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Abreviaciones

AMBA Area Metropolitana de Buenos Aires.
Bti Bacillus thuringiensis isralensis.

CABA C(Ciudad Auténoma de Buenos Aires.
CCE Células Coriénicas Externas.
CHIKYV Virus chikunguna.

CONAE Comision Nacional de Actividades Espaciales.

DDT dicloro difenil tricloroetano.

DENYV Virus dengue.
FDA Food and Drug Administration.
GEM Grupo de Estudio de Mosquitos.

Ls Lysinibacillus sphaericus.

LSB Least Significant Bit.
MSAL Ministerio de Salud Nacional.

OMS Organizacién Mundial de la Salud.

OPS Organizaciéon Panamericana de la Salud.

PEI Periodo de Incubacion Extrinseco.

PII Periodo de Incubacién Intrinsico.
RIQ Rango Intercuartil.

SE Semana Epidemiolégica.



SP Sensor Principal.

SR Sensor Residual.

ULV Ultra-Low Volume.

YFV Virus fiebre amarilla.

ZIKV Virus zika.



Glosario

Calor de Vaporizacion También llamada entalpia de vaporizacién, es el calor libera-
do cuando se condensa una unidad de masa de vapor. Normalmente representa la

transferencia de calor por unidad de masa condensada.

Calor Especifico Es la energia requerida para elevar en un grado la temperatura de una

unidad de masa de una sustancia.

Diapausa Periodo de dormancia que consiste en la interrupcién del desarrollo, marcada
por la disminucién de la actividad metabdlica, que es generalmente inducida previo

al comienzo de condiciones desfavorables.

Sensores de actividad de ovipostura Dispositivo utilizado para detectar la actividad

de ovipostura de las hembras adultas de Aedes aegypti.

Serotipo Representa un grupo dentro de una especie de microorganismo (virus, bacterias)
que se diferencia de otras subpoblaciones segin los antigenos que presenta en su

superficie celular.

Temperatura de saturacién Es la temperatura a la cual, a una presién dada, una

sustancia experimenta un cambio de fase.

Viremia Presencia de virus en la sangre.



Resumen

El mosquito Aedes aegypti es un vector de habitat domiciliario transmisor de enfermedades como el
dengue, fiebre amarilla, zika y chikunguna. Es posible evitar la transmision de estas enfermedades
utilizando métodos de control del vector. Estudios previos han demostrado que el agua caliente
[1] puede disminuir la viabilidad de los de los huevos de Aedes aegypti y el vapor de agua, generar
la mortalidad de los huevos y larvas de Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus [2]. En base a
estos resultados, en el presente trabajo se analiza el efecto del vapor de agua sobre la viabilidad de

los huevos de Aedes aegypti ya que este medio presenta una transferencia de calor més eficiente.

La hipétesis de este trabajo es que, al igual que el agua caliente, el vapor de agua se puede utilizar
como método fisico para el control del mosquito Aedes aegypti en estadio de huevo. El primer
objetivo fue encontrar las condiciones 6ptimas para las maquinas de vapor utilizadas y analizar el
comportamiento del vapor emitido. Por otro lado, se analiz6 el rango de temperaturas y tiempos
minimos de exposicién de los huevos al vapor para que la mortalidad sea del 100 %. Finalmente
se analizé la posibilidad de dispersién de los huevos debido al impacto del vapor y se determiné
una combinacién de temperatura, tiempo y distancia éptima, con el equipamiento utilizado, para

eliminar los huevos de Aedes aegypti.

Se utilizaron maquinas de vapor de uso hogareno para limpieza de superficies. Para las mediciones
de la temperatura del vapor emitido por las mismas se utilizaron dos sensores de temperatura
resistentes al agua colocados entre si a una distancia de 8 cm. La temperatura del vapor emitido se
controlé distanciando la boquilla de la maquina de vapor de los sensores, utilizando una estructura

de madera semi-abierta diseniada ad hoc.

Una vez determinada la relacion entre la distancia de la boquilla y la temperatura en el sis-
tema semi-abierto, se tomaron estas temperaturas como referencia para los experimentos rea-
lizados con muestras de huevos en sistemas cerrados y semi-cerrados. Se analiz6 la viabilidad
de los huevos, inicialmente viables, a distintas temperaturas y tiempos de exposicién al vapor.
Estos ensayos se realizaron en recipientes, cerrados o semi-cerrados, de diversos tamanos para
garantizar las condiciones de bioseguridad. Adicionalmente, se realizaron ensayos para medir la

dispersién/permanencia de los huevos al ser expuestos a la salida de vapor.

Se estableci6 la relacion entre la temperatura registrada por los sensores y el desplazamiento
horizontal, vertical y radial de la boquilla respecto de los mismos. Las temperaturas y los tiempos
minimos de aplicaciéon de vapor que resultaron en una viabilidad nula fueron de: 1 segundo
a 95,3°C, 89,3°C, 78,1°C y 70,3°; 3 segundos a 60,0°C; 5 segundos a 65,3°; y 10 segundos a
56,5°C y 54,5°C. Para disminuir la dispersiéon de los huevos, se aplicé un tiempo de espera de 20
segundos entre la activacion de la salida de vapor y la aplicacién sobre las muestras. Se observo
que a distancias mayores o iguales a 4 cm no existe dispersién de los huevos. Consecuentemente,
las condiciones 6ptimas experimentales para eliminar los huevos de Aedes aegytpi es aplicar vapor

a 4 cm (65,3°C) por al menos 5 segundos.

Se propone al vapor como un método de control fisico del mosquito Aedes aegypti econémico, de
facil implementacién, de uso eficiente, minimamente invasivo y amigable con el medio ambiente.
El momento recomendable para la aplicacion de este método seria en los meses de menor actividad
del vector, el invierno, ya que se encuentra en estadio de huevo. Se sugiere que la aplicacién se
realice en todos los criaderos posibles, pero sobre todo en los de dificil acceso como rejillas y

sumideros.



1. Introduccion

El mosquito Aedes aegypti es un vector que transmite los virus del dengue, zika,
chikunguna y fiebre amarilla (DENV, ZIKV, CHIKV, YFV por sus siglas en inglés). De
las enfermedades generadas por estos virus, el dengue es la que méas afecta a la Argentina
y, tal es su importancia, que la Comisién Nacional de Actividades Espaciales (CONAE)
ha desarrollado una plataforma, en conjunto con el Ministerio de Salud Nacional (MSAL),
cuyo objetivo es la estratificacién del riesgo de dengue a nivel nacional [3]. En la figura
1 se puede observar el riesgo ambiental estimado en toda la Argentina en 2020 y en la
Provincia de Buenos Aires entre los anos 2018-2020. EI componente ambiental describe el
riesgo intrinseco de circulacion viral de dengue, modelado por el clima y las caracteristi-
cas ambientales que favorecen la proliferacién y desarrollo del vector Aedes aegypti y la
amplificacién del virus [3]. En particular, durante el 2020 se presenté la peor epidemia de
dengue registrada hasta el momento en Argentina, la cual fue opacada por la pandemia de
COVID-19. Se observaron en las primeras 30 semanas aproximadamente 58.319 casos de
dengue (confirmados y probables), 17.500 casos mas en comparacién con el mismo periodo
de la epidemia de 2016 [4]. En la provincia de Buenos Aires (incluyendo CABA), el nimero
de casos confirmados de dengue autéctono fueron de 13.085 (desde la SE 31 de 2019 hasta
la SE 30 de 2020).



