacion (cepa ARCH125797, GenBank no.
MK637518). Estas cepas muestran una identidad nucleotidica del 99,5 % y una identidad
aminoacidica del 100 % para un fragmento que comprende la ultima parte del gen codificante
de la cdpside (C), el gen de la membrana precursora (pri) y la primera parte del gen que

codifica la envoltura (E).
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El stock viral se prepard a partir de cuatro pasajes en células Vero y se conservo a -86 °C hasta
llevar a cabo las infecciones orales. Los titulos de cada cepa fueron determinados por ensayos
de placa en placas de 12 pocillos de células Vero. El titulo de la cepa ZIKV-VEN fue de 7,17
logio PFU/mI, mientras que el titulo de ZIKV-ARG fue de 5,3 logio PFU/mI. Estos valores se
acercan al rango de viremia en humanos notificado previamente para la infeccion por ZIKV
[242].

11.2.3. Infeccion oral

Para la infeccion oral, los mosquitos fueron criados en incubadora a una temperatura de 27
+1°Ccon 70 + 10 % de humedad relativa, y un ciclo de luz:oscuridad de 16:8 horas. Tanto
machos como hembras fueron criados juntos para permitir la fecundacion y alimentados con
agua y azucar diariamente, excepto por un periodo de inanicion de 24 hs previo a la infeccion
oral. Luego de 4-5 dias a partir de la emergencia de los adultos, los mosquitos fueron
infectados a través de una alimentacion sanguinea, la cual se componia de 4 ml de sangre,
0,5 ml de sacarosa 50 %, y 0,5 ml de stock viral (ZIKV). Para esta etapa se implemento el
alimentador artificial previamente descrito (I1.2.1), que permiti6 mantener la temperatura
de la sangre a 37 °C. Los mosquitos fueron alimentados durante una hora. Posteriormente,
los ejemplares fueron colocados a -20 °C durante 1 min para adormecerlos. Las hembras
alimentadas fueron contadas y separadas (aproximadamente entre 20 y 40 individuos por
caja) en tres jaulas de carton para ser analizadas a los 7, 11y 14 dias post-infeccion (DPI). Las
jaulas se colocaron de nuevo en la incubadora en las mismas condiciones de temperatura y
humedad hasta el momento del procesamiento de los ejemplares en los tiempos
establecidos. A cada grupo se le ofrecio azucar y agua ad libitum. Todos los ensayos de
infeccion se realizaron en el laboratorio de seguridad bioldgica de nivel 3 (BSL-3) del Instituto

Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH) "Dr. Julio Maiztegui”, Pergamino.

11.2.4. Procesamiento de los mosquitos

Cada jaula de carton con grupos de mosquitos fue seleccionada para un DPI diferente (7, 11
0 14) para poder determinar el PIE, que corresponde al tiempo entre la infeccion oral y la
presencia de virus en la saliva. Para ello, los mosquitos fueron anestesiados
irreversiblemente con trietilamina, y sucesivamente se procedio con la extraccion de la saliva,
y la separacion de las patas del cuerpo (cabeza, alas, abdomen y torax). Para la extraccion de

la saliva, la proboscide de cada mosquito inmovilizado fue colocada dentro de un tubo capilar
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con 5 pl de medio esencial minimo (MEM) suplementado con un 20 % de suero fetal bovino
inactivado (SFB) (Figura 11.4). Después de 30 min de salivacion, se extrajo la proboscide de los
tubos capilares, y la saliva fue recolectada en un tubo eppendorfque contenia 300 pl de MEM
suplementado con 20 % SFB. Posteriormente, las patas fueron removidas y el resto del
cuerpo colocados por separado en un tubo tipo eppendorf con 1 ml de MEM con 20 % de
SFB, y perlas de ceramica de 1,4 mm. Todas las muestras se almacenaron a -86 °C hasta su
procesamiento. Los cuerpos y las patas se homogeneizaron durante un minuto a 20 ciclos
por segundo utilizando un Bead Ruptor 24 Elite (OMNI international, Kennesaw, Georgia,
Usa). El homogenato resultante fue centrifugado a 5000xG durante 10 min a 4 °C. Con el fin
de detectar viriones infecciosos de ZIKV, los titulos virales (para saliva, patas y cuerpos) se
cuantificaron mediante la técnica titulacion en placas (UFP, Unidad Formadora de Placa) de
12 wells en células Vero C76. Brevemente, diez diluciones seriadas de cada muestra en MEM
suplementadas con 2 % de SFB y antibicticos se anadieron a una monocapa confluente de
células Vero C76 en placas de 12 wells, y fueron incubadas durante 1 hora agitandolas
suavemente para facilitar la adsorcion de virus a 37 °C. El volumen de los indculos fue de 100
pl en cada well. Las placas se incubaron durante 5 dias a 37 °C. Sequidamente se utilizo el

rojo neutro como colorante viral al 2 % para la visualizacion de las placas.

Figura 11.4. Salivacion del mosquito. La proboscide es colocada dentro de un tubo capilar para

recolectar la saliva.

El cuerpo del mosquito fue examinado para estimar la tasa de infeccion (Tl), las patas para
estimar la tasa de diseminacion (TD) y la saliva para evaluar la tasa de transmision (TT) del
virus. La Tl se define como el porcentaje de mosquitos que resultaron positivos para la

infeccion con ZIKV evaluado en el cuerpo sobre el total de las hembras alimentadas. La TD
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corresponde al porcentaje de mosquitos positivos para la infeccion en las patas sobre los
mosquitos con resultados positivos para la infeccion en el cuerpo. La TT se define como el
porcentaje de mosquitos positivos para la infeccion en la saliva entre los mosquitos que
presentan diseminacion de ZIKV. Finalmente, la eficiencia de transmision (ET) se refiere a la
proporcion de mosquitos positivos para el virus en saliva sobre el total de hembras
alimentadas. Las diferencias en Tl, TD y TT entre las dos cepas (ZIKV-VEN y ZIKV-ARG) se
compararon mediante la prueba exacta de Fisher, considerando estadisticamente
significativo un valor-p < 0,05. Las comparaciones de los titulos virales en el cuerpo y las patas
de los mosquitos para ambas cepas se realizaron a los 14 DPI aplicando la prueba t de Student
para datos con distribucion normal, o la prueba de permutaciones para datos sin distribucion
normal. Todos los anélisis se realizaron utilizando el software R (v. 3.5.0) [243-246].

