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1. Resumen

Actualmente los mosquitos vectores como Aedes, Anopheles y Culex son un
problema de salud publica debido a las enfermedades que transmiten como Zika,
Dengue, Chikungunya, Malaria, Filariasis y fiebre amarilla, entre otras. Una
alternativa de control contra estos mosquitos son los entomovirus que son virus que
infectan insectos. Se encontraron varios entomovirus (CuniNPV, AgDNV, AeDNV,
AalDNV, Birnavirus, Aedes aegypti entomopoxvirus (AEEV), e Iridovirus) que
infectan a los mosquitos en fase larvaria en el agua o que se infectan de manera
vertical, comprometiendo asi su desarrollo en las fases larvaria, de pupa y adulta.
Se obtienen porcentajes de infeccion y mortalidad larvarias y en fase de pupa que
varian entre virus. En el caso de los Iridovirus se obtienen porcentajes de infeccion y
muerte de pupas de un 35%, un 98% de mortalidad en pupas y 100% de muertes en
fase larvaria con el virus AalDNV, 80 a 84% de infeccion en larvas con el virus
CuniNVP y 96% de mortalidad en adultos cuando estos fueron expuestos desde la
fase de larva para el virus AeDNV. Se necesitan factores controlados como
temperatura del agua donde estan las larvas y tiempo de exposicion de la larva al
virus para lograr estos resultados, ademas de que virus como CuniNVP para que
sean infectivos necesitan la presencia de cationes de Mg?".

Palabras claves: Aedes, Culex, Anopheles, entomovirus, cuerpos de oclusion,
arbovirus, Malaria, filariasis, Zika, Chikungunya, Fiebre amarilla.

2. Introduccidn

Actualmente los mosquitos vectores de enfermedades de interés en salud publica,
principalmente de los géneros Aedes, Anopheles y Culex, son un problema de salud
debido a las enfermedades que transmiten como pueden ser virus Zika (ZIKV),
Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), o parasitos como Malaria, Leishmaniasis y
filarias siendo estas enfermedades el 17% de las enfermedades infecciosas al afio *.
Se han implementado varias herramientas de control contra estos mosquitos como
el control quimico y biologico. A pesar de que el control quimico es efectivo contra
las fases larvaria y adulta, se han reportado resistencias que han hecho que estos
quimicos pierden efectividad 2, ademas del dafio que causan a largo plazo a las
personas que se exponen a estos quimicos ya sea por su trabajo o de forma
indirecta por consumir agua y vegetales contaminados. Los sintomas de intoxicacion
van desde problemas respiratorios y brotes en la piel, hasta la muerte °.

Dentro de las alternativas de control biol6gico se encuentran los entomovirus, los
cuales son virus especificos de insectos. Aunque hay mas virus con capacidad
infectiva contra estos mosquitos, los virus mas usados han sido los Baculovirus y los
Iridovirus por su capacidad infectiva contra mosquitos Aedes, Anopheles y Culex. El
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promedio de infeccion varia entre géneros de mosquitos porque se deben tener en
cuenta los factores necesarios para que el virus sea infectivo en sus respectivos
hospederos, como temperatura del ambiente donde son esparcidos, que
generalmente es el agua donde la hembra hace la oviposicion, concentracion viral y
la presencia de cationes, ya que Si no se tienen en cuenta estos requerimientos, el
virus podria disminuir drasticamente sus promedios de infeccién * °. El propésito del
presente trabajo es reunir informacién que permita saber si los entomovirus tienen
potencial para ser usados como herramienta de control contra mosquitos Aedes,
Anopheles y Culex, en lugar de los insecticidas quimicos.

Se hizo una recopilacién de textos cientificos que permitieran resolver este punto.
Primero se inicid6 una busqueda de antecedentes para buscar los trabajos que se
han realizado con entomovirus desde su descubrimiento hasta la actualidad. Luego
se describen los entomovirus que han sido aislados de los vectores de interés, sus
porcentajes de infeccidn y sus efectos citopaticos en el mosquito.

3. Pregunta problema

¢Podrian los entomovirus ser una alternativa para combatir las poblaciones de
mosquitos vectores de interés en salud publica?

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Compilar informacion acerca de la aplicacion actual del uso de los entomovirus
como herramienta de control biol6gico de mosquitos de interés en salud publica.

4.2 Objetivos especificos

e Llevar a cabo una investigacion documental acerca del uso de entomovirus
como posible alternativa de control biolégico de mosquitos vectores

e Describir las ventajas y desventajas del uso de entomovirus como
herramienta de control biolégico de mosquitos vectores

e Actualizar la informacién acerca de los entomovirus y el modo de accién en
el cuerpo de los hospederos que infecta.
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5. Justificacion

El control de mosquitos vectores de enfermedades de importancia en salud publica
es algo prioritario en varios paises con climas tropicales en donde enfermedades
como Dengue, Chikungunya, Zika, malaria, entre otros son un problema de salud
publica que afectan a parte de la poblacion que vive en zonas rurales lejos de un
servicio de salud eficaz.

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS) las enfermedades transmitidas
por vectores representan el 17% del total de enfermedades infecciosas en el mundo.
En Colombia se registran varios casos de infecciones transmitidas por vectores,
predominando la infeccion por malaria y Dengue. Las principales causas de que las
poblaciones de vectores se expandan se deben a la expansion de los medios de
transporte a nivel nacional e internacional con los tratados de libre comercio entre
varios paises, lo cual permite que muchos vectores en varias de sus fases de vida
lleguen a otros territorios en donde no se encontraban y finalmente proliferan alli.
Otra razén que también tiene que ver con la expansiéon del transporte son los viajes.
Muchas personas no son cuidadosas con el uso de repelentes para mosquitos y
otros insectos, o0 no son cuidadosos con sus costumbres para reducir las
interacciones con otros tipos de insectos vectores. Muchas veces el resultado de
estos descuidos, muy comunes entre muchos viajeros, resulta en una infeccién por
alguna enfermedad transmitida por algun vector endémico. Dependiendo de la
enfermedad, del tiempo de incubacion, sintomatologia y el sistema inmune de cada
persona, la expresion de la enfermedad puede ser leve o severa.

Actualmente el uso de medidas de proteccidén personal como el uso de repelentes,
ropa de manga larga y mosquiteros impregnados o sin impregnar con insecticidas al
dormir no son suficientes para evitar una posible infeccion. También se ha tratado
de controlar los vectores a través de fumigaciones en campos con sustancias
guimicas que son nocivas no solo para los mosquitos, sino que también en muchas
ocasiones pueden causar afectaciones en animales y humanos, por lo cual su uso
tiene muchas contraindicaciones. Sin embargo estas sustancias han creado
resistencia en los mosquitos que se exponen a estos quimicos siendo mas dificil
combatirlos con esta herramienta.

Se ha investigado el uso de entomovirus para el control de mosquitos vectores. Una
de las ventajas de este método es la especificidad de los virus por sus
hospedadores infectando una poblacién especifica y en una fase especifica, ya sea
en fase larvaria o adulta. Esto disminuye claramente los riesgos de contaminacion o
intoxicacion al medio ambiente y a animales y seres humanos, ya que se esta
aplicando un control biolégico mucho mas especifico. En Colombia se ha
implementado el uso de otros microorganismos para el control biolégico de vectores,
pero no se ha estudiado la idea de usar entomovirus para este propadsito.
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El propésito de este trabajo es reunir informacion de varias fuentes bibliogréaficas de
internet, como textos de revistas cientificas de diferentes lugares en los cuales se
haya trabajado con entomovirus, con el fin de realizar una actualizacién acerca del
uso de estos como control biolégico de mosquitos vectores de enfermedades de
salud publica. Durante el desarrollo del trabajo se tendrdn en cuenta datos y
resultados de investigaciones previas que permitan conocer qué tan efectiva podria
ser esta herramienta de control bioldgico contra estos vectores y sus posibles
ventajas y desventajas.

6. Antecedentes

Los mosquitos vectores de enfermedades han sido considerados como un problema
en salud publica, ya que son portadores de muchas enfermedades que pueden
poner en peligro la vida de las personas a las que pican. Segun la organizacion
mundial de la salud (OMS) las enfermedades transmitidas por vectores causan al
afio un promedio de 700.000 muertes en todo el mundo, convirtiendo estas
enfermedades en el 17% del total de enfermedades infecciosas en el mundo *. Las
enfermedades pueden ser viricas como virus del Zika (ZIKV), virus del Chikungunya
(CHIKV), virus del Dengue (DENV), o enfermedades parasitarias como
Leishmaniasis, filariasis o Malaria. Las personas mas afectadas por estas
enfermedades son principalmente personas que viven en areas rurales lejos de una
entidad prestadora de servicios de salud, en donde las condiciones son apropiadas
para la vida y proliferacion de insectos vectores ®. En Colombia se registraron méas
de cinco millones de casos de infecciones por enfermedades transmitidas por
mosquitos en el periodo comprendido entre 1990 y 2016 predominando los casos
causados por Malaria, Chagas y Dengue ’.