Figura 1: El panel a la izquierda representa el riesgo ambiental del dengue en el territorio
argentino en el 2020. Cada ciudad, pueblo y localidad estd representada por un punto
donde el color rojo implica riesgo alto, el naranja riesgo medio alto, el amarillo riesgo
medio bajo y el verde riesgo bajo. El panel a la derecha representa el riesgo ambiental en
la Provincia de Buenos Aires en los ano 2018 (a), 2019 (b) y 2020 (c). Figuras adaptadas
de [5].

Realizando un enfoque en Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA), la presencia
de Aedes aegypti ha crecido significativamente en los tltimos 20 ano, en paralelo con los
casos de dengue (figura 2). En la regién del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA),
el mosquito Aedes aegypti tiene un comportamiento estacional, esto significa que durante
el invierno el adulto y los otros estadios larvales desaparecen. La poblacién persiste durante
la temporada desfavorable (temperatura baja) en estadio de huevo, que es capaz de resistir
tanto al frio como a la desecacién. La inhibicién de la eclosién de los huevos en invierno
se debe a la entrada a la diapausa (estadio de letargo) [6]. Este comportamiento natural
del vector permite desarrollar estrategias de eliminacién/erradicacién durante el invierno,

donde solo se encuentra presente en estadio de huevo, el més vulnerable.
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Figura 2: Gréfico representativo del incrementa de los casos de dengue en CABA (rojo)
y del porcentaje del territorio de CABA con Aedes aegypti. El porcentaje del territorio
con Aedes aegypti tiene un comportamiento estacional que explica la curva azul individual
por ano. Los casos de dengue en CABA en el afio 2020 son aquellos registrados hasta la
SE 18/19 (contemplando desde la SE 31 del 2019). Nicélas Schweigmann, comunicacién

personal.

El Aedes aegypti se considera un mosquito de habitat domiciliario, esto significa
que sus criaderos se encuentran en sumideros, rejillas y cacharros donde se acumula agua.
Particularmente, los hospitales son lugares criticos ya que tienen abundancia de rejillas de
desagiie de dificil acceso y control. Para enfrentar la problematica de la eliminacién del
Aedes aegypti se han propuesto distintas estrategias. La quimica se centra en la eliminacién
del vector mediante la utilizacién de productos quimicos. Comuinmente apunta a eliminar
el mosquito adulto y no a los criaderos, donde se encuentra la mayor concentracién de
la poblacién pero en estadio de huevos y tiene una efectividad relativa. De este modo,
no se toma en cuenta el comportamiento del Aedes aegypti que se basa en oviponer la
mayor cantidad de huevos en criaderos distintos, ya que el mosquito no cuida a sus crias a
diferencia de los mamiferos. Por lo tanto, una hembra de Aedes aegypti pone entre 300 a
500 huevos en toda su vida y con que sobreviva uno, ya es un éxito. Uno de los métodos es la
pulverizacién mediante camionetas (fumigacién), sin embargo presenta una baja eficiencia
ya que la gran mayoria de los criaderos, y mosquitos, suelen encontrarse en los centros de
las manzanas y no se ven afectados. Por otro lado, los mosquitos pueden generar resistencia
a los insecticidas utilizados. Finalmente, al fumigar, también se eliminan los depredadores
naturales del Aedes aegypti que tardan un mayor lapso de tiempo para volver a aparecer en

el ambiente, en comparacién al mosquito. En conclusién, los insecticidas se deben utilizar
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cuando exista la transmisiéon de dengue, como método correctivo y no preventivo [7].

Las estrategias bioldgicas buscan comprender el ciclo de vida y el comportamiento
del mosquito para poder asi buscar los puntos débiles. Se focalizan en generar ambien-
tes seguros, mediante la incorporacion de métodos preventivos en manzanas, escuelas y
hospitales. Para ello se plantean varias estrategias conjuntas: la primera es la concientiza-
cién de la poblacion para disminuir los microambientes favorables para el Aedes aegypti.
La segunda es el “descacharrado”, que es la eliminacién en los domicilios de todo objeto
que pueda ser, o pudo haber sido, utilizado como criadero por el mosquito. Estos son
recipientes o trastos que acumulen agua, sobre todo si se encuentra a la sombra (ver la
definicién de criaderos segiin MSAL en la seccién 1.2.1). La tercera es utilizar métodos
de control fisico, que aprovechan las propiedades fisica de los elementos naturales como el
agua, para eliminar criaderos en los domicilios. Estas estrategias son sumamente efectivas
si se llevan a cabo e implementan en el invierno, ya que el mosquito pasa esta estacion

casi exclusivamente en forma de huevo, que es la mas vulnerable [8].

Partiendo de esta base, el presente estudio busca identificar y optimizar un método
de control fisico enfocado en el estadio de huevo que sea amigable para el medio ambiente
y que asegure la méxima mortalidad de los huevos de Aedes aegypti durante su periodo
inactivo. Dentro de los métodos de control fisico, se encuentra la aplicacién de agua hir-
viendo en criaderos de dificil acceso (por ejemplo aquellos que no se pueden vaciar ni
eliminar como alcantarillas, sumideros, rejillas, etc). Sin embargo hay que tener en cuenta
que se debe utilizar suficiente agua hirviendo para generar un cambio significativo en la
temperatura donde se encuentran los huevos viables [1]. Cabe destacar que los huevos se
desarrollan y eclosionan a temperatura, ambiental y del agua idealmente entre los 25°y los
28°[9]. De todos modos, esta técnica no serfa aplicable donde los criaderos se encuentran
en lugares de mayor porte, como podrian encontrar en hospitales y escuelas, dado que se
requeriria de una gran cantidad de agua hirviendo. Otra estrategia reportada es el uso
de vapor de agua para el control de macrofitas o huevos y larvas de Aedes albopictus y
Culex quinquefasciatus ([10] y [2]). En el presente estudio se plantea esta metodologia de
eliminacién de huevos con vapor de agua (control fisico). La misma explora maximizar la
transferencia de calor del vapor e impulsar otra posible aplicacién para las maquinas de

vapor de uso doméstico o industrial.
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Para lograr comprender el potencial impacto de desarrollar una técnica que permita
eliminar los huevos del mosquito Aedes aegypti utilizando el vapor de agua, es fundamental
considerar el ciclo de vida de este vector, su comportamiento y las condiciones necesarias
para que prolifere y sobreviva. Por otro lado, es necesario conocer el impacto que genera
al transmitir enfermedades en la poblacién argentina. Se evaluarian los métodos existentes
de control del vector en cuanto a su factibilidad, toxicidad, costo y riesgo para el medio
ambiente. Finalmente se planteara la importancia de utilizar vapor de agua como método

econémico, amigable con el medio ambiente y de facil manipulacién.