I1.3. RESULTADOS

Para el estudio de la competencia vectorial se analizaron un total de 61 hembras alimentadas
para evaluar la cepa ZIKV-ARG, y 60 para la cepa ZIKV-VEN (Tabla I1.1). Las dos cepas
infectaron los mosquitos en todos los DPI, con Tl que variaron entre 11,1 % y 61,8 %. La
diseminacion del virus se encontro en todos los DPI ensayados para la cepa ZIKV-ARG (60,9
% de los individuos infectados), mientras que en el caso de la cepa ZIKV-VEN, la diseminacion
s6lo se observo a los 14 DPI, lo que resulté en una TD total del 44,0 %. Finalmente, se observo
la presencia de ZIKV en la saliva de un bajo numero de mosquitos tanto en la cepa argentina
(4 mosquitos sobre los 14 con diseminacion) como en la venezolana (1 mosquito sobre los
11 con diseminacion). Para la cepa ZIKV-ARG fue posible determinar la TT en todos los DPI,
mientras que para la cepa ZIKV-VEN solo fue posible a los 14 DPI (Tabla I1.1y Figura I1.5). Para
la cepa ZIKV-ARG se observo un PIE minimo de 7 dias, mientras que para ZIKV-VEN fue de 14
dias. Por ultimo, el total de ET fue del 6,6 % para ZIKV-ARG y del 1,7 % para ZIKV-VEN. No se
detectaron diferencias significativas para la Tl total (p-valor = 0,71), TD (p-valor = 0,61), TT
(p-valor =0,34) y ET (p-valor = 0,71) entre ambas cepas. El titulo viral en la saliva fue testeado
por titulacion de placa en todas las muestras, independientemente de los resultados
obtenidos para Tl y TD. Sin embargo, no se encontré ninguna muestra positiva de saliva alli

donde la infeccion y la diseminacion fueron negativas.
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Tabla I.1. Tl, TD, TT Y ET de ZIKV-ARG y ZIKV-VEN a los 7, 11 y 14 DPI en Ae. aegypti de La Plata,

Argentina. No se encontraron diferencias estadisticas entre ambas cepas.

Cepa | DPI alli\ln:(jn Infectados | Tl (%) | Diseminados | TD (%) | Transmisores | TT (%) | ET (%)

7 19 3 15,8 1 33,3 1 100,0 | 5,25
ZIKV- | 11 20 10 50,0 7 70,0 2 28,6 | 10,0
ARG | 14 22 10 45,5 6 60,0 1 16,7 | 4,5

Tot 61 23 37,7 14 60,9 4 28,6 6,6

7 18 2 111 0 0,0 0 0,0 0,0
ZIKV- | 11 8 2 25,0 0 0,0 0 00 | 00
VEN 14 34 21 61,8 11 52,4 1 9,1 2.9

Tot 60 25 41,7 11 44,0 1 9,1 1,7
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Figura I1.5. Representacion grafica de los resultados obtenidos. Se muestran las tasas de infeccion
(T1), diseminacion (TD), transmision (TT) y la eficiencia de transmision (ET) en los distintos DPI para la
cepa ZIKV-ARG (A) y ZIKV-VEN (B).
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Los titulos virales promedio del cuerpo, las patas y la saliva fueron calculados para cada DPI
en ambas cepas de ZIKV (Tabla I1.2). Ademas, se realizaron comparaciones para el cuerpo y
las patas entre las cepas a los 14 DPI, segun disponibilidad de datos. No hubo diferencias
significativas en el cuerpo entre las cepas (prueba t de Student, t = -0,47, df = 26, p-valor =
0,64). Al comparar los titulos virales en las patas, se eligio un test de permutaciones debido
al bajo numero de muestras. En este caso, se encontraron diferencias significativas entre las
cepas, siendo los titulos virales en las patas para ZIKV-VEN més altos que los de ZIKV-ARG (Z
=-2,04, p-valor = 0,04). Ademés, las comparaciones entre las patas y la saliva mostraron que
los titulos virales promedio en la saliva cayeron respecto al de las patas un 8,4 % para ZIKV-
ARG, y un 40,7 % para ZIKV-VEN.

Tabla I1.2. Titulos promedio en cuerpo, patas y saliva en mosquitos para cepas ZIKV de Argentina y

Venezuela a cada dia post-infeccion (DPI).

Cepa DPI Titulo promedio en Titulo promedio en Titulo promedio en
cuerpo (logy,o UFP/ml) + patas (logio UFP/ml) + saliva (log;oc UFP/mI)
SD (N) SD (N) SD (N)
ZIKV-ARG 7 3,8+0,0(3) 1,3 (1) 1(7)
11 3,5+1,5(9) 1,2+0,2(7) 1,4+0,1(2)
14 4,1+1,2(10)? 1,7+0,8 (6)° 1,3 (1)
Total 3,8+1,2(22) 1,4+0,6 (14) 1,3+0,2(4)
ZIKV-VEN 7 3,4+0,6(2) NA (0) NA (0)
11 53+0,1(2) NA (0) NA (0)
14 4,3+0,8(18)? 2,5+0,6 (11)° 1,5 (1)
Total 4,3+0,9(22) 25+0,6(11) 1,5 (1)

NA: no aplicable.