El método mas usado para el control ha sido el uso de plaguicidas con
clorofluorocarbonos (CFC) y los dicloro difenil tricloroetano (DDT), entre otros. Sin
embargo, el uso de estos quimicos a lo largo del tiempo ha sido mas dificil debido a
gue estos vectores han desarrollado resistencia a las fumigaciones, lo cual se define
como una disminucion en la mortalidad de los mosquitos cuando estos son
expuestos a una sustancia insecticida 2. Aparte de este problema de resistencia,
también esta el hecho de que estas sustancias quimicas pueden afectar animales y

seres humanos, causando intoxicaciones y envenenamientos en alimentos y aguas
3,8

En el periodo entre 1998 y 2011 se registraron mas de 4800 muertes humanas
causadas por la intoxicacion por plaguicidas en zonas rurales, ademas de
presentarse problemas de abortos espontdneos en las mujeres y nacimientos de
nifios con malformaciones  °. Econdmicamente la venta de los plaguicidas en los
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ultimos afios ha ido en aumento y es un mercado muy amplio y su demanda es
grande debido a la variedad de insectos vectores y plagas que estan en el campo .
Colombia inicio la produccidon en 1962 de sus propias sustancias plaguicidas, y para
el 2015 el pais logré una produccion de 50,9 millones de litros y 24,5 millones de
kilos de plaguicidas para varias areas como control de plagas para cultivos *2.

El término entomovirus se refiere a un virus que ataca insectos en fase de pupa,
larva o adulto, y que le causa la muerte en un corto periodo de tiempo. Se ha visto
gue la tasa de resistencia por parte de los insectos a los virus es baja, y que hay
virus que afectan plagas que son capaces de ser transmitidos de forma vertical u
horizontal dependiendo del hospedero y las caracteristicas del virus ** 4. La
primera vez que se detectdé un entomovirus fue en 1965 cuando se aisl6o un
Iridovirus de un mosquito Aedes *°.

En 1968 Woodard y Chapman comprueban la transmision transovarica vertical de
los iridovirus por primera vez, detectando huevos y mosquitos infectados *°.
Anderson en 1970 demuestra que los iridovirus causan muertes en la fase larvaria
con mas frecuencia que en la fase adulta, por lo que se sugiere que el virus esta en
el agua donde las hembras causan la oviposicién *’.

En 1972 la OMS realizé una reunion en Ginebra para hablar del asunto de la
resistencia de los mosquitos a los plaguicidas y el posible uso en el futuro de
entomovirus para tratar de controlar estos vectores. Durante esta convencién se
discutieron asuntos como vectores de mayor importancia y modo de esparcimiento y
accion del virus a usar 8,

En 1988 Derksen y Granados se dan cuenta que la infeccién por Baculovirus no se
produce facilmente y que esta se ve favorecida por dafios en la membrana
peritréfica del intestino del mosquito *°.

En 1994 Undeen y Fukuda se dan cuenta de que los iridovirus no infectan
facilmente al mosquito ya que este necesita un dafio en la membrana peritrofica
para causar infeccion %,

Entre el 2003 y el 2004 se hacen experimentos con CuniNVP y Densovirus para
saber si estos virus pueden infectar otros hospederos como Aedes y Culex
respectivamente 2" %

Actualmente se estan haciendo pruebas con varios géneros de entomovirus que
podrian servir para control biolégico en un futuro cercano 23, sin embargo segun
algunas investigaciones, la eficacia de la infeccion por virus depende mucho del
tropismo que el virus tenga por el mosquito, siendo variables los resultados
dependiendo del tipo de virus y de mosquito 2.
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En Colombia se trabaja en la investigacion de microorganismos de control bioldgico
sobre plagas de cultivos. A pesar de los resultados obtenidos, ain no se estan
usando estos microorganismos como herramientas de control bioldgico contra

mosquitos vectores, sino que estas herramientas siguen en fase de experimentacién
25, 26

Los mosquitos de mayor importancia con respecto a su capacidad vectorial de
enfermedades virales y parasitarias en Colombia son Anopheles por la transmision
de Malaria en varios lugares rurales en Colombia 2" ?®, mosquitos del género Aedes,
sobre todo las especies aegypti y albopictus que transmiten principalmente
arbovirus como DENV, CHIKV y ZIKV entre otros 2°, mosquitos del género Culex
gue es el mosquito que esta presente en Bogotd y cuyo pico de presencia se
correlaciona con las temporadas de lluvias de la ciudad, causando molestias en los
habitantes ya que su horario de picaduras es nocturno * y los Fleb6tomos,
transmisores de la Leishmaniasis en varias regiones de Colombia, y que ademas
segun investigaciones recientes, su poblacion se ha extendido por varias partes del
pais poniendo en riesgo a varias poblaciones %' 3233 | En Colombia se registraron
mas de cinco millones de casos de infecciones por enfermedades transmitidas por
mosquitos en el periodo comprendido entre 1990 y 2016, predominando los casos
causados por Malaria y Dengue **
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7. Marco teorico

7.1 Ciclo de vida general de mosquitos

Imago

Las hembras necesitan
alimentarse de sangre
para desarrollar los
huevos

Hembra
Macho
‘Cuarto estado
larvario )
h Se produce una muda Primer e;t
entre cada estado larvario larvar

o pupal

2

Tercer estado
larvario La rva Segudo esta
larvarj
- Etapas
N < i \ acuaticas

\,-—.

Figura 1. Ciclo de vida general del mosquito

Tomado de: wikipedia.org

El ciclo de vida de los mosquitos del género Aedes, Culex y Anopheles comienza
con los huevos que ha puesto la hembra en las fuentes de agua. Las hembras
pueden llegar a poner de 200 hasta 500 huevos, segun el género. Los huevos se
vuelven pegajosos y pueden llegar a agruparse. Las caracteristicas de desarrollo
pueden variar segun el género del mosquito; la eclosion de los huevos del género
Aedes puede durar hasta 8 meses sin agua *. Los huevos tardan en eclosionar de
dos a catorce dias, segun el género y las condiciones ambientales; cuanto mayor
humedad y mejor las condiciones medioambientales, el tiempo para la eclosion del
huevo en larva disminuye 3¢ %7,
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Las larvas tienen diferentes estadios de evolucion que pueden de tiempo una de la
otra. En el caso de las larvas de Aedes, las fases larvarias tienen un tiempo de 48
horas entre si *%. La fase de larvaria dura entre cinco y diez dias en promedio para
las especies como Aedes, Culex y Anopheles. Hay factores que intervienen en el
desarrollo de la fase larvaria y en donde las hembras depositan los huevos, como
por ejemplo la calidad del agua y si es un lugar con sombra o soleado .

La fase de pupa dura entre uno y dos dias en el caso del género Aedes *°, y entre
dos y cinco dias en el caso del género Anopheles *. En esta fase el mosquito
permanece en el agua y no se alimenta .

El tiempo estimado de vida de los mosquitos adultos varia segun la especie y el
sexo del mosquito. Los machos tienen una expectativa de vida mas corta que la
hembra, siendo la expectativa de vida de los machos de quince dias
aproximadamente, mientras que las hembras viven 4 semanas o mas. Los machos
viven de néctar, mientras que las hembras son hematoéfagas, y entre cada lapso de
puesta de huevos, toman sangre *.

7.2 Herramientas de control actual

7.2.1 Control quimico

El enfoque del trabajo con sustancias quimicas, de tipo organofosforados y
piretroides, organoclorados y carbamatos, es intervenir en alguna de las fases de
desarrollo del mosquito. Es importante tener en cuenta que estos quimicos tienen
varios factores que se deben tener en cuenta al momento de usarlos como por
ejemplo la dosis letal minima para los mosquitos en fase adulta o larvaria, el
ambiente en el que se usara, si puede afectar o no a otros seres vivos y el tiempo
de degradacién del quimico. Se han utilizado varias herramientas y mezclas
guimicas cuyo resultado ha sido efectivo principalmente en contra de las larvas de
mosquito, por lo cual se usan con mas frecuencia estos quimicos en el agua “°.

Los insecticidas mas usados en Colombia son, Deltametrina, Lambdacialotrina,
Fenitrotion, Etofenprox, Temefos, Diflubenzuron, Pyriproxyfen (estos dos ultimos
inhibidores del crecimiento larvario), Malation y Pirimifos-metil, los cuales se aplican
en forma de nebulizaciones o se rocian en el aire en forma de diminutas perlas
himedas “°.
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Investigaciones recientes han probado la utilidad de varios compuestos quimicos
aislados en forma de aceites de ingredientes naturales como Pterodon emarginatus
“ Mentha piperita “*, Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, Eucalyptus
globulus y Eugenia caryophyllata .

Estos compuestos larvicidas afectan el sistema nervioso del mosquito o limitan la
capacidad de movimiento en el agua aumentando el riesgo de que este sea ingerido
por algun depredador o limitando la capacidad de este que pueda buscar alimento.
Todas estas herramientas han tenido éxito como larvicidas en cuerpos de agua, ya
gue como se usan en aceites, estas formas son mucho mas resistentes a las
condiciones del medio ambiente, son mas seguras para el consumo de mamiferos,
disminuye los dafios colaterales para las personas que trabajan con estos
compuestos y se mantienen en la superficie del agua donde se encuentran las
larvas 4% 43,

7.2.2 Control biolégico

7.2.2.1 Larvas de peces

Los peces larvivoros se han usado como herramienta para el control de las larvas
de mosquito en fuentes de agua permanentes. Se aprobo el uso de peces como
Gambusia affinis. Este pez se ha demostrado que tiene una capacidad larvicida
buena ya que fue aprobado por la OMS como especie oficial mundial para el control
de larvas de mosquitos en cuerpos de agua permanentes **. Sin embargo, el uso de
Gambusia affinis, aunque es una especie resistente a las condiciones ambientales,
también se evidencid que su comportamiento frente a otros peces era agresivo,
llevando a especies endémicas de peces al borde de la extincién °.