1.1. Distribucion Geografica de Aedes aegypti

El vector Aedes aegypti se origina en Africa y se extiende a América como resultado
del comercio maritimo desarrollado a partir del siglo XVIII [11]. Como evidencia de la
presencia del mosquito en el siglo XIX en Buenos Aires se encuentran los registros de los
brotes de fiebre amarilla en 1858 y 1870, asi como la gran epidemia en 1871 [12]. Para
el comienzo del siglo XX el dengue ya estaba presente en la mayor parte de América
Central y Sudamérica, alcanzando asi el territorio argentino. En 1916 se presentaron los
primeros casos de dengue en las provincias de Entre Rios y Corrientes como consecuencia
de un caso importado de Paraguay [13]. Hasta aproximadamente 1950 el mosquito Aedes
aegypti estuvo presente en el Norte y Centro del pais incluyendo las provincias de Jujuy,
Formosa, Salta, Corrientes, Misiones, Chaco, Buenos Aires, Cérdoba, Tucumén, Santiago
del Estero, La Rioja, Santa Fe, Catamarca, Entre Rios y Salta [14]. Sin embargo, en
1947 comenzd una campana de erradicacién liderada por la Organizaciéon Panamericana
de la Salud (OPS) con el objetivo de eliminar el Aedes aegypti del continente. En dicho
programa se establecieron normas técnicas y de evaluacién de los resultados para que la
campana se desenvolviera de manera sistematica y uniforme en todos los paises que lo
habian emprendido como la Argentina y otros 19 paises de América [15]. El método de
erradicacién fue perifocal utilizando un insecticida, dicloro difenil tricloroetano (DDT),
con una aplicacién una vez por ano en el caso de una localidad pequena, dos aplicaciones
por ano en una localidad mediana y cuatro aplicaciones al ano en una ciudad grande
[15]. Este tipo de tratamiento esta enfocado en eliminar el mosquito en la etapa de adulto
utilizando un insecticida de efecto residual, en forma de suspensién, aplicado en el exterior e

interior de los recipientes que pueden acumular agua, la contengan o no, también se rocian
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las paredes cercanas a dichos depésitos [15]-[16]. En Argentina, el vector se considerd
erradicado en 1963 por el MSAL y en octubre de 1965 por el Consejo Directivo de la OPS
[14]. La ausencia del vector se extendi6 por un periodo aproximado de 10 anos y en 1986 el
MSAL informé la reinfestacion en el norte de Argentina, especificamente en Misiones [17].
Ya para el ano 1995 el vector habia llegado a CABA [18]. La presencia de Aedes aegypti en
los paises limitrofes y la reaparicién del dengue en dichos lugares, especificamente Brasil,
Paraguay y Bolivia, incrementa el riesgo de la aparicion de casos en Argentina.

El desarrollo, la permanencia y la dindmica de un vector en un espacio geografico
en un determinado momento es resultado de la presencia de miltiples factores tales como
ecologicos, climaticos, socioeconémicos, politicos y culturales, entre otros. Comprender la
distribucién geografica del vector puede ayudar a prevenir la propagacién de enfermedades
y, a la vez, asistir en el desarrollo de un plan de accién adecuado.

Respecto a los factores ecoldgicos y climaticos, la presencia de Aedes aegypti se
ve favorecida por los climas calidos y himedos. La distribucién geografica es tropical y
subtropical, entre las latitudes de 45°N y 35°S, y respecto a la altura, por debajo de los
1800 metros y hasta niveles mds bajos a distintas latitudes. Los limites de distribucién en
los hemisferios norte y sur corresponden a la isoterma de 10 °C de enero en el hemisferio
norte y de julio en el hemisferio sur [9].

Existen cuatro escenarios béasicos que explican la ocurrencia intra-anual y abun-

dancia de los estados activos de Aedes aegypti alrededor de todo el mundo [19]:

1. Presencia durante todo el ano y potencial de alta abundancia de las etapas activas.
Ejemplos de este estadio se presentan en el sudeste asidtico, en el norte de Argentina,

Brasil, Centro América, etc.

2. Presencia durante todo el afio pero con el potencial de presentar una gran abundancia
de las etapas activas solo durante la parte més favorable del afio, tipicamente cuando

las temperaturas cdlidas coinciden con una temporada lluviosa.

3. Presencia estacional donde las etapas activas pueden alcanzar una abundancia mo-
derada a alta durante parte del ano, pero estan ausentes durante la otra parte del
ano debido a condiciones de frio desfavorables. Este estadio se presenta en AMBA y

varios estados en Estados Unidos.
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4. Presencia estacional donde las etapas activas resultan en un ntimero bajo de mosqui-
tos durante la parte calida del afno, un escenario particular de presencia esporadica

principalmente generado por el traslado del vector por humanos [20].

A pesar de los ejemplos de cada escenario y los limites de temperatura menciona-
dos anteriormente, un factor latente que impacta estas condiciones es el cambio climatico.
El incremento de las temperaturas podria conducir un aumento en la supervivencia de los
huevos durante el invierno, una eclosién temprana en la primavera y una aparicién adelan-
tada de hembras que buscan ingesta de sangre. Adicionalmente, las temperaturas elevadas
pueden acelerar el desarrollo de los distintos estadios del ciclo de vida del mosquito, ver
secci6n 1.2 [19]. Por dltimo, genera el desplazamiento de las isotermas de 10°C hacia los
polos.