SD: Desviacion estdndar (del inglés, Standard Deviation)

N: Numero de mosquitos analizados

2 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (test de Student, p > 0,05).

b se encontraron diferencias estadisticamente significativas (test de permutaciones, p < 0,05).

I1.4. DISCUSION

El brote de Zika ocurrido en Brasil en 2015 encendié una alarma a nivel internacional,
especialmente cuando la microcefalia en recién nacidos y otros trastornos neurologicos
fueron asociados a la infeccion por el virus [209]. Debido a su proximidad con Brasil y a la
presencia del vector Ae. aegypti implicado en la transmision del virus, en Argentina también

se focalizo la atencion en esta enfermedad re-emergente. Sin embargo, mientras que el
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Ministerio de Salud de Brasil notifico 137.288 casos autoctonos de Zika entre el 2015 y enero
de 2018, en Argentina el Ministerio de Salud reporto tan solo 278 casos autoctonos y 41 casos

importados [247].

En América, tres especies de mosquitos fueron hallados infectados naturalmente por ZIKV,
Ae. albopictus y Haemagogus leucocelaenus en Brasil, y Ae. aegypti en Brasil, Ecuador y
Meéxico [175,227,230,248,249]. Por otro lado, numerosos ensayos de laboratorio de
competencia vectorial que utilizaron poblaciones de Ae. aegypti provenientes de diversos
paises corroboro la capacidad de esta especie de transmitir diferentes cepas de ZIKV. Sin
embargo, se demostro que la competencia vectorial varia de forma notable dependiendo,
principalmente, del origen de los mosquitos, la cepa de ZIKV evaluada y el tipo de sangre
utilizada durante el experimento [76,232-235,250,251]. En Africa, las poblaciones de
mosquitos de Senegal y Nigeria fueron testeadas para 14 cepas diferentes de ZIKV, todas
ellas infectaron esta especie, pero solo dos cepas alcanzaron las glandulas salivales. En Asia,
los mosquitos de Singapur fueron capaces de transmitir tres cepas de ZIKV que mostraban
un PIE de 3 y 4 dias. Mosquitos Ae. aegypti de Australia y Polinesia Francesa también fueron
capaces de transmitir tres cepas diferentes de ZIKV. En Europa, por su parte, una poblacion
de Ae. aegypti de la isla de Madeira fue evaluada para dos cepas diferentes de ZIKV; ambas
cepas infectaron a los mosquitos, pero solo una de ellas resulto ser transmisible (PIE= 9 dias).
Por ultimo, también se llevaron a cabo estudios de competencia vectorial en mosquitos de
Meéxico y Brasil, que fueron capaces de transmitir siete y tres cepas diferentes de ZIKV,
respectivamente [252]. Estos estudios, junto con el aislamiento de ZIKV en mosquitos
recolectados a campo, confirman a Ae. aegypti como su vector principal [224,252]. Hasta el
momento, ZIKV no ha sido aun aislado a campo en ninguna especie de mosquito en
Argentina, ni se han realizado estudios de competencia vectorial con cepas de ZIKV que hayan

circulado en el pais.

En el estudio aqui llevado a cabo se evalua la competencia vectorial de una poblacion de Ae.
aegypti de la zona templada de Argentina (La Plata), para dos cepas diferentes de ZIKV
pertenecientes al linaje asiatico. Una cepa fue aislada de un paciente con antecedente de
viaje a Venezuela (ZIKV-VEN), mientras que la otra cepa fue aislada en Chaco, Argentina,
durante el brote de 2017 (ZIKV-ARG). Los resultados del estudio de competencia vectorial
arrojaron que la poblacion de Ae. aegypti evaluada puede infectarse con ambas cepas. A
pesar de que la proporcion de mosquitos infectados con estas cepas resulto relativamente
alta, la tasa de transmision se mantuvo baja para ambas cepas, asi como también los titulos

virales en saliva. Sin embargo, debe considerarse que, debido al bajo numero de mosquitos
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infectados a los 7 DPI para ambas cepas y a los 11 DPI para ZIKV-VEN, las tasas de
diseminacion y transmision en estos lapsos de tiempo podrian no reflejar la susceptibilidad
real de la poblacion analizada en el estudio. Para la cepa argentina detectamos una ET total
de 6,6 %, que resultd ligeramente superior a la ET total de la cepa venezolana (1,7 %). Estos
datos se acercan mds a la ET detectada en Ae. aegypti de Rio de Janeiro (10 %), que a los
valores de ET encontrados para otras cepas del linaje asidtico de ZIKV transmitidas por las
poblaciones de Ae. aegypti de Los Angeles (53-75 %) [232,253]. Una posible explicacion para
los bajos niveles de transmision detectados podria ser el empleo de un stock viral congelado.
La dificultad para llevar a cabo el experimento con virus fresco nos lleva a preguntarnos si la
susceptibilidad de las cepas podria variar segun una respuesta diferente a la
congelacion/descongelacion del virus, lo que causaria una disminucion de la eficiencia de la
transmision [233,254,255].

El acervo genético del mosquito es otro factor que podria influir en la competencia vectorial
[81,232,233,256]. En este sentido, las poblaciones de Ae. aegypti de Argentina que han sido
estudiadas genéticamente presentan en su genoma una mezcla de sus dos ecoformas: la
selvdtica, Ae. aegypti formosus (Aaf), y la urbana Ae. aegypti aegypti (Aaa) [181], situacion
peculiar, diferente a lo encontrado en el resto del mundo donde Ae. aegypti existe solamente
en su ecoforma doméstica. El hecho de que las poblaciones argentinas tengan un acervo
genético africano podria ser una explicacion para la baja transmision de ZIKV de estos
mosquitos, ya que algunas poblaciones de Ae. aegypti de Senegal resultaron no ser
competentes para la transmision de este virus [257] y que recientemente se ha demostrado
que las poblaciones africanas (Aaf) de Ae. aegypti son menos susceptibles a ZIKV respecto de

las no-africanas (Aaa) [258].