Otra opcién que se evalué con respecto al control de mosquitos fue el uso de ciertas
especies de camarones, como el Macrobrachium, en cuerpos de agua, los cuales
han demostrado ejercer un buen control biolégico hacia larvas de mosquitos.
Especies como M. pantanalense, M. amazonicum, M. brasiliense y M. jelskii han
sido efectivos en el control de larvas de mosquitos Aedes y Culex “°.

En Colombia se trabajé con peces Gambusia affinis y Poecilia reticulata, pero su
lento desarrollo evitaba que el trabajo larvicida fuera lento y poco rentable si se

buscan resultados inmediatos, ademas sus caracteristicas hacen que el agua de
consumo humano se viera afectado con un sabor a pescado *°.

7.2.2.2 Bacterias
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Bacillus thuringiensis y Bacillus sphaerius han demostrado ser bacterias con
bastante utilidad para control biolégico de mosquitos. En Colombia se han probado
sus efectos en las fases larvarias de mosquitos del género Aedes, Anopheles y
Culex. El efecto letal que causan estas bacterias en las larvas, se produce por una
Delta - toxina que forma poros en el epitelio intestinal, causando por la lisis celular la
muerte larvaria entre las primeras 24 a 48 horas *" “®. Para usar este
microorganismo, debe usarse en concentraciones que sean efectivas contra el
mosquito, siendo en Colombia la forma mas efectiva de comercializacion la tableta,
que viene dosificada a diferentes concentraciones *’.

7.2.2.3 Hongos

La mayoria son de vida acuatica y parasitos obligados y se han usado previamente
como herramienta de control biolégico, pero la dificultad para trabajar con ellos es
porque se debe buscar la carga adecuada de hongos para causar la infeccién y
muerte de los mosquitos. La forma infectiva debe soportar las condiciones del medio
ambiente y seguir siendo efectiva contra el mosquito. Existen varios tipos de hongos
entomopatdégenos que se han usado con el tiempo y que van dirigidos a un
mosquito diferente *°.

Un hongo que se ha descubierto que es efectivo en el control larvario de mosquitos
es el género Pythium, el cual ataca larvas de los mosquitos de los géneros Aedes,
Anopheles y Culex, entre otros géneros de mosquitos, Sin embargo la infeccion que
el hongo causa a las larvas se debe a que este entra al insecto por algun tipo de
dafio mecanico en el cuerpo del mismo, por lo cual los indices de infeccién son
bajos y no se recomienda su uso como biocontrolador *°

Lagenidium giganteum o culicidum es un hongo que se aisl6 de mosquitos del
género Culex y Anopheles. Su distribucion es amplia y se le conoce bien por causar
muertes en las cepas de mosquitos de laboratorio. En varios experimentos se ha
descubierto que las larvas del género Aedes, Culex y Ochlerotatus mueren al tener
contacto con las zoosporas (forma asexual) del hongo, presentdndose mayores
indices de mortalidad en larvas de 1 a 2 dias. Sin embargo como uso de
biocontrolador es poco lo que se puede usar ya que el cultivo del hongo es
complicado, la forma asexual solo sobrevive 48 horas después de ser liberado de la
larva infectada y ademas el hongo no sobrevive a las condiciones extremas *°.

Cryticola es un hongo del que se ha hablado poco a lo largo del tiempo y se sabe
que puede infectar a mosquitos de los géneros Culex, Anopheles y Aedes *°. El
hongo Coelomomyces es un hongo parasito obligado que infecta exclusivamente
mosquitos de los géneros Culex, Simulium y Tabano *°.
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El género Leptolegnia se ha aislado del vector de malaria Anopheles. También es
un efectivo controlador de las larvas de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus
reportandose una mortalidad del 100% en las larvas expuestas a las 24 horas y se
encontré una susceptibilidad similar en Anopheles gambiae a las 72 horas *°.

Los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae se ha demostrado
gue podrian ser buenas herramientas de control contra mosquitos Aedes aegypti y
Anopheles debido a que pueden usarse en forma de espora rociada en el agua *, o
exponiendo machos a estos hongos para que al momento de reproducirse con las
hembras, estas sean infectadas y mueran, disminuyendo asi la poblacion del
mosquito °°. Los resultados de las investigaciones muestran que estos hongos
causan una tasa de mortalidad alta ya sea en las hembras después de aparearse o
como herramienta contra la pupacién de mosquitos. Sin embargo hay que
considerar el hecho de que el hongo necesita ser mezclado con sustancias quimicas
gue le ayuden a sobrevivir en las condiciones ambientales y que los puntos donde
se dispersan las esporas sean puntos criticos del ciclo de reproduccion y
crecimiento de las larvas %

7.2.2.4 Entomovirus
A) Entomovirus para insectos

Los entomovirus son un grupo de virus que atacan insectos como son polillas,
grillos, escarabajos, triatominos y mosquitos, entre otros artropodos. Muchos de
estos virus se han usado previamente como control de plagas en cultivos, sin
embargo, hay muchos que infectan en el medio ambiente en ciclos naturales.
Muchos de estos virus cuando causan infeccién en el huésped crean cuerpos de
oclusién (CO), los cuales son proteinas que en su interior albergan viriones que
estan listos para pasar a otro huésped y seguir adelante con su ciclo infectivo.

Durante la infeccion se producen en el cuerpo del insecto dafios tisulares
principalmente en el intestino, y cambios en el comportamiento. La infeccion se da
por ingestion de los CO o por dafios en la membrana externa durante la fase larvaria
del insecto que permiten que el virus ingrese en el cuerpo, aunque algunos virus
pueden pasarse de un insecto a otro por transmisién venérea o vertical. De las
familias y géneros que se han encontrado que infectan insectos estan:

Dicistroviridae: es una familia de pequefios virus no envueltos de 30 nm de
diametro con genomas de ARN monocatenario de sentido positivo de
aproximadamente 8 - 10 kilobases. Pertenecen al grupo IV de la clasificacion
Baltimore. Son virus icosaédricos que en su superficie expresan las proteinas VP1,
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VP2, VP3 y VP4, la cual tiene contacto con el genoma. El genoma de ARN codifica
las proteinas no estructurales que son la ARN helicasa, cisteina proteasa y ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRP). Todos los miembros infectan a los
huéspedes artrépodos. La replicacion viral ocurre Unicamente en el citoplasma
celular. La mayoria de los virus de la familia Dicistroviridae exhiben tropismo por las
células epiteliales del intestino y posteriormente arrojan particulas de virus a la luz
intestinal donde el virus se acumula en las heces las cuales son una fuente
importante de contaminacion viral.

En abejas meliferas se ha descubierto que el virus es secretado por las glandulas
gue producen la jalea real de la cual se alimentan las larvas, potenciando la
infeccion en la colonia. También se ha encontrado que el virus se replica en material
graso y en las gbnadas, favoreciendo la transmision transovarica. Se ha encontrado
que ademas de infectar abejas >° también puede infectar moscas Drosophila, grillos,
pulgones >*, hormigas de fuego y Triatominos °°.

Ascovirus: Son virus de ADN, con forma baciliforme u ovoide envueltos que
pueden llegar a medir desde los 200-400 nm. Tienen un material genético de ADN
de doble cadena de entre 100 y 200 kpb en donde el contenido G-C varia de 42 a
60%. Se encuentran en la clasificacion Baltimore en el grupo I. El material genético
codifica para 180 genes y proteinas estructurales y demas. Se reconoce una zona
lipidica presente tanto en la envoltura externa como en el virién interno °°.

La infeccion por el virus a los diferentes huéspedes que tiene es dificil que se realice
por via oral. Los insectos infectados adquieren el virus por la oviposiciéon parasitaria
de una avispa, la cual se infecta poniendo sus huevos en una oruga previamente
infectada. La avispa infecta a otras orugas después de que su saco ovipositor se a
infectado con viriones o vesiculas cargadas de viriones *°, que infectan larvas de
lepidopteros. La transmision oral es dificil, pero se ha descubierto que se transmite
mecanicamente a través de la oviposicion que hacen las avispas de los géneros
Ichneumonidae y Braconidae encima de estas larvas. Ha sido muy utilizada como
herramienta de control biolégico contra plagas de interés agricola como larvas del
género Spodoptera, Trichoplusia, Heliothis y Helicoverpa *°.