En lo que respecta a la ovipostura y el desarrollo del mosquito del estadio de huevo
a adulto, influye la temperatura media mensual, las precipitaciones medias mensuales,
la presencia de vegetacién (micro hébitat) y depredadores, la calidad del agua, lugares
disponibles para la ovipostura y el fotoperiodo. Como este vector se ha adaptado y ha
sido beneficiado por los espacios urbanos, los factores socio-econémicos y politicos pueden
llegar a potenciar la presencia de Aedes aegypti. Los requerimientos basicos del vector
son: alimento, agua, proteccién (del ambiente o de los depredadores), sangre humana para
completar el desarrollo de los huevos y recipientes, protegidos del sol pleno, para oviponer y
desarrollar los primeros estadios de su vida. Ademads, debe existir conectividad entre estos
recursos, en el caso del vector Aedes aegypti la distancia maxima de dispersion, segun la
escala de percepcion del vector, es de 800 metros pero cominmente es entre 100 y 400
metros. La conectividad esté influenciada por la edificacién, en un area con edificios altos
el libre movimiento de los adultos se ve entorpecido y la conectividad serd menor [21].
Se han realizado estudios de la asociacién entre la edificacién y el mosquito. Las elevadas
densidades de edificaciones y zonas con parques se asocian con menor presencia del vector.
En cambio, las casas con jardines y edificaciones industriales favorecen el desarrollo del
mismo [22]. Las caracteristicas del entorno tales como los desagiies pluviales, canales,
basurales y zonas inundables favorecen la presencia de Aedes aegypti [11]. Se profundizard
respecto al ambiente ideal para los huevos del vector en la seccién 1.2.1.

En conclusién, la causa principal de la distribucién extendida actual de la especie

es claramente su propagacién por el hombre, que ha sido estimulada por los procesos
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de urbanizacién [9]. Sin embargo, la presencia humana es condicién necesaria pero no
suficiente, tal como se puede apreciar de los elementos anteriormente mencionados. El
Aedes aegypti es casi el Gnico mosquito que esta tan ampliamente distribuido en distintas
geografias [9], como se puede observar en la figura 3, donde se ilustra la presencia de
DENYV y CHIKYV en el mundo en el anio 2013. Es importante destacar que la incidencia del
dengue y chikunguna autdéctono es una manera de visualizar la presencia de Aedes aegypti
en una regién, aunque el vector puede estar presente en una zona sin que se propaguen
DENV, ZIKV, CHIKV y YFV si es que no existe un caso importado. En otras palabras,
el vector puede estar presente en un drea pero si no existen humanos infectados con
los virus mencionados anteriormente, no va a existir una propagacion de los mismos. La
distribuciéon de DENV en el mundo es aproximada a la distribucién geografica del vector,

pero no exacta.

Dengue Chikungunya [ Dengue + chikungunya

Figura 3: Paises o areas del mundo donde se informo la presencia de dengue y chikunguna
en el ano 2013. En verde se aprecian las isotermas de 10°C de enero en el hemisferio norte

y de julio en el hemisferio sur, figura adaptada de [23].

1.1.1. Distribucién local del Aedes aegypti

Considerando las variables mencionadas anteriormente se puede definir una zonifi-
cacién a escala nacional general (macroescala) del riesgo a la permanencia y proliferacién
del vector Aedes aegypti, figura 4 [11]. Las zonas de alto riesgo son las del norte y centro

del pais. Las provincias del norte y noroeste se destacan por las elevadas temperaturas a lo
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largo de todo el ano, abundantes precipitaciones y vegetaciéon. En el centro de Argentina
se le suma a la elevada concentracion de la poblacién de Rosario, Santa Fe, Mendoza,
San Luis y AMBA, las condiciones ecolégicas también favorables. Sin embargo, en la zona
centro-oeste, la aridez del suelo es un limitante climatico para la supervivencia del vector
resultante en una region de riesgo mediano. Por tdltimo, la regiéon patagoénica es de bajo
riesgo como resultado de las condiciones climéticas (temperaturas bajas) y poblacionales
(baja densidad). Es importante destacar que, independientemente de este andlisis macro,
la microescala va a determinar la proliferacién y permanencia final del vector.
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Figura 5

Figura 4: Riesgo de las distintas regiones de Argentina (macroescala) a la presencia
del vector Aedes aegypti teniendo en cuenta la poblacién y las caracteristicas de cada

ecoregién. Figura tomada de [11].

Al realizar un enfoque particular en CABA, el vector ha aumentado su presencia
en los ultimos 20 anos (figura 2) [18]. En cuanto al comportamiento, como Buenos Aires
encaja en un escenario tipo 3, el Aedes aegypti estd presente como adulto entre los meses
de fines de septiembre de un ano y principios de junio del ano siguiente. Dicho vector

muestra una dindmica estacional recurrente, la actividad de oviposicion incrementa a fines
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de la primavera y comienzos del verano, llega a un pico en verano, febrero-marzo, y luego
disminuye en abril y mayo [18]. La presencia del estadio adulto es poco usual en el invierno.
Consecuentemente, la poblacién persiste a través de la temporada desfavorable, es decir
el invierno, en estadio de huevos resistentes a la deshidratacién y al frio [8]. Es importante
mencionar que existen estudios que demuestran que Aedes aegypti se estd adaptando al
clima local, especificamente al invierno en Buenos Aires, mediante la diapausa que le
permite adelantar el comienzo de la temporada reproductiva durante la primavera [24]-

[25].

1.2. Ciclo de Vida

El ciclo de vida, desde que eclosionan los huevos hasta la emergencia del mosqui-
to adulto Aedes aegypti, dura en promedio entre 8 y 10 dias o més dependiendo de la
temperatura. Se puede dividir en dos estadios: uno acudtico y otro aéreo (figura 5). El
apareamiento resulta en la fertilizacién de la hembra y, transcurrido un tiempo desde este
acto, ésta debe ingerir sangre para oviponer. La hembra busca un sitio adecuado poner
los huevos, idealmente recipientes artificiales o naturales que acumulen agua, los évulos se
fertilizan en el acto de oviposicion. Comtnmente los huevos recién puestos no entran en
contacto con el agua y estan pegados en la pared del recipiente. Luego de una lluvia o de
riego artificial el nivel de agua del recipiente aumenta y los huevos se inundan, demoran
entre uno a tres dias para eclosionar y entrar en el periodo larval. En esta fase del ciclo,
que dura entre seis y ocho dias, se pueden reconocer cuatro estadios de larva diferenciadas
por tres ecdisis o mudas, las cuales son acuaticas. La cuarta muda o pupacion da lugar a

la pupa, etapa que dura entre 1-2 dias, y luego emerge el mosquito adulto o imago.
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Figura 5: Ciclo de vida de un mosquito (desde que eclosiona el huevo hasta la emergencia
del adulto de la pupa) en un recipiente artificial. Modificada de Nicolds Schweigmann,

comunicacién personal, y Biogents [26]

La propagacion de la especie depende de diversos factores como la disponibilidad
de sangre para que la hembra pueda oviponer los huevos, la presencia de agua para las
larvas y la temperatura adecuada. En el caso de los adultos, la actividad y el tiempo de
vida depende de la temperatura y humedad del ambiente, refugio y el acceso a agua para
tomar. Para las larvas, el agua no debe ser natural abierta tal como en los océanos o
lagos grande, ademéas de encontrarse en lugares seguros, libres de posibles depredadores
[9]. Todas estas condiciones se suelen cumplir en las ciudades o cercanias de los humanos,

es por esto que se los denomina mosquitos “domésticos”.