La circulacion de ZIKV en Argentina fue muy inferior en comparacion con Brasil.
Curiosamente, durante 2016, Argentina tuvo uno de los mayores brotes de dengue en
magnitud y dispersion geografica, sequido por el brote ocurrido en 2019-2020, durante el
cual no se registraron casos confirmados de Zika [171,259]. En 2016, la infeccion por DENV
se propago a través de 15 provincias del centro y norte del pais, con 41.207 casos
confirmados. Esta situacion podria haber afectado a la deteccion de la infeccion por ZIKV
tanto desde el aspecto clinico como a nivel de los estudios seroldgicos (reactividad cruzada
IgM) [260]. Por otro lado, en Argentina, los ensayos de laboratorio indican una alta
competencia vectorial para DENV-2 por parte de poblaciones de Ae. aegypti de las zonas
subtropicales y templadas, siendo los mosquitos de los subtropicos aun mas eficientes que

los de la zona templada [261]. Ademas, estudios de competencia vectorial para DENV en
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poblaciones genéticamente distintas de Ae. aegypti de Argentina (una de ellas pertenece a
la misma poblacion que usamos en este estudio), mostré una gran variabilidad en la

competencia vectorial de este virus [182].

La provincia de Buenos Aires representa un ambiente propicio para la propagacion de ZIKV,
en cuanto es la mas poblada del pais, la abundancia de Ae. aegyptiy el hecho de que se han
reportado numerosos casos importados de viajeros provenientes de distintas partes del
mundo [262]. Sin embargo, el Ministerio de Salud ha reportado un solo caso autoctono de
ZIKV en esta provincia [169]. La ausencia de un brote de Zika en la region podria explicarse
por la baja tasa de transmision observada en la poblacion de mosquitos estudiada en
laboratorio durante esta tesis, aunque dada la complejidad de estos ciclos podrian intervenir

también otros factores.

Otro factor a considerar es la presencia de las distintas barreras tisulares del intestino medio
y de las glandulas salivales encontradas durante el periodo de incubacion extrinseco, las
cuales pueden influir en la diseminacion y replicacion del virus en los diferentes tejidos [263].
Los resultados obtenidos muestran que la disminucion de los titulos en la saliva comparados
con los de las patas es cuatro veces mayor en la cepa venezolana que en la argentina, aunque
los titulos virales promedio fueron significativamente mas altos en las patas para ZIKV-VEN
que en ZIKV-ARG. Estos datos surgieren por un lado la presencia de una barrera eficaz
presente en las glandulas salivales, y por otro lado que existen diferencias en el fitness del
mosquito segun la cepa viral que lo infecta. Otra diferencia en el fitness entre ambas cepas
se observa en el PIE, siendo mds corto para la cepa argentina (7 dias) en comparacion con la

cepa importada (14 dias).

I1.5. CONCLUSIONES

Por un lado, desde el punto de vista viral, en este trabajo se encontraron diferencias en el
fitness entre una cepa de circulacion autoctona y una importada, aun resultando ambas
transmisibles. Por otro lado, debido a la diversidad genética observada entre Ae. aegypti en
Argentina [182], las poblaciones de mosquitos de las regiones donde ocurrieron brotes de
Zika podrian ser mas susceptibles a la transmision del virus que las poblaciones de La Plata
estudiadas durante esta tesis. Ademas, aunque la atencion se centra en Ae. aegypti, no se
excluye que otras especies de Aedes puedan estar involucradas en la transmision de ZIKV,
especialmente en otras provincias afectadas por el brote con una mayor diversidad de

especies de mosquitos del género Aedes que Buenos Aires [264].
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Otro factor que debe tenerse en cuenta es que los virus de ARN replican con baja fidelidad
de copia resultando en altas tasas de mutacion. Si estos cambios genéticos son capaces de
generar nuevas variantes, podria haber variabilidad en el fitness epidemioldgico y, por lo
tanto, podria tener un impacto en la competencia vectorial [18,265]. Evidencia de la
importancia de las mutaciones en arbovirus es proporcionada por CHIKV, que se adapto al
vector Ae. albopictus después de una sola mutacion adaptativa [266], y WNV que con la
sustitucion de un solo aminodcido se volvio resistente a la licorina, un inhibidor natural de
los flavivirus [267]. Ademas, la propagacion y la continua evolucion de WNV produjeron un
cambio en el fenotipo, llevandolo de atenuado a virulento en el caso del linaje 2 [268]. Por
estas razones podriamos esperar que ZIKV se adapte aun mas a las poblaciones locales de

Ae. aegypti.

Ademds, como se menciono anteriormente, el brote de ZIKV en Argentina fue simultaneo
con uno de los mayores brotes de DENV, por lo cual son necesarios mas estudios para evaluar

el impacto de las co-infecciones de arbovirus en la epidemiologia de estas enfermedades.

Finalmente, la vigilancia activa de las cepas circulantes y otros estudios de competencia

vectorial podrian contribuir a dilucidar la dindmica del virus en la region.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En las ultimas dos décadas, tres nuevas arbovirosis hanimpactado en América, WNV en 1999,
la emergencia de CHIKV en 2013, y la mas reciente aparicion y dispersion de ZIKV en 2015,
representando un problema de salud publica. Estas arbovirosis se suman a los esporadicos
rebrotes de fiebre amarilla silvestre ya presentes en el continente, y a dengue, principal
enfermedad transmitida por mosquito. Por otro lado, las condiciones climéticas (como el
aumento de las temperaturas y las precipitaciones, presentes y futuras, asi como otros
aspectos ambientales y demogréficos representan factores de riesgo tanto para la
distribucion de distintos vectores como la de enfermedades a ellos relacionadas. Como las
vacunas y las terapias antivirales no estdn aun bien establecidas para la mayoria de las
enfermedades transmitidas por mosquitos, muchos de los esfuerzos estan enfocados en la

vigilancia viral y control de los vectores.