Iridovirus: son virus icosaédricos de ADN de doble cadena que infectan insectos.
Su clasificacion Baltimore se encuentra en el grupo I. La subfamilia Betairidoviridae
tiene los géneros Iridovirus y Cloriridovirus los cuales aparte de infectar anfibios,
mosquitos de diferentes especies como dipteros y también infectan insectos
lepidépteros y ortépteros >’
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Figura 2. Estructura de Iridovirus

A) llustracion de las proteinas de superficie de Iridovirus
B) Microfotografia electronica de transmision criogénica
Tomado de: talk.ictvonline.org

Baculovirus: Es un virus cuyo material genético es una cadena doble de ADN
superenrollado, por lo que su clasificacién Baltimore esta en el grupo I. La familia
Baculoviridae esta conformada por cuatro géneros que se clasifican por la variedad
de los huéspedes que infectan, y la secuenciacion del material genético:
Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus y Deltabaculovirus °’.

El material genético contiene de 80 a 180 kpb que contienen genes de expresion
temprana, tardia y muy tardia, que codifican hasta 200 proteinas y los viriones
pueden contener 40 o mas polipéptidos diferentes. Los genes tempranos se
transcriben mediante la ARN polimerasa Il del huésped, mientras que los genes
tardios y muy tardios se transcriben mediante una ARN polimerasa viral. La
transcripcion transitoria temprana y tardia de genes y los estudios de replicacion de
ADN sugieren que al menos tres proteinas codificadas por virus regulan la
transcripcion genética temprana, mientras que aproximadamente 20 de las
proteinas virales codificadas son necesarias para la transcripcion genética tardia.
Varios ejemplos de las proteinas que codifica el material genético viral son las
proteinas de la nucleocapside, una proteina de unién al ADN, una glicoproteina de
la envoltura principal, la proteina Se8 y la proteina F, las cuales son proteinas de
fusion de envoltura, y la poliedrina el cual es un polipéptido viral presente en la
matriz de los CO virales de los Alpha, Delta y Gammabaculovirus, mientras que la
granulina esta presente para los virus del género Betabaculovirus % >,

e Alphabaculovirus: tienen forma icosaédrica y forman CO que maduran dentro
del nucleo de las células infectadas y que pueden llegar a medir de 0.15 a 5
micras. Los CO pueden tener hasta tres viriones en su interior. Se han
aislado de insectos Lepidopteros.

e Betabaculovirus: los CO son ovoides y pueden llegar a medir de 0,12 a 0,50
micras. Los CO estan compuestos de granulina y solo tienen un virion en su
interior. Se han aislado de insectos Lepidopteros.

e Gammabaculovirus: son virus cuyo CO mide entre 0,4 y 1,1 micras. Los
viriones maduran dentro del epitelio del intestino medio del huésped, que son
insectos del orden Hymenoptera. de las cuales los tres primeros infectan
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varias clases de artrépodos lepidopteros, como los insectos del género
Autographa, Galleria, Spodoptera, Trichoplusia, entre otros.
e Deltabaculovirus: infectan dipteros del género Culex

) RS ()

Figura 3. Microfotografias de Baculovirus

A) Microfotografia electréonicas de Baculovirus en oclusion
B) Nucleocépside teflida negativamente
Imagenes tomadas de: talk.ictvonline.org

Entomopoxvirus: Subfamilia de la familia Poxviridae. Son virus de material
genético de ADN de doble cadena por lo cual se ubican en la clasificacion Il de
Baltimore. Los viriones pueden ser pleomoérfico en forma de ladrillo de 70 a 250 nm
x 350 nm aproximadamente. También pueden ser ovoides con una membrana
superficial que posee un filamento espiral regular de 10 a 20 nm de didmetro
aproximadamente. Los entomopoxvirus forman CO que pueden estar formados por
una proteina estructural llamada esferoidina, en los cuales se ve que estan ocluidos
los virus maduros. Las enzimas que ayudan en su proceso de replicaciébn son una
ARN polimerasa, una DNasa de union de muesca, topoisomerasa |. El ciclo
replicativo viral se desarrolla en el citoplasma después de la fusidén del virus en la
célula y la liberaciébn del nucleo viral en el citoplasma. Se multiplican en el
citoplasma de las células de los hemocitos y células del tejido adiposo .

Esta subfamilia de virus se divide en tres géneros:

e Alphaentomopoxvirus: estos virus se han aislado de coledpteros. Los viriones
son ovoides, de aproximadamente 450 pr 250 nm de tamafio, con un cuerpo
lateral. Las unidades globulares de superficie tienen 22 nm de diametro. El
ADN gendmico tiene un tamafio de aproximadamente 260-370 kbp

e Betaentomopoxvirus: incluye virus aislados de lepidopteros y ortopteros. Los
viriones son ovoides, de aproximadamente 350 x 250 nm de tamafo. Las
unidades globulares de superficie tienen 40 nm de diametro. EI ADN
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genomico tiene un tamafo de aproximadamente 225 kbp. El contenido de G
+ C es de aproximadamente 18.5%. Los virus producen una proteina del CO
codificada por el gen de esferoidina.

e Gammaentomopoxvirus: afecta dipteros de los géneros Aedes

Figura 4. Micrografia electronica de barrido de esferoides de un Entomopoxvirus

Tomado de: https://sci-hub.tw/https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384984-7.00004-X

B) Entomovirus para dipteros de los géneros Aedes, Anopheles y Culex

Hacen referencia a virus que infectan a los mosquitos Aedes, Anopheles y Culex y
gue causan infeccién, patologia y muerte en estos mosquitos en fase larvaria, de
pupa y adulta. Pueden clasificarse en entomovirus de ADN y ARN.

e Entomovirus de ADN

Entomopoxvirus: de sus tres géneros expuestos anteriormente, el género
Gammaentomopoxvirus se ha aislado de mosquitos Aedes aegypti (AAEV). Los
viriones tienen forma de ladrillo, aproximadamente 32 x 230 x 110 nm de tamafio,
con dos cuerpos laterales. El ADN gendmico tiene un tamafio de aproximadamente
250-380 kb °°. No se encontré informacién o datos sobre experimentacién con
entomovirus en la literatura buscada.

Iridovirus: Hacen parte de una de las dos subfamilias, segun la clasificacion ICTV
en la cual la familia Iridoviridae de divide en dos subfamilias: Alphairidovirinae y
Betairidovirinae, la cual a su vez se compone de los géneros Iridovirus y
Cloriridovirus. El material genético del virus estad compuesto de una cadena doble de
ADN de 140-303 kpb por lo cual en la cual esta en el grupo | de la clasificacién
Baltimore. La relacién G-C puede variar de 27 a 55% °’.

Los virus pueden tener una forma icosaédrica y pueden o no estar envueltos. Esto
depende de si el virus después de su ensamblaje dentro del citoplasma celular y

23



durante la lisis celular toma parte de la membrana celular o no, sin embargo, la
presencia o ausencia de la envoltura no afecta la infectividad de la particula viral. El
didmetro de una particula puede estar entre los 120-130 nm de diametro. La ICTV
clasificé los Iridovirus segun los invertebrados donde fueron aislados por primera
vez, por lo cual existen varios virus que van desde los iridovirus para invertebrados
V-1 hasta el 1IV-31 >,

En general todos los Iridovirus tienen caracteristicas similares, pero se diferencian
en caracteristicas genéticas minimas y en los huéspedes de donde se han aislado.
Afecta a mosquitos del género Aedes. La caracteristica principal que tienen los
insectos infectados con este virus es que muestran una iridiscencia que va desde el
azul hasta el color turquesa °". El material genético de los Iridovirus comprende
genes que codifican para proteinas estructurales como las que codifican para las
proteinas de anclaje y la proteina principal de la cépside, la cual es una proteina
altamente conservada en las diferentes especies de Iridovirus y se usa con
frecuencia en las identificaciones del virus. Los genes también transcriben proteinas
no estructurales las cuales ayudan a la multiplicacién y demas actividades infectivas
virales, como por ejemplo la proteina transactivadora transcripcional que dirige la
expresion de genes virales inmediatos tempranos. Del mismo modo, se han
detectado una serie de actividades enziméticas asociadas al virus, incluida una
proteina quinasa, nuclettido fosfohidrolasa, una ribonucleasa especifica,
desoxirribonucleasas, y una proteina fosfatasa. Por ultimo, también se han
encontrado genes que ayudan a disminuir la la respuesta inmune del huésped °’.

Baculovirus: De los cuatro géneros que conforman esta familia de virus, solo el
género Deltabaculovirus contiene un virus que infecta dipteros: Culex nigripalpus
nucleopolihedrovirus (Cuni NPV), la cual infecta a mosquitos Culex. Los viriones se
multiplican dentro del epitelio intestinal de las larvas. Los CO miden entre 0,5y 5
micras y pueden albergar desde cuatro hasta cincuenta viriones y la proteina del CO
no es homéloga de la granulina o la polihedrina 2.

El virus tiene dos fenotipos: una forma ocluida que inicia la infeccion en las células
epiteliales del intestino medio, y una forma en brote que propaga la infeccion dentro
del intestino medio %" ®*. Los viriones se multiplican dentro del epitelio intestinal de
de las larvas.
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Figura 5. Microfotografia electrénica de cuerpos de oclusion de Culex nigripalpus nucleopolihedrovirus

Tomado de: talk.ictvonline.org

Brevidensovirus: es un género de la subfamilia Densoviridae. Su material genético
se compone de una cadena sencilla de ADN, por lo cual en la clasificacién Baltimore
estdn en el grupo Il. Se reconocen dos miembros del género: Dipteran
Brevidensovirus 1 (AgDNV) que infectan a mosquitos Anopheles gambiae y Dipteran
Brevidensovirus 2 (AeDNV) que ataca mosquitos Aedes aegypti. Causan dafio en
los 6rganos del mosquito y causa muerte por falla multiorganica .