1.2.1. Huevos

Previo a entrar en detalle especifico del huevo del vector Aedes aegypti es im-
portante destacar que los huevos de mosquitos necesitan tanto de oxigeno como de agua
para proliferar. La cascara del huevo protege al embrién en desarrollo del estrés bidtico

y abiético y mantiene el equilibrio hidrico. La parte exterior del huevo de mosquito esta
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formada por tres capas: exocorion, endocorion y cuticula serosa. Las primeras dos estan
presentes cuando se pone el huevo sin embargo, la cuticula serosa (matriz extracelular)
se desarrolla luego de que el huevo se expone al ambiente exterior (figura 6). Esta tltima
capa incrementa tanto la impermeabilidad del huevo como la viabilidad del mismo al estar

expuesto a condiciones aridas o de baja humedad durante el desarrollo embrionario [27].

/ Endocorion / / Serosa/ / Flujo de H,0 e

Figura 6: Capas del huevo del mosquito y resistencia a la deshidratacién. (A) Inmedia-
tamente después de la oviposicion, el huevo esta compuesto por el endocorion y exocorion
producidos por la madre. (B) Durante el proceso de embriogénesis, las células serosas ro-
dean al embrién y secretan la cuticula serosa (C) que disminuye significativamente el flujo

de agua al exterior. Figura adaptada de [27].

Particularmente, el huevo de Aedes aegypti tiene una gran resistencia a la deshi-
dratacion. Cabe destacar que siempre que los huevos se mantengan himedos, retienen su
forma. En el caso de este vector, si los huevos se mantienen himedos por un periodos entre
24 y 72 horas, luego de la exposicion al exterior, conservaran su forma incluso si se ex-
ponen a una desecacién prolongada [27]. Si no permanecen himedos durante este periodo
inicial, se secan y colapsan en cuestién de minutos. FExisten dos estadios para los huevos
colapsados, en un nivel moderado los costados del huevo se aplanan dejando una cresta
central (achicharrado) y en un estadio completo, el huevo se pliega en si mismo, los huevos
totalmente colapsados son inviables. Si se desarrolla la resistencia completa los huevos se
mantienen turgentes por semana hasta meses. Eventualmente, luego del transcurso de va-
rios meses a un ano, dependiendo de las condiciones del ambiente, estos huevos turgentes
también pueden colapsar [9]. En el dmbito de la investigacién, el proceso de mantener
los huevos en un ambiente hiimedo mientras desarrollan su resistencia a la deshidratacion

se denomina acondicionamiento [9]. En esta investigacién los huevos de Aedes aegypti se
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clasificaron de la siguiente manera (figura 7):

» Viables (turgentes)
= Achicharrados
= Colapsados

= FEclosionados

Los huevos de Aedes aegypti son blancos cuando estan recién puestos, aunque se
van oscureciendo gradualmente hasta ser de color marrén oscuro o negro al madurar com-
pletamente. En cuanto a la forma del huevo, bajo una lupa binocular estereoscépica, son
ovalados con el extremo anterior redondeado y posterior puntiagudo, con una longitud de
algunos milimetros. En los huevos de Aedes aegypti el exocorion es una capa delicada,
incolora y, hasta cierto nivel, transparente que se dana y/o despega facilmente, especial-
mente cuando el huevo esta recién puesto. Es mas sensible a los solventes y quimicos que la
capa mas resistente del endocorion. En el exocorion se encuentran los cuerpos coridnicos,
compuestos por un material denso y transparente de una naturaleza proteica [9] A estos
cuerpos coridnicos también se los denomina células coridnicas externas (CCE). Las CCE
contienen tubérculos centrales grandes y periféricos pequenos y estan unidas por una red
de lineas blancas [28]. Estas células actian como estructuras protectoras y participan en
el anclaje del huevo al sustrato, como almohadillas coriénicas, al hincharse el exocorion
cuando entra en contacto con el agua [29]. Adicionalmente, estas almohadillas brindan
soporte a la cascara del huevo ante las fuerzas repentinas ejercidas por las ondas del agua
y el movimiento embrionario [28]. Dichas CCE son las estructuras més importantes fun-
cionalmente ya que, con la colocacién de huevos in situ sobre una superficie hiimeda, las
almohadillas coriénicas adhesivas fijan al huevo a medida que se depositan [29]. Adem4s,
cuando la superficie se seca, la almohadilla actia como cemento fijando firmemente el
huevo en esta posicién. En el caso de que se despegue un huevo, se deja atras el exocorion
(escama blanca con forma del huevo) y la superficie inferior muestra el endocorion, super-
ficie brillante y lisa. El endocorion es una membrana negra, densa, resistente y dura con

un espesor entre 3 y 5 um que le da la forma y rigidez al huevo [9].
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(e) (f)

Figura 7: Clasificacién de los huevos de Aedes aegypti. En (a) y (b) se puede observar
una gran concentraciéon de huevos posiblemente viables a una magnificacién (del objetivo)
de 5X. Las figuras restantes se obtuvieron a una magnificacién (del objetivo) de 20X.
En (c) se pueden apreciar huevos viables y uno achicharrado remarcado en rojo. En (d)
se observan huevos viables, uno achicarado (1) y un huevo eclosionado (2) cuya larva se

encuentra muerta. En (e) y (f) se remarcan los huevos colapsados/plegados.
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Los lugares donde se lleva a cabo la oviposicién son superficies himedas justo por
encima de la linea de flotacién y normalmente no sobre el agua directamente. La dispo-
sicién de los huevos no es indiscriminada, sino que sigue un patrén de lineas o pequenos
grupos. Existe una mayor infestaciéon en recipientes ubicados en zonas sombreadas. La
sombra amortigua la alta temperatura y la baja humedad, ambas desfavorables para la
supervivencia de adultos y lavas [30]. En el caso de que la hembra tenga dificultades al
oviponer en una superficie himeda, como en un vaso de vidrio, los huevos se depositan
libremente en el agua, usualmente formando patrones. Los espacios donde se lleva a cabo
la oviposicién en ambientes urbanos se denominan criaderos. Existen cinco categorias de

criaderos segin el MSAL [31]:

= Grupo A: Almacenamiento de agua para consumo, que se pueden dividir en dos
subgrupos. El grupo Al es de tanques elevados conectados a la red de agua y el
grupo A2 es de tanques no ligados a la red, por lo tanto son depdsitos al nivel del

suelo tales como tanques bajos, cisternas, aljibes, barriles, tinas, etc.