En este trabajo de tesis se busco determinar las flavivirosis circulantes en los mosquitos de
Argentina, tanto flavivirus patogenos para el hombre como también especificos de insectos.
Estos ultimos resultan de particular interés en cuanto se ha visto que pueden interferir con
aspectos del fitness del vector. Sin embargo, no fue posible detectar ninguno de los dos tipos
de virus en los mosquitos estudiados. No obstante, se detectaron secuencias de tipo flaviviral
en los genomas de poblaciones de Ae. aegypti de distintas regiones biogeogréaficas de
Argentina. Los estudios filogenéticos de estas secuencias demostraron que, si bien existen
diferencias entre ellas, se trata de una misma secuencia previamente descripta y que podria
haber acumulado mutaciones desde el primer evento de integracion. Mas estudios son
necesarios para determinar si estas secuencias podrian tener un rol modulador en la
competencia vectorial de los mosquitos, como es el caso de los ISF. Ademas, analisis mas
exhaustivos y comparativos de estas integraciones virales y distintas poblaciones geograficas
de vectores, podrian esclarecer si estas secuencias son linaje-especificas, como se distribuyen

entre las poblaciones naturales del vector, y si estan activas en dichas poblaciones.

Por otro lado, los estudios de competencia vectorial de ZIKV revelaron que los mosquitos Ae.
aegyptide la region templada de Argentina pueden transmitir el virus, aunque los resultados
mostraron baja eficiencia de transmision (lo que estd en consonancia con la ausencia de
brotes de importancia en la region). A su vez, cabe destacar que el brote por ZIKV en

Argentina fue simultdneo con uno de los brotes por DENV més significativos del pais. Por lo
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tanto, seran necesarios mas estudios para evaluar el impacto de las co-infecciones de

arbovirus en la epidemiologia de estas enfermedades.

Es interesante resaltar que, la poblacion de mosquitos estudiada para la competencia
vectorial fue la misma en la que se encontraron las secuencias de tipo flaviviral. En este
sentido seria importante llevar adelante experimentos de competencia vectorial, tanto con
poblaciones de mosquitos que no presenten la secuencia, como también con poblaciones de
Ae. aegypti provenientes de las regiones donde si hubo circulacion autoctona de ZIKV, a fin

de evaluar el efecto de estos factores sobre la potencial transmision de las arbovirosis.

La continua vigilancia de los flavivirus circulantes en distintas poblaciones de mosquitos
resulta de gran importancia para lograr constituir un sistema de alerta temprana que permita
detectar las areas de mayor riesgo epidemiologico y desarrollar e implementar estrategias

que reduzcan el impacto de estas enfermedades emergentes y re-emergentes.
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Anexo 1

Casos notificados con sospecha de arbovirosis sin registro de antecedentes de viaje estudiados segun clasificacion por provincia de residencia, SE 1a 32 de
2018.

Tabla modificada del Boletin Integrado de Vigilancia N° 418 - 2018 [169].

.. Casos notificados Dengue Zika SLEV Flavivirus S/E ) NC D
Provincia ..
de Arbovirosis c P c P c P c P
Buenos Aires 989 153 125 1 0 0 1 1 1 319 233 155
Corrientes 519 15 128 0 0 0 1 0 0 87 185 103
Formosa 423 23 84 0 0 0 0 1 0 314 0 1
Misiones 524 145 9 0 0 0 0 0 0 103 195 72
Salta 973 8 14 36 20 0 0 0 4 373 391 127

Referencias:

Flavivirus S/E= Flavivirus sin especificar

C= Confirmado

P= Probable

S= Sospechoso (casos notificados sin resultados de laboratorio)

NC= No conclusivo (casos estudiados con resultados negativos que no permiten descartar la infeccion)
D= Descartado
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ANEXO 2

DESARROLLO DE UN ALIMENTADOR ARTIFICIAL

A2.1. INTRODUCCION

Aedes aegypti es objeto de estudio en todo el mundo donde las colonias de Ae. aegypti estan
bien establecidas en insectarios [269,270]. Dado que las hembras de mosquitos necesitan
alimentarse de sangre para la produccion de huevos, este es un paso critico en el
mantenimiento de una colonia [271-273]. Para ello se suele emplear voluntarios humanos o
animales vivos [274-278]. La implementacion de animales vivos para alimentar a los
mosquitos y otros insectos representa una ventaja, ya que los insectos son atraidos por
algunas sefales emitidas por el hospedador, como el CO, y el calor, mientras que la sangre
se encuentra a la temperatura adecuada y en condiciones naturales [279,280]. Por otro lado,
es mas caro, requiere mas espacio para criar al animal y alimentar la colonia, a menudo es
desagradable y los animales necesitan ser anestesiados o inmovilizados durante la
alimentacion [279]. Por esta razon, es importante desarrollar un alimentador artificial eficaz
que considere el bienestar de los animales y, al mismo tiempo, pueda emplearse de forma
segura para experimentos de infeccion. Hasta el momento se han desarrollado muchas
metodologias que difieren en la composicion y temperatura de la sangre, el tiempo requerido
para una alimentacion eficiente y los aparatos empleados, los cuales se diferencian por
material, tipo de membrana, capacidad y método de regulacion de la temperatura
[240,241,281-284]. De acuerdo con estas observaciones, y tomando en consideracion los
costos, la practicidad en el armado y desarmado del aparato y la esterilidad y seguridad del
mismo, en este estudio proponemos un nuevo alimentador artificial que retina las mejores
caracteristicas. Mediante la evaluacion de los porcentajes de eclosion de los huevos, las tasas
de alimentacion sanguinea y el numero total de huevos depositados por hembra de Ae.
aegypti, queremos demostrar que es posible mantener una colonia con este dispositivo y
que, gracias a su seguridad, también puede ser utilizado para experimentos de infeccion,
como los estudios de competencia vectorial. Ademads, estos pardmetros de fitness seran
evaluados tanto para la linea parental (P) como para la linea filial (F). De esta manera podra
también determinarse la fertilidad de la descendencia con el fin de reforzar la efectividad del

aparato.
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A2.2. MATERIALES Y METODOS