El densovirus AeDNV es un virus del género Brevidensovirus, subfamilia
Densovirinae, que se encuentra por lo general en el agua donde las hembras hacen
la oviposicién y ataca principalmente larvas de mosquitos Aedes aegypti reduciendo
significativamente su poblacién ®. Este virus también disminuye la tasa de
crecimiento de las larvas que sobreviven % %3,

El virus AalDNV, nombrado asi porque se aislé de la linea celular C6/36 por primera
vez, pertenece al género densovirus Yy tiene un material genético de ADN de
cadena sencilla ®*. Pertenece al grupo Il de la clasificacién Baltimore. Infectan
mosquitos Aedes aegypti.

AgDNV es un densovirus de ADN de cadena sencilla, que esta en la clasificacion
Baltimore, en el grupo Il. Pertenece a la subfamilia Densovirinae, que a su vez
pertenece a la familia Parvoviridae que infecta mosquitos Anopheles gambiae .
Varios estudios han encontrado que este virus aunque infecta mosquitos Anopheles,
no es mucho el efecto patdgeno que causa en los adultos, ya que las poblaciones
adultas infectadas no mueren mas rapido que las poblaciones no infectadas °°. Un
estudio llevado a cabo para verificar que factores intervienen en la infeccion por este
virus en los mosquitos Anopheles se llegé a la conclusion de que los factores como
alimentacion o edad no alteraban la infeccion, pero las hembras son mas permisivas
para la infeccién con este virus que los machos ®. Este virus se probé in vitro en
lineas celulares de otras especies de mosquito para saber si habia tropismo por
otros mosquitos, pero los resultados arrojaron que las lineas celulares tuvieron un
indice de infeccion muy bajo de particulas virales, por lo cual tampoco se considera
este virus como patdgeno para otras especies de mosquitos °°.

e Entomovirus de ARN

Birnaviridae: Es una familia conformada por virus icosaédricos no envueltos con un
material genético de ARN de sentido positivo de doble cadena. Pertenece al grupo
Il de la clasificaciébn Baltimore. Tiene cuatro géneros que son los géneros
Aquabirnavirus, Avibirnavirus, Blosnavirus, y Entomobirnavirus °’. Dentro de este
ultimo este género se encuentra el virus Drosophila X y el virus Espiritu Santo
llamado asi por el estado en Brasil donde se aislé por primera vez de un paciente
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con DENV en un cultivo celular de la linea C6/36 donde se descubri®6 como
contaminante, causando vacuolizacion de las células infectadas 68,

El genoma de los Birnavirus comprende dos segmentos gendmicos de ARN de
sentido positivo de doble cadena que tiene un porcentaje C-G de 44-47%. Su
material genético de ARN no esté poliadenilado en los extremos, y es traducido por
la maquinaria celular del huésped en el citoplasma ®'. Las proteinas que traduce el
material genético son las proteinas VP1 (RdRp), VP2 y VP3 que hacen parte de la
capside viral y VP4 que ayuda a la conformacion estructural de VP2 8.

N
i

Figura 6. Microfotografia crioelectronica de Birnavirus. Vancini R. 2012

7.3 Mecanismos de replicacion viral y efecto sobre el insecto

La mayoria de los entomovirus causa como efecto citopatico dentro de los insectos
infectados cuerpos de oclusiéon (CO), que son proteinas virales en forma de
capsulas que albergan en su interior particulas virales. La funcién de estos CO es
mantener protegido el virus.

Los virus pueden entrar al hospedero por via oral, aunque también pueden entrar
por via mecanica, vertical como en el caso de los Baculovirus y algunos Iridovirus, y
algunos por via horizontal durante el apareamiento o canibalismo, como en el caso
de estos tltimos .

Los Baculovirus infectan al insecto por via oral, en el cual ingiere los CO. Otra
hipotesis es que el insecto puede infectarse durante la muda, sin embargo, esto
sigue en estudio. En los Baculovirus las nucleocapsides tienen un promedio de 30—
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60 nanometros de didmetro y 250-300 nandmetros de longitud y una vez que el
virus entra al insecto, éste llega primeramente al lumen del intestino medio. Dentro
de éste, debido al alto pH de los jugos intestinales que va de 9.5 a 115 y
posiblemente a la accion de algunas enzimas hidroliticas, se degradan los CO y se
liberan los viriones envueltos que se fusionan a las microvellosidades de las células
epiteliales *°. El pH de liberacién en el cual los CO se rompen y liberan los viriones
del dentro del cuerpo del insecto depende del tipo de virus y de hospedero, ya que
los CO pueden degradarse a pH acidos o alcalinos. Posterior a la ruptura de los CO
y la liberacion de los virus, estos infecta las células del intestino delgado y las
nucleocapsides desnudas se dirigen hacia al nucleo celular, en el cual se replica el
virus. Al final del ciclo de replicacion viral, se arman nuevos CO en el tejido
infectado del insecto. EI material genético se replica dentro del ndcleo celular, que
en algunos casos como lo visto en la infeccion por el género Deltabaculovirus,
termina por deformarse. Se sabe que la replicacion se realiza en las células de la
luz intestinal, sin embargo, la infeccién puede alcanzar otros 6rganos y el cuerpo
graso del insecto. Se ha observado que cuando la larva esta infectada, cambia su
comportamiento y casi no come. Los CO formados dentro del insecto se esparcen
en el ambiente tras la muerte del insecto y la descomposicién del cuerpo * *°.

En las infecciones causadas por los entomopoxvirus, existe una degradacion del CO
similar a la de los Baculovirus y los viriones penetran a la célula huésped via una
fagocitosis y solamente dentro de ésta, se desnuda la nucleocapside viral. El
proceso de replicacion viral tiene lugar en el citoplasma de las células de insecto
(hemocitos y células de tejido adiposo). Los viriones maduros generalmente estan
ocluidos en esferoides compuestos por una proteina principal del cuerpo de oclusion
cristalina denominada "esferoidina". Los CO también se degradan en el intestino
medio y liberan a los viriones los cuales se fusionan a las microvellosidades de las
células epiteliales del intestino medio, pero a diferencia de los Baculovirus, la
replicacién ocurre en el citoplasma celular ®.

El efecto citopatico mas conocido de los Iridovirus es la iridiscencia que causan los
cuerpos de los insectos infectados, que van desde el color amarillo y naranja, hasta
el azul turquesa, debido a la acumulacion paracristalina de viriones en los tejidos del
insecto X" *" y al tamafio del virus °. Un estudio probé que los Iridovirus pueden
entrar a través de dafios en la barrera primaria de la larva %°.

Los iridovirus entran a las células por endocitosis y se transportan como
endosomas, para posteriormente replicarse en el nicleo de la célula. En una
primera etapa la particula viral entra en la célula por el mecanismo de endocitosis
dependiente de caveolina o endocitosis, mediada por receptor. E| ADN desnudo es
transportado al nucleo donde comienza la primera fase de replicacion. La expresion
génica viral también comienza en el nucleo donde comienza la transcripcion viral
temprana de transcriptomas, que luego son sintetizados usando el ADN viral como
molde y comienza la transcripcién de los genes primarios ' °’. Los viriones se
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ensamblan y se acumulan en el citoplasma en grandes arreglos paracristalinos o
brotan a través de la membrana para luego infectar otras células *'.

Se ha detectado que el virus esta primero en el torax y luego se desplaza al
abdomen °. En las larvas infectadas se ha visto que aquellas que sobreviven a la
infeccion tienen bajo peso en la pupa o pupa con malformaciones, adultos con poca
fertilidad, y en algunos casos los adultos que sobreviven a la infeccién en su fase
larvaria podian pasar el virus de forma vertical *°. Los Iridovirus tienden a replicarse
primeramente en el cuerpo graso de la larva, la cual es una fuente importante de
nutrientes para larva durante la fase de pupa, por lo cual si este tejido se ve
comprometido, la larva no puede terminar su desarrollo en esta fase y muere antes
de convertirse en adulto "

8. Disefio metodoldgico

8.1 Tipo y nivel o alcance de la investigacién

Este proyecto es un estudio documental cualitativo descriptivo, en el cual lo que se
busca es la recopilacién y actualizacidon de informacién proveniente de varias
fuentes bibliograficas como Las bases de datos y revistas consultadas a través de
internet de donde se obtuvieron los textos fueron Scielo, Sciencedirect, Biomédica,
Atlas of Invertebrate Viruses, Parasites & Vectors, Researchgate, International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), National Center for Biotechnology
Information (NCBI), Revista de la Asociacion Americana de Control de Mosquitos
(JAMCA), Journal of Invertebrate Pathology y textos del Instituto Nacional de Salud
(INS) sobre el uso de entomovirus como herramienta para el control biolégico de
vectores y sus resultados en dichos experimentos para obtener una vista mas
amplia del tema y conocer los puntos a favor y en contra del uso de esta
herramienta para control biolégico.