= Grupo B: Recipientes méviles de utilidad que pueden ser floreros, recipientes con
plantas en agua, porta macetas, recipientes de plastico, vasos, frascos, platos, bebe-

deros de animales, baldes, objetos ornamentales y religiosos, botellas, etc.

= Grupo C: Recipientes fijos tales como depdsitos en obras, canaletas para lluvia,
canales y charcos en desniveles, bateas en gomerias y huertas, sanitarios en desuso,

piscinas no cloradas, fuentes ornamentales fijas, toldos, cAmaras sépticas, etc.

= Grupo D: Objetos desechables que se pueden dividir en D1, cubiertas de autos, y
D2, basura, elementos en desuso o para tirar, como recipientes plasticos, trozos de

tela plastica, botellas, latas, chatarra, etc.
= Grupo E: Naturales, por ejemplo hojas, huecos de arboles, grietas de piedras, etc.

Para que los huevos eclosionen, es necesaria una o varias inundaciones, durante
las cuales la bacterias que viven en el agua disminuyen la tensién de oxigeno y generan el
estimulo necesario para que eclosionen los huevos y emerjan las larvas [32]. Segtin datos
bibliograficos, el tiempo que tarda un huevo de Aedes aegypti en eclosionar es cominmente

entre 2 y 4 dias una vez acondicionado adecuadamente y dependiendo de la temperatura
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de agua. En realidad, se pueden distinguir al menos 4 periodos vinculados con la etapa de

eclosién [9]:
» El periodo de desarrollo de la larva (periodo de maduracién/incubacién).

= El tiempo durante el cual el huevo, incluso después de su desarrollo completo, perma-

nece sin eclosionar dado que las condiciones no estdan dadas (periodo de diapausa).

= Kl tiempo que tarda en eclosionar el huevo una vez inundado y en las condiciones

adecuadas.

= El tiempo que tarda el acto de eclosionar.

Un huevo eclosionado, al ser observado bajo una lupa binocular estereoscépica , es
similar a un huevo viable excepto que la falta una tapa en el lado anterior. En un huevo
maduro, listo para eclosionar, la cabeza de la larva primaria completamente desarrollada
ocupa un tercio del sector anterior. Esta tiene un regiéon puntiaguda, denominado el rompe-
huevo, que cumple la funcién de perforar el endocorion y de ahi en adelante, la presion
generada por la larva dentro del huevo lleva al desprendimiento de la tapa anterior (figura

8).

01 mm.
| S

Figura 8: (1) Vista frontal de un huevo de Aedes aegypti blanqueado con lavandina que
muestra una larva primaria completamente desarrollada. (2) Vista lateral del huevo con
una primer indicacién de la eclosién (comienzo del desprendimiento de la capa del huevo

del lado dorsal al ventral). Figura tomada de [9].

Al mencionar el proceso de eclosién, es importante remarcar las variables principa-

les que lo afectan, tanto positiva como negativamente. En primer lugar, como se mencioné
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anteriormente, es la inundacion, sin embargo este evento debe ser posterior al proceso de
acondicionamiento y en las condiciones adecuadas. Por lo tanto, este factor es condicién
necesaria pero no suficiente. En segundo lugar, la composicion del medio de inundacién
es fundamental. La eclosién ocurre con menor facilidad en agua destilada que en medios
ricos en materia organica. Adicionalmente, entra en juego la presencia de microorganis-
mos ya que la materia organica contiene bacterias y levaduras que ejercen un poderoso
estimulo positivo, sin embargo no implica que su presencia sea necesaria. En tercer lugar,
la reduccion de oxigeno disuelto incrementa la posibilidad de eclosionar como también la
temperatura del agua, idealmente entre 25 °C y 28°C [9]. Por otro lado, también impacta
la temperatura y humedad relativa del aire y el tiempo de exposicion del huevo al mismo
previo a una inundacién, aunque adin no existe una regla general entre estos tres factores.
Por tltimo, el fotoperiodo, que es el tiempo de exposicién a la luz, tiene efectos sobre los
huevos y también en las hembras adultas. Respecto a los huevos, en el caso de la poblacién
presente Buenos Aires, los estudios de laboratorio de demuestran que la eclosién se inhibe
cuando existen fotoperiodos cortos que simulan las condiciones naturales que se presentan

en el otono e invierno [6].

1.2.2. Adultos

Figura 9: Imagen del mosquito Aedes aegypti en estadio adulto. Figura tomada de [33].

El mosquito Aedes aegypti es de la familia Culicidae, el adulto se destaca por su
coloracion oscura, franjas plateadas en sus patas y una estructura plateada en forma de
lira sobre el térax [3] (figura 9). Se considera adulto a un mosquito cuando entra en su fase
reproductora, pasadas 24 horas desde la maduraciéon de la pupa a adulto. Sin embargo,

en este momento del desarrollo, la vida de un macho y una hembra difieren. Por un lado,
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los machos suelen vivir menos que las hembras y pueden distinguirse facilmente ya que
tienen aproximadamente la mitad de tamafno y peso que la hembra. A pesar de ser el sexo
menos estudiado, ya que la hembra es la responsable de transmitir enfermedades, es el
sexo predominante en niimero con una mayoria de 55 % a 65 % de la poblacién. En cuanto
su alimentacion, ingieren una variedad de fluidos generalmente ricos en azicares, pero no
se nutren de la sangre de vertebrados [9].

Con respecto a la hembra, existe mayor conocimiento y estudios ya que ademas de
poder subsistir a base de alimentos altos en azicares, requiere ingerir sangre de vertebrados
para poder generar los huevos. La duracién de su vida depende de diversos factores como
el acceso al agua, la humedad del ambiente, la frecuencia y el tipo de alimentacion. Bajo
condiciones de laboratorio, el promedio de vida es de 15 a 18 dias con un méaximo de 62
dias. Una vez que emergen del estadio de pupas, las hembras ingieren sangre por primera
vez entre las primeras 24 y 96 horas, aquellas que no lo hacen en este periodo de tiempo
estan asociadas con una alta tasa de mortalidad. Luego de haber ingerido sangre, pasan
entre 48 y 96 horas antes de comenzar a poner huevos y esto depende principalmente
de la temperatura ambiental, aumentando el espacio temporal entre la alimentacién y la
oviposicién a mayor temperatura. Una de las propiedades de la hembra Aedes aegypti es
que no pone todos los huevos en una sola tanda, sino que suele realizar diversas posturas
por cada ingesta de sangre. Una vez que la hembra realiza una ingesta sanguinea completa,
no vuelve a alimentarse hasta haber puesto los huevos, es decir que solo se alimenta cada
3 o 4 dias y unicamente lo hace de manera regular si fue fecundada previamente. Se ha
estudiado también la cantidad de huevos puesto por hembra durante toda su vida en
condiciones de laboratorio y se encontraron maximos de hasta 752 huevos en 16 tandas
para una hembra que vivié 72 dias desde la emergencia, cuando deja de ser pupa, esto
implica un promedio de 47 huevos por tanda [9].