A2.2.1. Desarrollo del alimentador

A través de una busqueda bibliografica se tomaron en consideracion las mejores caracteristicas de los alimentadores artificiales descritos anteriormente (Tabla
A2.1), considerando el material, la capacidad, el tipo de membrana empleada, la composicion y temperatura de la sangre y el método de regulacion de
temperatura. A partir de estos datos, desarrollamos un dispositivo de alimentacion que muestra las siguientes caracteristicas: bajo costo, seguridad y
esterilidad, junto con un préctico montaje y desmontaje del dispositivo. La eficiencia de este aparato se midio usando tres parametros reproductivos: eclosion

de los huevos, tasa de alimentacion de sangre y cantidad de huevos depositados por cada colonia.

Tabla A2.1. Comparacion entre alimentadores artificiales previamente desarrollados.

. Material del S Tasa de . . ] - Tiempo de
Referencia Especie alimentada . L Tipo de membrana Capacidad Temperatura Método de regulacion de la temperatura Po i
aparato alimentacion exposicion
Cosgrove J. y col., 1994 Aluminio Aedes aegypti 67.5% Colageno 5ml 35°C Aparato electronico SD
Parafilm M + Aedes aegypti 53% _ . _ P_aquete de sangre calentgdo a 40 °C en un vaso de ) 30 min (dos veces
Tseng M., 2003 mosquitero ) Parafilm M 10ml 40°C precipitado sobre una placa caliente (una vez que se enfria no en 48h)
q Aedes albopictus 31% se puede volver a calentar)
Kasap H. y col., 2003 Vidrio Anopheles sacharovi 50% Intestino de ternero 10ml 37°C Bano térmico con calegtriSI(;rCitgrr]mostatlco y bomba de 60 min
Rhodnius prolixus
AldanaE. y col., 2005 Vidrio Rhodnius robustus SD Latex 2ml 37°C Calentador de agua de precision SD
Triatoma maculata
Costa-da-ZS(l)I;/g A-ycol, Plastico Aedes aegypti 51.3% Parafilm-M 1.5ml 37°C Glicerol pre-calentado(50 °C) 30 min
Aedes aegypti 90.0% Trina d
Luo, Y.-P, 2014 Acrilico flpa de D 37°C Baro termostatico (38.5 °C) 30 min
; ganado/Parafilm M
Aedes albopictus 84.4%
Marti G. y col., 2015 Vidrio Triatoma infestans SD Latex 10ml 37°C Bano térmico con calen_tador Fgrmostatlco y bomba de 60 min
circulacion
SD= Sin datos
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A2.2.2. Ensayo experimental con Ae. aegypti

Tres grupos parentales de cien huevos cada uno (P, P, y Ps), recolectados de una colonia de
Ae. aegypti establecida en el Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE), se
colocaron en una bandeja con agua declorada y 10 mg de levadura para la eclosion. La
eclosion de los huevos se registro después de 48 horas. Para alimentar las larvas se anadio a
las bandejas, alimento para conejos finamente molido. Los estadios de las larvas se
registraron todos los dias hasta la pupacion. Las pupas se contaron diariamente y se
trasladaron en grupos de 3 a pequenos recipientes de plastico cubiertos con unared y llenos
de agua por un cuarto hasta su emergencia. Los adultos emergidos fueron contados y
sexados y posteriormente colocados en jaulas para adultos, donde fueron alimentados con
pasas de uva y agua ad libitum. La mortalidad de los adultos se registro diariamente hasta el
ultimo ejemplar. Después de 3-5 dias desde la emergencia del adulto, se ofrecio a cada
colonia una alimentacion sanguinea (4,25 ml de sangre humana + 0,25 ml de sacarosa al 50
% p/v) una vez por semana durante 30 minutos, abarcando un periodo de 4-5 semanas. Para
ello se utilizd el alimentador de vidrio desarrollado en este estudio. La sangre fue
proporcionada por el Instituto de Hemoterapia ubicado en La Plata (Argentina), libre de
infecciones (VIH, HTLV, Brucelosis, Hepatitis, Sifilis y flavivirus) y con Adenina Dextrosa
Fosfato Citrato (ADPC) como anticoagulante. Para determinar la tasa de alimentacion se

calculo el cociente entre las hembras alimentadas y las hembras expuestas a la alimentacion

sanguinea. Dentro de cada jaula se colocaron un algodon humedo y un papel de filtro en una
placa de Petri para permitir la oviposicion. Los huevos puestos durante cada semana se
contaron y se mantuvieron en el papel de filtro dentro de una bolsa ziplock para mantener

la humedad durante al menos 10 dias para garantizar la embriogénesis antes de su eclosion.

A2.2.3. Sequimiento de la generacion siquiente (F)

De cada grupo parental, se recolectaron cien huevos y se colocaron en una bandeja con agua
declorada para su eclosion y se obtuvieron asi las tres lineas filiales (F.1, F1.2 y F4.3). El mismo
procedimiento llevado a cabo para la linea parental se repitio para la F;. Ambos ensayos se
mantuvieron en una incubadora configurada para simular una curva de temperaturas diarias
fluctuantes de acuerdo con las temperaturas medias para Ae. aegypti en Argentina (20-30
°C, fotoperiodo 8:16 hs de oscuridad: claridad, 70 + 10 % HR) [285].
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A2.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Analizamos los tres parametros reproductivos para ambas generaciones (P y F): porcentaje
de eclosion de huevos, tasa de alimentacion sanguinea y numero total de huevos depositados
por cada colonia durante toda su vida. La tasa de eclosion de huevos es equivalente al
numero de larvas/numero de huevos y se evalué mediante una prueba de Chi-cuadrado. La
tasa general de alimentacion sanguinea se calculd6 como (numero de hembras
alimentadas/numero de hembras expuestas)*100 %, y se evalué mediante una prueba de
Fisher [244,286].