8.2 Poblacién

Publicaciones relacionadas con experimentos con entomovirus en mosquitos
Aedes, Anopheles y Culex y sus efectos en el cuerpo del insecto infectado en fase
larvaria y adulta
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8.3 Muestra

En total se reunieron 86 articulos en inglés y espafol. Se tuvieron en cuenta los
textos que hablaran de experimentos y efectos de los entomovirus en los mosquitos
Aedes, Anopheles y Culex. Para la elaboracion de esta revision bibliografica se
inicié con la recoleccion y clasificacion de los textos que cumplieron con los criterios
de inclusion:

e Caracteristicas virales y su efecto citopatico en los insectos, ya que es
necesario saber como opera el virus dentro del huésped para entender
porque podria funcionar como herramienta de control vectorial.
Caracteristicas morfologicas virales
Uso de entomovirus para experimentacién y/o como herramienta de control
biolégico

Se descartaron todos aquellos textos que cumplieron con alguno de estos criterios
de exclusion:

e Texto al cual no se pueda tener acceso completamente
e Articulos que hablen de virus que causen efectos citopéaticos en artropodos
gue no sean de importancia en salud publica

Los textos seleccionados se usaron para el desarrollo de antecedentes, marco
tedrico, resultados y discusion.

9. Resultados

9.1 CuniNPV

En el caso de CuniNPV, su infectividad se ha visto en mosquitos Culex
guinquefasciatus y Culex pipiens, sin infeccion en otros géneros de mosquitos. En el
caso de Culex pipiens se observd un promedio de infeccion del 80% de las larvas
expuestas en el agua, con una dosis viral de 1,6X10’ cuerpos de oclusiéon/ml de
agua. En el caso de Culex guinquefasciatus se observé un porcentaje de infeccién
del 84% usando la misma concentracion viral (Tabla 1). Estos resultados se
observaron en larvas de los cuatro estadios, en fase acuatica *.
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Table 1. Results of bioassays experiments showing susceptibility of 14 mosquito species exposed to 1.6 X 107 OBs/ml of CuniNPV
virus in 10 mM Mg(Cl,

i Cumulative % infection
Exposure group

Species Date Source® (days postinoculation)

No. Stage” Temp. ) 3 4

Cx. pipiens 2/13 L 97 L, 27°C 13.4 — 144

3/11 L 99 L, 27°C 6.0 10.0 26.0

3/18 L 88 L., 27C 23.6 26.8 48.0

3/18 L 127 L, 27°C 28.4 409 75.0

3/28 L 103 L 17°C — 75.7 78.6

5/23 L 100 L. 20°C — — 26.0

7/10 F, 100 L, 27°C 76.0 — 83.0

Cx. pipiens f. molestus 2/26 L 92 L, 27°C 80.4 — —
Cx. quinquefasciatus 217 L 193 L. 27°C 84.5 — —

Cx. restuans 4/17 F, 96 L, 27°C 125 125 12.5

7115 F, 75 L, 27°C 8.0 18.7 2L.3

7/22 F. 100 L 27°C 3.0 11.0 20.0

Cx. salinarius 7/10 F, 102 L, 27°C 431 471 48.0
Cx. territans 7/10 F, 100 L, 2rc 0 0 0
Cs. morsitans 5/23 F, 63 Ly 20°C 0 0 0
Ae. vexans 4/12 F, 66 L, 17°C 0 0 0
Oc. canadensis 3/18 F, 99 L, 27rC 0 0 0
4/12 F, 24 L, 17°C 0 0 0
Oc. cantator 4/12 F, 100 L, 17°C 0 0 0
Oc. communis 4/12 F, 100 L, 17°C L] 0 0
Oc. excrucians 3/26 F, 101 Ly 17°C 0 0 0
Oc. japonicus 4/5 F, 100 L, 17°C 0 0 0
Oc. stimulans 4/5 F, 100 L, 17°C L] 0 0
Oc. triseriatus 2/15 L 100 Ly 27°C 0 0 0

“L = lab colony, F, = field-collected eggs, F, = field-collected larvae
?1, 4 = Larval instar.

Tabla 1. Resultados de los experimentos de bioensayos que muestran la susceptibilidad de 14 especies de
mosquitos expuestos a 1.6 x 10 7 OBs / ml de virus CuniNPV en 10 mM MgCl,.. Andreadis TG. 2003

En el estudio se puede observar que hubo factores que intervinieron en estos
resultados, ya que para facilitar la infeccion larvaria se tuvieron que agregar cationes
divalentes Mg?* y se tuvo que tener en cuenta la temperatura en donde se tuvieran
mejores porcentajes de infeccion, la cual fue a una temperatura de 17°C >?%. A una
temperatura mayor, los porcentajes de infeccidbn disminuyeron. Hasta la
alimentacion influye en el resultado, ya que la presencia de cationes como el Ca*
(Tabla 2) causa efectos inhibitorios en la infeccion por este virus. El 100% de las
larvas infectadas mostraron dafios en el intestino delgado, entraron en un estado
letargico y murieron .

Table 2. Effect of larval food on the susceptibility of second
instar Cx. pipiens and Cx. quinquefasciatus to CuniNPV virus in 10
mM MgCl, at an estimated dosage rate of 1.6 X 10° OBs/ml

Larval food

Species Alfalfa/hog chow Liver/yeast

No. % infection No. % infection
Cx. pipiens 100 91.0 102 7.8¢
Cx. quinquefasciatus 102 100 100 5.0¢

“ Significantly lower than % infection with alfalfa/hog chow by
Chi-square analysis (P << 0.001).

Tabla 2. Efecto de los alimentos larvales sobre la susceptibilidad del segundo estadio Cx. pipiens y Cx.

quinquefasciatus al virus CuniNPV en MgCl, 10 mM a una tasa de dosificacién estimada de 1.6 x 10 7 OBs / ml.
Andreadis TG. 2003
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9.2 Iridovirus

Los Iridovirus también infectan las fases larvarias de mosquitos Aedes
taeniorhynchus que se encuentran en el agua, infectado durante la ecdisis. La
proliferacion del virus en el agua se produce por la muerte de larvas infectadas, que
durante la descomposicion del cuerpo esparcen los CO, y produce la infeccion en
otras larvas. El promedio de infeccion méaximo es de 35% con un tiempo de
exposicion de 48 horas (Tabla 3) *°.

ResuLts oF ExposinG LATE FimsT- OR EARLY
SECOND-INSTAR LARVAE OF A. taeniorhynchus
10 MIV oF A. taeniorhynchus ¥or VARIOUS

PER10ODS ¢
Length of No. of Percent
exposure fourth-instar patent
(hr) larvae examined infection
1 310 2
3 502 2
6 326 7
12 486 11
24 522 20
48 480 35
168 ¥ 606 37
Control 756 —

Tabla 3. Resultados de la exposicion de larvas de primer y segundo estadio larvario de Aedes taeniorhynchus a
MIV en diferentes periodos de tiempo. Woodard DB. 1968

Si la larva se infecta en los estadios larvarios 3° y 4° y sus probabilidades de
sobrevivir y pasar a fase adulta aumentan y puede pasar el virus a su progenie. Una
forma de infeccion puede ser de forma oral por la ingestion de viriones y otra puede
ser por dafios en la pared intestinal que facilitan la infeccion de las células
intestinales. Del total de los huevos puestos por las hembras infectadas durante la
fase larvaria, entre el 18 y el 50% resultaron infectados con Iridovirus. ElI 20%
aproximadamente de las larvas que son progenie de mosquitos infectados en fase
larvaria, desarrollaran la infeccion por Iridovirus. A demas que hay que tener en
cuenta la temperatura del agua ya que se logran mayores porcentajes de infeccién
con un temperatura en el agua de entre 25°C y 30°C (Tabla 4) *°.

31



Tabla 4. Resultados de infeccion de larvas criadas de Aedes taeniorhynchus a varias temperaturas después de

ResuLTs oF REARING LARVAE OF A. taeniorhynchus
AT VARIOUS TEMPERATURES AFTER 24-HR
ExpPosURE To MIV oF A. taeniorhynchus

IN THE LABORATORY ¢

Rearing No, of Percent
Temperature time ? fourth-instar patent
(°C) (days) larvae examined infection
20 18 765 3
25 8 2129 12
30 5 967 15
Control 7 — —_—

{ambient)

ser expuestas por 24 horas a iridovirus. Woodard DB. 1968

9.3. AeDNV

La infeccion por el densovirus AeDNV se desarrolla en las larvas de mosquitos
Aedes aegypti. El virus esta presente en el agua donde la hembra hace la
oviposicion, e infecta a las larvas las cuales se desarrollan mas lento y hace que
disminuya el promedio de pupacién (Gréfica 1) %.

% Pupation

Cumulative % Pupation (AeDINV Tc/Rex-D)

Gréfica 1. Porcentaje de pupacion de Aedes aegypti al exponer las larvas a diferentes concentraciones virales.