Respecto a estudios que se realizaron en los barrios de CABA, se ha monitorea-
do la actividad semanal de oviposicién con sensores de esta actividad en Aedes aegypti.
Un estudio que llevé a cabo un seguimiento semanal por 10 semanas durante los meses
de febrero a abril demostré que existe mayor probabilidad de oviposicién en areas priva-
das, especificamente en casas de un piso con vegetacion extensa y zonas con sombra, en
comparacién a zonas publicas pavimentadas con arboles, donde a mayor altura del arbol,

menor oviposicién. Respecto al indice de densidad de huevos, (n°total de huevos/n°total
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de sensores), el promedio de huevos por sensor por semana fue de 48,5 en viviendas y de
29,7 en zonas publicas [34]. Consecuentemente, suponiendo que una sola hembra ovipuso
por sensor, se obtiene un promedio de 48,5 huevos por tanda en viviendas en los barrios de
CABA. Cabe destacar que los resultados también son influenciados por la temperatura,
humedad y lluvias promedio. El Aedes aegypti es una especie de hdbitos diurnos, siendo

los periodos més activos 2 horas después del amanecer y antes del atardecer [35].

1.2.2.1. La hembra adulta como portadora de virus

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector de numerosas enfermedades virales
como el dengue, la fiebre amarilla, zika y chikunguna. El ciclo de contagio a través del
mosquito de estas enfermedades se da fundamentalmente por la transmisién horizontal
vectorial, lo que significa que el contagio entre humanos depende del mosquito. Sin embargo
tanto zika como chikungunya también se pueden transmitir por relaciones sexuales y de
madre a hijo durante el embarazo (transmisién vertical). También, en el caso del dengue,
una mujer embarazada ya infectada puede transmitir el virus a su feto durante el embarazo
o en el parto (transmisién vertical) [36].

El contagio del mosquito hembra se da por la ingesta de sangre humana infectada
con alguno de los virus mencionados, generalmente cuando el hospedador (en este caso el
humano) se encuentra en etapa de alta viremia, hospedador infectivo. Durante el periodo de
incubacién extrinseco (PEI), el virus se replica en el mosquito hasta llegar a las glandulas
salivales (al finalizar el PEI, el mosquito se torna infectivo). Al picar, a través de la saliva,
el virus es transferido a un nuevo hospedador susceptible, ya que los mosquitos inyectan
su saliva para prevenir la coagulacién de la sangre, estimular la dilatacién de los vasos
y disminuir la sensacion de dolor; de esta manera el virus ingresa al torrente sanguineo
humano (humano infectado). El mosquito que contrae el virus permanece infectivo por el
resto de su vida y, por lo tanto, lo transmite a todos aquellos hospedadores que pique,
haciendo al Aedes aegypti un vector epidémico altamente eficiente (figura 10).

En cuanto al contagio de los humanos, luego de la picadura de un mosquito infectivo
y transcurrido el periodo de incubacién intrinseco (PII), el hospedador pasa a la etapa de
alta viremia, el virus estd presente de forma significativa en la sangre y el hospedador se
torna infectivo. La duracién del periodo de viremia varia en funcién al virus, en el caso del

dengue dura entre 2 y 12 dias pero la mayoria de los pacientes presentan el virus circulante
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entre 4 y 5 dias [37]-[38]. En el caso del zika, el periodo de viremia en los seres humanos
dura entre 5 y 7 dias [39] y para chikunguna la viremia dura entre 5 y 6 dias con un

maximo de hasta 8 dias [40]-[41]

Humano
Recuperado O

I

Humano
Luego de 3 a 12 dias (PIl) Infectivo
Humano __ — _
Susceptibleﬁ ®
I iR
3 5]
3 2
* o
(o]
Mosquito
Infectivo
ﬂ ~_  luegodeBal2dias(PE) —  Mosquito
Inicio del _
ciclo Susceptible

Figura 10: Ciclo de contagio entre humanos mediado por el mosquito Aedes aegypti,

transmision horizontal.

Ambos periodos de incubacién mencionados anteriormente son de suma importan-
cia a la hora de tomar decisiones clinicas y de control del vector. En la tabla 1, se pueden
observar los distintos periodos para las diferentes enfermedades. El PEI tiene una relacién

inversa con la temperatura.

DENV 8al2 3al2
ZIKV 5a?24 3ald

CHIKV 2a9 a7
YFV 10 a 14 4

Tabla 1: Periodos PEI y PII para los distintos virus transmitidos por Aedes aegypti.
DENYV [42], ZIKV [43, 44], CHIKV [45, 46] y YFV [47]
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1.3. Enfermedades transmitidas por Aedes aegypti

Es importante remarcar que para que cualquiera de las siguientes enfermedades
exista y se propague, es necesario que se encuentren presentes un humano infectivo o

reservorio, el vector y un humano susceptible a ser infectado.

1.3.1. Dengue

Dentro de las enfermedades virales que transmite el mosquito Aedes aegypti, el
dengue es la de mayor incidencia en Argentina. Se caracteriza por presentar un cuadro
clinico similar al de la gripe, solo que con fiebre mas elevada, que ronda los 40°C. Los
sintomas suelen aparecer luego de 4 dias de la picadura (PII) y permanecer entre 2 a
7 dias aproximadamente. La infeccién puede cursar en forma asintomadtica o expresarse
con un espectro clinico amplio que incluye tanto manifestaciones graves como moderadas.
Después del periodo de incubacion, la enfermedad comienza abruptamente y pasa por
tres fases: febril, critica y de recuperacién [48]. Se estima que el 5% de los infectados
desarrolla la fase grave del virus, llamada dengue grave o hemorrégico [49]. En esta fase, la
permeabilidad de los vasos sanguineos disminuye y se padecen ciertas condiciones riesgosas
para la salud como la extravasacién del plasma, hemorragias internas, fallas orgédnicas,
dificultad respiratoria y acumulacién de liquidos. Las siguientes 24 a 48 horas luego de los
sintomas de dengue grave son fundamentales para la supervivencia del paciente.

Existen cuatro serotipos del virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, todos
con sintomas similares. Luego de la recuperaciéon de una infeccién por un serotipo, la
persona adquiere inmunidad en contra del mismo para el resto de su vida. Sin embargo,
en caso de volver a ser infectado por otro de los serotipos, aumentan las probabilidades de
desarrollar dengue hemorrédgico. Ademsds, los serotipos DENV-2 y DENV-3 estan asociados
a mayor cantidad de casos graves [50].