A2.4. RESULTADOS

Se analizaron mas de 20 alimentadores artificiales, empleados normalmente para alimentar
insectos hematadfagos, y se tomaron en consideracion siete de ellos por ser los mas seguros
y efectivos (Tabla A2.1). Tras un estudio exhaustivo de las ventajas y desventajas de cada
caracteristica, se disei¢ un nuevo aparato resultante de la combinacion de aquellos
desarrollados anteriormente por Luo (2014)[240] y Marti et al. (2015)[241]. Este nuevo
alimentador artificial estd hecho de vidrio con una capacidad de 5-6 ml, utiliza un bano
térmico que mantiene la temperatura a 37 °C, al cual se le adapto una bomba que hace
circular el agua por todo el sistema, y puede ser utilizado en serie (Figura A2.1). La sangre
empleada para la alimentacion es de origen humano y suplementada con sacarosa, y se
coloca en la parte méas interna del tubo de vidrio que se cierra con una membrana de tripa
bovina. Esta membrana es fécil de almacenar a -18 °C y funcion6 mejor que la de latex (datos

no mostrados).

| wpMosqutces

Thermostatic
circulator bath

7] 70} 70}

Figura A2.1. Alimentadores artificiales de vidrio conectados en serie.
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El aparato disefiado se utiliz6 para alimentar hembras de Ae. aegypti, y analizar los
pardmetros de fitness que permitieron corroborar la eficacia del dispositivo. Para la linea
parental (P) eclosionaron un total de 276 huevos (92 %), mientras que para la linea filial (F1)
la eclosion fue de 241 huevos (80,3 %). Se encontraron diferencias significativas entre ambas
generaciones (X-cuadrado = 16,16, gl = 1, valor de p = 5,81e®). La tasa promedio de
alimentacion sanguinea por generacion fue de 54,4 % para Py de 72,7 % para F4, y se atribuyo
un promedio general del 65,6 % a todo el experimento. La tasa de alimentacion sanguinea se
compard entre Py F; alo largo de cuatro semanas, y se encontré que eran significativamente
diferentes (X-cuadrado = 12,89, gl = 1, valor de p = 0,0003). La diferencia aparece solo en la
primera semana (prueba de Fisher, valor p = 5.733e-8) mientras que no hay diferencias

significativas en las otras semanas (Tabla A2.2).

Tabla A2.2. Tasa de alimentacion sanguinea de hembras de Ae. aegypti el las lineas parental (P) y
filial (F).

Linea | Semana Q Alimentadas ? No alimentadas Tasa de alimentacion (%)
1 39 44 47,0
b 2 35 25 58,3
3 12 11 52,2
4 3 1 75,0
1 87 16 84,5
E, 2 49 43 53,3
3 42 26 61,8
4 51 1 98,1

Al comienzo del experimento, la linea parental estaba constituida por 83 hembras, y el
numero total de huevos puestos por toda la colonia durante un periodo de cuatro semanas
fue de 1773. La colonia de linea filial estaba compuesta por 103 hembras, que pusieron un
total de 8552 huevos durante cinco semanas. EI numero promedio de huevos por hembra

por semana fue de 5,3 para P y de 16,6 para Fi.

A2.5. DISCUSION

El objetivo del alimentador artificial de vidrio presentado, es simular de la mejor manera una
alimentacion natural. EI aparato emplea una membrana de tripa bovina que imita la piel
animal, la temperatura esté regulada para mantener la sangre a 37 °C, emplea sangre

humana que permite reproducir lo que sucede en la naturaleza (si bien se puede usar otro
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tipo de sangre dependiendo del experimento), y es de vidrio, lo que lo hace facilmente
esterilizable. Mientras que Marti et al. (2015) [241] probaron el alimentador en triatominos
y Kasap y col. (2003) [280] realiz6 estudios en dos especies de mosquitos del género
Anopheles, Luo (2014) [240] limito su estudio a la alimentacion de la linea parental (P) de Ae.
aegyptiy Aedes albopictus, y el analisis de algunos parametros del desarrollo de la linea filial
(F1). En este estudio, ampliamos el anélisis de los parémetros de fitness a la poblacion F, de
Ae. aegypti, ya que este es un paso fundamental para la cria masiva de colonias. Durante el
seguimiento de ambas cohortes, parental (P) y filial (F1), encontramos altas tasas de eclosion
que estan en el rango o son superiores a las mostradas en otros estudios realizados en Arabia
Saudita, Georgia (EE. UU.) y Tailandia [270,278,287], mientras que en Malasia se observo un
porcentaje de huevos eclosionados del 100 % [288]. El alto porcentaje de la tasa de
alimentacion de Ae. aegypti puede deberse a la naturaleza de la membrana, ya que también
se muestran altos porcentajes en los trabajos presentados por Luo (2014) (89,7 %)[240] y
Cosgrove y col. (1994) (67,5 %)[282] que emplean el mismo tipo de membrana. Las
membranas de latex y Parafilm-M® se probaron en nuestro alimentador, pero las tasas de
alimentacion fueron mas bajas que las obtenidas con la tripa bovina y, por lo tanto,
descartadas (datos no mostrados). Ademads, se observd que las tasas de alimentacion
sanguinea permanecieron notoriamente altas durante las cuatro ofrendas de sangre a las
mismas hembras durante todo el experimento. Esto enfatiza la efectividad de nuestro
método de alimentacion artificial. Ademas, el origen de la sangre empleada puede afectar
las tasas de alimentacion y la reproduccion en colonias de Ae. aegypti en condiciones de
laboratorio. En coincidencia con nuestros resultados, se encontraron tasas de alimentacion
y fertilidad mas altas cuando se alimentaba a los mosquitos con sangre humana respecto a
otras fuentes [289]. Finalmente, se evaluo la cantidad de huevos puestos por las hembras P
y F1 durante toda su vida. El analisis del nimero de huevos por hembra por semana, basado
en el nimero de hembras en la colonia al inicio del experimento, muestra que la relacion
entre el numero de huevos en la linea filial y en la parental (Fi: P) es alrededor de 3:1.
Adicionalmente, es interesante resaltar que la poblacion F, vivio una semana mas que la
parental. Se necesitan mas estudios de fitness para evaluar si este método de alimentacion

podria tener un efecto sobre la longevidad de los adultos.