Jeremy P. 2004
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Actividades como la oviposicion de las hembras y la muerte de las larvas causan el
aumento de los titulos virales en el agua, aunque se ha visto que con titulos desde
1X108 y concentraciones mayores se puede llegar a un porcentaje de infeccién en
adultos si la larva se expone desde el primer estadio, de entre el 75y el 96% (Tabla

5) 2,

AeDNV
n  Percent infected” Titer (log)

Initial dose (geq/ml)

Control 18 0 <ab
10% 43 83.3 + 85 8.4=*+15
107 65 75.0 = 10.2 85+ 1.7
101 06 06.4 = 13.9 08=*=19
10'! 27 87.0 £ 10.5 10.6 = 1.5

P values 0.034 <2().0001

Tabla 5. Porcentaje de infeccion en adultos que fueron expuestos a AeDNV desde primer estadio larvario.
Jeremy P. 2004

Las hembras pueden pasar el virus transovaricamente infectando entre el 50 y el
80% de los huevos, ademas de que el promedio de produccion de huevos
disminuye (Gréficas 2 y 3) ®.

100

80+

60

40

% Eggs Infected

204

2 4 [§] 8 10 12 14 16 18 20
Week

Gréfica 2. Porcentaje de huevos infectados de Aedes aegypti con AeDNV analizados en el transcurso de 20
semanas. Suchman E. 2009
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Gréfica 3. Comparacion entre la produccion de huevos de Aedes aegypti entre mosquitos infectados de los no
infectados con AeDNV frente a un modelo matematico. Erica L. Suchman. 2009

9.4 AalDNV

Con el virus AalDNV la infeccion se produce en la fase larvaria en el agua, ya que
son las larvas infectadas que mueren las que elevan los titulos virales en el agua.
Se ha visto que el tiempo de exposicién que tienen los mosquitos al virus influye en
los porcentajes de infeccién y muerte de los mismos. La totalidad de las larvas que
se infectan mueren al estar expuestas al virus en fases tempranas de la fase
larvaria, pero en la fase de pupa donde la larva se infecta en el Ultimo estadio
larvario, hay una variacion de mortalidad con respecto al tiempo que se expusieron
al virus. Por ejemplo en un estudio cuando las larvas se expusieron al virus antes de
entrar a fase de pupa, el porcentaje de pupas infectadas y que murieron fue mayor
cuando la larva se expuso al virus por un lapso de 48 horas con una muerte en fase
de pupa de un 98% aproximadamente, frente a aquellas que tuvieron contacto por
36 horas con un porcentaje de mortalidad del 97% (Tabla 6). Estos resultados de
infeccion y muerte en fase larvaria y de pupa se deben a que estas son las fases
mas criticas en el desarrollo del mosquito hasta su fase adulta. También influye la
temperatura ambiental en la cual se produce la etapa de infeccion viral, pues a una
temperatura de 25°C se produce un mayor porcentaje de infeccion y mortalidad en
fase larvaria y de pupa (Gréfica 4) *.
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Effect of Duration of Virus Contact on the Infection Rate of Ae. aegypti Mosquitoes

36 hr contact 48 hr contact

No. of tested No. of infected Percentage No. of tested No. of infected Percentage

individuals individuals of infection individuals individuals of infection
Dead larvae 36 36 100.0 59 59 100.0
Dead pupae 40 39 97.5 76 75 98.7
Dead males 17 15 88.2 12 11 91.7
Dead females 6 5 83.3 7 7 100.0
Surviving males 78 19 24.4 29 10 34.5
Surviving females 62 21 33.9 17 5 29.4
Total No. of dead mosquitoes 99 95 96.0 154 152 98.7
Total No. of surviving mosquitoes 140 40 28.6 46 15 32.6
Tatal 239 135 56.5 200 167 83.5

Tabla 6. Efectos de la duracion del contacto con AeDNV en la infeccion de mosquitos Aedes aegypti. Barreau C.

1996

100

Mortality (%)

O surviving adults [ dead adults

virus infected

El dead pupae

dead larvae

Gréfica 4. Efectos de la temperatura en la mortalidad de Aedes aegypti a diferentes temperaturas. Barreau C.

1996

El porcentaje de larvas infectadas también aumenta con el tiempo, ya que desde los
7 dias de la primera infeccién pueden verse un porcentaje de infeccion del 10% y
luego aumentar a un 90% o incluso un 100% al cabo de 28 dias después de la

infeccion (Gréfica 5) .
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Cumulated mortality (%)

Days

Gréfica 5. Mortalidad de Aedes aegypti después de la infeccién larval de primer estadio. Barreau C. 1996

9.5 AgDNV

AgDNV es un virus que causa poco dafio en la fase larvaria y el adulto de los
mosquitos Anopheles, aunque puede causar una disminucién leve de la esperanza
de vida en estas fases. Puede infectar hasta el 100% de las larvas de Anopheles por
lo cual es un virus altamente infeccioso pero no es patoldgico, lo cual es una ventaja
para su uso en paratransgénesis que es el uso de este virus dentro del cuerpo del
mosquito para afectar al parasito de Plasmodium en su interior ya que se necesita al
mosquito vivo para este propoésito (Grafica 6) 2.
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Gréfica 6. Comparacion de supervivencia de mosquitos Anopheles infectados con AgDNV, frente a mosquitos no
infectados. Ren X. 2018

CuniNPV

AeDNV

AalDNV

AgDNV Iridovirus Entomopoxvirus| Birnavirus
Hospederos . i . . i Mosquitos genero . i . Células C6/36
Mosquitos género Mosquitos Mosquitos genero Anopheles Mosquitos genero Mosquitos
Culex género Aedes Aedes gambiae Aedes genero Aedes
o - -
% de infeccion y 80 - 84%
muerte 96% 98% 100% 35% N/A N/A
Fase de infeccion . . . . .
Larvaria Larvaria Larvaria Larvaria y adulto Larvaria N/A N/A
Transmision
vertical No Si En estudio Si Si N/A N/A
Cuerpos (.je oclusion, Perdida de . L, . . o Destrucuo? de Vacuolizacién
L cambios en el L, Perdida de funcion Iridescencia, dafio | los hemocitos 3
Efecto citopatico . funcion . . N/A . . . de las células
comportamiento . . multiorganica en el intestino del tejido .
. multiorganica . infectadas
larvario adiposo

Tabla 7. Tabla comparativa de los efectos de los entomovirus en mosquitos Aedes, Anopheles y Culex
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10.Discusién

Segun la OMS, al afio mueren 700.000 personas por enfermedades transmitidas por
vectores y casi 4000 millones de personas estan en riesgo de contraer alguna
enfermedad transmitida por vectores como Dengue, Chikungunya, Fiebre amarilla,
malaria, leishmaniasis, etc *. Muchos de estos vectores son mosquitos de los
géneros Aedes, Anopheles y Culex que pueden transmitir estas enfermedades. Los
riesgos aumentan en zonas donde el clima ayuda a la proliferacion de estos
vectores y donde las condiciones socioeconémicas y de higiene son pobres .
Segun la OPS en América existen alrededor de 145 millones de personas viven en
zonas de riesgo para enfermedades transmitidas por vectores, y las tasas de
infeccion de varias de estas enfermedades esta en aumento como por ejemplo
enfermedades como Leishmaniasis y otras enfermedades parasitarias 2.

En Colombia la prevalencia de casos de infecciones por arbovirus se presenta en
lugares con una altura inferior a los 2200 m.s.n.m, lo cual corresponde a una gran
area del territorio nacional, ademas de que las enfermedades tienen un pico
epidémico cada cierto tiempo, en el cual los casos de infectados aumentan. No solo
los factores territoriales afectan al aumento de estas arbovirosis 0 parasitosis, sino
que también la actividad humana como la mineria, la deforestacion y la migracion
del campo a la ciudad, transportar estos vectores a lugares donde no son
endémicos, la falta de responsabilidad con respecto a las medidas que se deben
tomar para evitar la proliferacién del mosquito, la poca higiene vy la desigualdad
social 2.

En lo que va del afio 2020 el reciente brote de Dengue ha causado 57 muertes a
nivel nacional y mas de 30.600 casos, ademas de que comparado con afios
anteriores, este virus ha tenido un aumento de casos que lo han convertido en una
epidemia en Colombia ",

En Colombia las diferentes especies de mosquitos, principalmente del género
Aedes, se estan estableciendo en lugares donde antes no se encontraban dentro
del territorio nacional, por lo que se hace importante mantener una vigilancia
entomoldgica activa de los lugares donde estos vectores estan y saber cudles de
ellos estan infectados con algun arbovirus .