La principal ventaja del alimentador artificial es la sustitucion de un animal vivo y la
posibilidad de realizar experimentos en condiciones limpias y estériles. Ademas, es facil de
lavar y desinfectar, y también puede esterilizarse en autoclave. El aparato de vidrio hecho a

mano cuesta alrededor de 10-12 dolares americanos, se puede usar en serie, y la membrana
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intestinal bovina puede desecharse y reemplazarse a cada uso ya que es muy barata (4
metros cuesta alrededor de 8 UDS y son suficientes para 80 alimentaciones). La membrana
se puede mantener a -20 °C durante un largo periodo de tiempo. En su conjunto, estas
caracteristicas hacen de este alimentador de vidrio un aparato econémico, especialmente si
se compara con otros métodos comercialmente disponibles que cuestan entre 100 y 300
USD. Todas estas caracteristicas se vuelven muy utiles cuando se realizan experimentos que
involucran patogenos. Ademas, utilizamos sangre humana a la que pueden adicionarse
diferentes virus, como DENV, ZIKV, YFV y otros patégenos. Por tanto, el alimentador permite
realizar infecciones orales y, como demostramos en este estudio, las tasas de alimentacion
sanguinea son muy altas (alrededor del 65,6 %) tanto para el linaje parental (P) como para el
filial (F4), por lo que el alimentador de vidrio puede utilizarse, por ejemplo, para experimentos
de competencia vectorial. Ademds, debido a su capacidad (5-6 ml) y a la alta superficie de
contacto (2,5 cm o) el aparato no solo permite la cria masiva, sino que también permite tener
un elevado numero de insectos expuestos a las mismas condiciones fisiologicas. Es
importante destacar que durante los experimentos no se registraron derrames de sangre ni

roturas de las membranas de contencion.

A2.6. CONCLUSIONES

En conclusion, el alimentador de vidrio descripto es econémico, seguro y efectivo, como lo
demuestran el porcentaje de eclosion, las tasas de alimentacion sanguinea y el nimero de
huevos puestos por colonia discutidos anteriormente y, debido a que esta hecho de vidrio,
se puede esterilizar facilmente en autoclave, lo que resulta fundamental en los estudios de
infeccion con parésitos y patdgenos. Por otro lado, el método, que reproduce las condiciones
naturales de alimentacion de los mosquitos, tiene en cuenta el bienestar de los animales
eliminando el costo de su mantenimiento. Ademas, esta metodologia permite la cria masiva

de colonias garantizando el aumento del numero de individuos en generaciones futuras.
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ANEXO 3

PRODUCCIONES CIENTIFICAS

Los siguientes trabajos han sido publicados a partir de las investigaciones llevadas a cabo

durante esta tesis doctoral.
Publicaciones en revistas:

1) Bonica, Melisa Berenice; Goenaga, Silvina; Martin, Maria Laura; Feroci, Mariel; Luppo,
Victoria; Multtis, Evangelina; Fabbri, Cintia; Morales, Maria Alejandra; Enria, Delia; Micieli,
Maria Victoria; Levis, Silvana. Vector competence of Aedes aegypti for different strains of
Zika virus in Argentina. PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES; Lugar: San Francisco; Ano:
2019 vol. 13

2) Marti, Gerardo Anibal; Bonica, Melisa Berenice; Susevich, Maria Laura; Reynaldi,
Francisco; Micieli, Maria Victoria; Echeverria, Maria Gabriela. Host range of Triatoma virus
does not extend to Aedes aegypti and Apis mellifera. JOURNAL OF INVERTEBRATE
PATHOLOGY; Ano: 2020 vol. 173

3) Bonica, Melisa Berenice; Balcazar, Dario Emanuel; Chuchuy, Ailen; Barneche, Jorge Adrian;
Torres, Carolina; Micieli, Maria Victoria. Detection of Flaviviral-Like DNA Sequences in Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) Collected From Argentina. JOURNAL OF MEDICAL ENTOMOLOGY;
Ano: 2021

Posters presentados en Congresos/Jornadas:

1) Melisa Berenice Bonica; Silvina Goenaga; Maria Laura Martin. Vector competence of
Argentinean Aedes aegypti population for different strains of Zika virus. 18" International
Congress on Infectious diseases. Lugar: Ciudad Auténoma de Buenos Aires; Afo: 2018.

2) Bonica, Melisa Berenice; Chuchuy, Ailen; Muttis, Evangelina; Goenaga, Silvina; Marti,
Gerardo Anibal; Micieli, Maria Victoria. Alimentador artificial para cria e infeccion de
mosquitos. VIII Jornadas de Jovenes Investigadores y Extensionistas. Lugar: La Plata; Ano:
2019.

3) Bonica, Melisa Berenice; Chuchuy Ailen; Muttis, Evangelina; Goenaga, Silvina; Marti,
Gerardo Anibal; Micieli, Maria Victoria. An artificial feeder for breeding and infection of
mosquitoes. LASOVE 2019. Lugar: Manaus - AM; Ano: 2019.
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