El uso de insecticidas y plaguicidas en Colombia para control de plagas de cultivos y
mosquitos ha sido una herramienta muy usada en el pais a lo largo de los afios y ha
sido una pieza clave en la economia de muchos departamentos del pais **. El
problema estd en que muchos de estos compuestos debido a su naturaleza
plaguicida tienden a tener compuestos que no solo afectan a estos insectos, sino
gue también afecta otros seres vivos como plantas, animales y seres humanos.
Incluso se sabe que hay muchos plaguicidas cuyos compuestos penetran la tierra
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hasta contaminar las fuentes de aguas subterrdneas °. Debido a todos estos
factores el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) hizo una lista de resoluciones
en la cual estan los plaguicidas que ya son prohibidos en Colombia debido a su
efecto dafiino sobre el ambiente y los seres humanos debido a los dafios colaterales
para las personas que trabajan con estos compuestos '’. Los compuestos
organofosforados causan en los trabajadores dafios psicoldgicos inmediatos y a
largo plazo como depresion y alucinaciones “®. En los nifios que se han expuesto a
estos quimicos se ha evidenciado trastornos en el desarrollo psicomotor,
convulsiones y coma ® “°. Los organofosforados causan una inhibicién en la
acetilcolinesterasa, que es una enzima que hidroliza el neurotransmisor encargado
de la sinapsis del sistema nervioso central con el musculo esquelético. Cuando esta
enzima se inhibe, hay una acumulacién de acetilcolina lo cual se evidencia como
disminucién del ritmo cardiaco y presion arterial, ademas de cambios en la
respiraciéon y mareos %

Se han presentado resistencias por parte de los moquitos a varios de los
compuestos quimicos usados a lo largo del tiempo, siendo lo mas caracteristico
adaptaciones enzimaticas como la producciébn de esterasas y las enzimas
conjugadas de la fase | y Il y las oxidasas de funcion mixta de fase | que ayudan a la
desintoxicacion del mosquito, resistencias en la penetracion del quimico en el
mosquito y aumento de la eliminacién del quimico del cuerpo del insecto %°, como
por ejemplo en Brasil donde se ha encontrado resistencia de Aedes aegypti a
Deltametrina, Temefos y Diflubenzuron debido a estas enzimas 2!. Otro ejemplo es
la resistencia que han desarrollado las larvas de diferentes géneros de mosquitos en
diferentes partes del mundo a los organofosforados y a los piretroides por el uso de
dos mecanismos: mutacién en el canal de sodio dependiente de voltaje o por
niveles elevados de monooxigenasas que ayudan a la desintoxicacién larvaria 8% 8%
84

En Colombia con el fin de vigilar las respectivas resistencias que desarrollan los
mosquitos, anualmente se hacen ensayos en los cuales se mide la resistencia de
ciertas especies de mosquitos frente a sustancias como piretroides,
organofosforados y carbamatos .

Una alternativa al uso de quimicos es el uso de controles bioldgicos los cuales son
mucho mas seguros con el medio ambiente y los animales. El uso de hongos,
bacterias y peces larvicidas son una buena herramienta de control ya que pueden
atacar mosquitos, en muchos casos sin importar el estadio de desarrollo del mismo.
Sin embargo, estos organismos deben ser usados con moderacion ya que su uso
implica introducir estas especies en habitats en donde puede que no sean
endémicos. Aparte de esto se deben tener en cuenta los factores ambientales
adecuados para que estos organismos tengan buenos indices de crecimiento e
infectividad.
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Debido a lo anterior se propone el uso de entomovirus, los cuales en diferentes
experimentos anteriormente mencionados, se sabe que estos son especificos de
sus huéspedes y que pueden ser Utiles para atacar al mosquito sobre todo en fase
larvaria. Las larvas que sobreviven a esta fase después de ser infectados con
entomovirus, tienen la capacidad de pasar estos virus durante el apareamiento a
mosquitos sanos y a las larvas, lo cual favorece el esparcimiento del virus **2% %,

Sin embargo, para su uso se debe tener en cuenta factores como el tropismo que
tiene el virus por su respectivo hospedero **, las células que infecta, qué tanto nivel
de mortandad tiene en los individuos infectados y las condiciones que necesita el
virus en el medio ambiente para ser infectivo > *, ya que los resultados obtenidos,
se obtuvieron en condiciones controladas en un laboratorio.

Por ejemplo CuniNVP es un virus que solo tiene tropismo por mosquitos Culex, por
lo cual su uso es muy limitado ya que no tiene tropismo por otros géneros de
mosquitos de interés en salud publica como Aedes y Anopheles #. Aunque segun
los experimentos el promedio de infeccién en larvas es alta, se necesitd la adicion
de cationes divalentes de Mg %" para lograr ser infectivo > %2, La temperatura del
agua también influyé en los resultados, ya que a una temperatura de 17°C se
obtuvieron mejores porcentajes de infeccién que a temperaturas superiores 2.

Con el virus AeDNV las tasas de pupacion disminuyeron en el caso de larvas
infectadas desde los primeros estadios. Sin embargo, estos resultados se
obtuvieron bajo condiciones de temperatura y tiempo de exposicion controlados, ya
gue la concentracion viral en el agua donde estan las larvas y el tiempo al que estas
deben exponerse al virus, que segun los resultados debe ser por un tiempo de 48
horas para que mas del 90% se infecte y muera, son variables que deben tenerse
en cuenta al momento de usar este virus en el medio ambiente % 2,

En el caso de los virus AalDNV vy los iridovirus el tiempo de exposicion gque tienen
las larvas con el virus y la temperatura también son factores importantes, pues
cuanto mas tiempo se expongan las larvas al virus, a una concentracion viral
especifica, y a una temperatura entre los 25°C y los 30°C, los porcentajes de
infeccion se elevan entre el 98 y 100% para las larvas infectadas con AalDNV y 35%
para las larvas infectadas con iridovirus * 1°. A pesar de que la ingestion de iridovirus
puede ser una via para la infeccién por este virus, se necesita un dafio en la pared
peritrofica del intestino de la larva para que se produzca una infeccidn que pueda
ser fatal para la larva ®®, y por eso no se recomienda su uso como biocontrolador .

En el caso de AgDNV se ha observado que este virus no causa una letalidad
significativa en el huésped en su fase larvaria ni en su fase adulta, y que ademas
tiene muy poco tropismo por otros mosquitos como Aedes, Culex y otros artropodos
24,6465 gy uso Ultimamente se ha estudiado para infectar el parasito Plasmodium
de forma paratransgenica, en la cual es una ventaja que este virus no cause un
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dafo significativo en el mosquito adulto. Otro aspecto que se observo de la infeccion
viral es que las hembras que fueron infectadas después del apareamiento con
machos infectados, contuvieron el virus en sus espermatecas y no se diseminan por
el resto del cuerpo. La posibilidad de que el virus pueda generar alguna infeccion de
forma vertical sigue en estudio ®*.

Los Birnavirus son virus que aunque se han aislado de lineas celulares C6/36, se ha
visto que necesita de una coinfeccion con virus DENV para su replicacién. Aun no
estd muy claro como funciona esta coinfeccidon entre ambos virus, pero se ha visto
gue en los cultivos celulares los titulos de DENV se ven disminuidos ya que no
pueden replicarse. Parece que el Birnavirus Espiritu Santo compite por los
receptores que utiliza la cepa DENV-2 44/2 para infectar las células, evitando asi la
proliferacién del virus °’.

Con respeto a la inmunidad que el mosquito pudiera presentar ante los
entomopatdégenos usando células presentes en la hemolinfa del insecto como
plasmocitos, células granulares que fagocitan, hasta los hemocitos que producen
proteinas como lisozima, lectinas, la hemolinfa y cecropinas que destruyen
bacterias, virus, parasitos y hongos, también existen otros métodos de ataque
inmunitario por parte del sistema inmune de los dipteros como la encapsulacién de
los patégenos bajo un grupo de células inmunes llamadas células melanoticas, las
cuales encierran los patégenos para su destruccion. Estas herramientas
inmunitarias son efectivas con ciertos patégenos, ya que algunos parasitos no
pueden ser atacados ni fagocitados por su gran tamaifio, y hay hongos y bacterias
causan inmunosupresion del insecto y logran infectar hasta causar su muerte .

Teniendo esto en cuenta, factores como la temperatura del agua donde estan el
virus y las larvas, concentraciones virales en el ambiente, capacidad de transmisién
vertical, fase en la que los mosquitos se infectan y la condicion del sistema inmune
del insecto, hacen que esta herramienta de control biolégico siga aun en estudio.
Sin embargo en el caso de los Birnavirus y AgDNV sus posibles usos contra los
microorganismos que estan dentro del cuerpo del vector y que luego son
transmitidos a los humanos a través de la picadura del mosquito, ofrece un punto de
trabajo diferente para el uso de los entomovirus. Faltan estudios que permitan usar
los entomovirus in vivo con estos propositos.

11.Conclusiones

e La revision bibliografica demuestra que se ha experimentado en laboratorios
con diferentes entomovirus dirigidos a géneros de mosquitos de interés en
salud publica como Aedes, Anopheles y Culex
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e Los entomovirus pueden ser una alternativa de control efectiva contra
mosquitos de interés en salud publica debido a su especificidad de
hospedero, sus porcentajes de infeccién y mortalidad en las fases de larva y
pupa, al dafio que puede producir en los mosquitos infectados y la capacidad
de algunos entomovirus para pasarse de manera vertical a la progenie.

e La especificidad de hospederos de los entomovirus es una desventaja ya que
se necesitaria un entomovirus contra cada género de mosquito. Ademas que
las condiciones que necesitan estos entomovirus para tener altos porcentajes
de infeccion como temperatura ambiental y en algunos casos, la presencia o
ausencia de cationes, hacen que los entomovirus sean aun una alternativa de
control biologico en estudio.
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