La incidencia del dengue en Argentina se puede apreciar en la tabla 2, que contiene
el nimero de casos confirmados y sospechosos de dengue autéctono e importado entre los
anos 2014 y 2020 segun los Boletines Integrados de Vigilancia desarrollados por la Direccién
Nacional de Epidemiologia y Andlisis de la Situacién de Salud del MSAL [4]. La mayoria
de los casos son del serotipo DENV-1 y en menor medida de DENV-4.
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2020 (Epidemia) 56.833 958
2019 3.020 193
2018 1.808 182
2017 555 89

2016 (Epidemia) 41.229 2.689
2015 331 171
2014 601 93

Tabla 2: Casos de dengue confirmados y sospechosos en Argentina, tomando la SE 1 a
51 de los anos 2019, 2018, 2017, 2016 y 2015, la SE 1 a 52 en el ano 2014 y desde la SE 31
del 2019 a la SE 30 del 2020 [4]. Cabe destacar que para el afio 2020, 1098 casos siguen

en investigacién en cuanto a su origen (autéctonos o importados).

En el plano global, se estima que cerca de la mitad de la poblacién vive en areas
en riesgo de dengue, mas de 100 paises tienen transmisién (paso de un hospedador a otro
mediante los vectores principales Aedes aegypti y Aedes albopictus). Se producen entre 300
y 500 millones de infecciones anuales con alrededor de 25.000 muertes anuales [7].

El dengue no tiene tratamiento especifico ni vacunas recomendadas. Existe una va-
cuna, Dengvaxia, que si bien esta aprobada por diversos organismos como la Food and Drug
Administration (FDA), la OMS solo recomienda su administracién en zonas geogréficas
de gran presencia de la enfermedad. De todas formas, la OMS sugiere controlar el vector

como manera primaria de prevencién de la enfermedad [51].

1.3.2. Zika

El zika es una enfermedad causada por el ZIKV, transmitida por mosquitos del
genero Aedes o, en menor medida, por transmisién sexual, transfusién de sangre o de
madre al feto durante el embarazo.

Los principales sintomas aparecen luego de 3 a 12 [52] dias e incluyen fiebre, conjun-
tivitis no purulenta, dolores generales, decaimiento, sarpullido e inflamacién en miembros
inferiores. A pesar de que la mayoria de las personas infectadas son asintomaéticas, la grave-

dad de la enfermedad radica en el contagio de una mujer embarazada ya que puede causar
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microcefalia y otras malformaciones congénitas en el desarrollo embrionario, ademas de
parto prematuro, muerte intrauterina y aborto espontdaneo. La infeccién de este virus tam-
bién puede desencadenar, en adultos, el sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis
[53]. La incidencia de zika en Argentina se puede apreciar en la tabla 3, que contiene el
nimero de casos confirmados y sospechosos, autéctonos e importados, entre los anos 2014

y 2020 segun los Boletines Integrados de Vigilancia [4].

2020 0 0
2019 2 0
2018 57 11
2017 253 18
2016 34 43
2015 0 0
2014 0 0

Tabla 3: Casos de zika confirmados y sospechosos en Argentina, tomando la SE 1 a 51
de los anos 2019, 2018, 2017, 2016 y 2015, de la SE 1 a 52 en el ano 2014 y desde la SE
31 del 2019 a la SE 30 del 2020 para el ano 2020 [4].

1.3.3. Chikunguna

Chikunguna es una enfermedad viral transmitida por la picadura del mosquito
Aedes aegypti o Aedes albopictus y constituye una de las mayores virosis emergentes del
siglo XXI [54]. La infeccién puede ser clinicamente inaparente (entre 3% y 28 % de los
casos) o puede causar una enfermedad de intensidad variada [41]. Luego de 3 a 7 dias de
incubacidn, suele presentar fiebre elevada repentina junto con dolores articulares fuertes.
Otros sintomas comunes son dolores musculares, de cabeza, cansancio, nduseas y erup-
ciones cutaneas. Si bien los sintomas principales suelen desaparecer y los pacientes se
recuperan totalmente, en algunos casos los dolores articulares pueden durar hasta meses
o anos de manera més leve [55].

En 2015 se notificé por primer vez una transmisién autéctona del virus en Argen-

tina, un caso autéctono y 42 casos importados (entre la SE 1y 51). En 2016 (entre la SE
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1y 51) hubo alrededor de 3.807 casos sospechosos de chikungunia, sin embargo se confir-
maron 434 casos autoctonos y 91 casos importados. En 2017 hubo 10 casos importados sin
transmision autéctona, en 2018 no hubo ni casos importados ni autéctonos, en 2019 hubo
14 casos importados sin transmisién autoctona y en 2020 hubo solo 2 casos importados de

Brasil [4].

1.3.4. Fiebre Amarilla

La fiebre amarilla es otra enfermedad viral, de transmisién por mosquitos siendo
uno de ellos el Aedes aegypti. El desarrollo de esta enfermedad presenta varias fases, la
primera suele presentarse entre 3 a 6 dias posteriores a la picadura y conlleva sintomas
como fiebre, escalofrios, dolores musculares y cefaleas, aunque algunos enfermos son asin-
tomaticos. La mayoria de los pacientes entra en un periodo de remisién que puede durar
hasta 48 hs donde los sintomas disminuyen para pasar a la fase de recuperacién (7-15
dias). Sin embargo del 15 % al 25 % de los pacientes luego del periodo de remisién pueden
entrar una forma grave, denominada fase toxica. En esta fase los sintomas son mas graves
e incluyen ictericia (coloracién amarillenta en la piel y mucosa), dolor abdominal, vémitos,
hemorragias, bradicardia e insuficiencia hepética y renal. La mortalidad de los pacientes
que entran en la fase téxica es del 50% y se produce en un plazo de 7 a 10 dias [56].
El mejor tratamiento para la fiebre amarilla es la hospitalizacién, aunque muchas veces el
diagndstico es erréneo y se comienza a tratar de manera tardia. Cabe destacar que la fiebre
amarilla es la Unica que también cuenta con una vacuna. Por lo tanto, la prevencién de
esta enfermedad es a través de la vacunacién, aunque en Argentina solo estd recomendada

para las personas que viajan o habitan zonas afectadas o de riesgo [57].

1.4. Estrategias de control

El control de las enfermedades trasmitidas por Aedes aegypti depende directamente
del control del vector ya que no existen curas o tratamientos especificos para las mismas,
con la excepcién de la vacuna contra la fiebre amarilla. Los tratamientos en todos los
casos son paliativos de los sintomas. Es por ello que se han desarrollado diversos métodos
de control del vector, que se pueden diferenciar en cuatro grandes grupos: ambientales,

quimicos, biolégicos y fisicos, esquematizados en la figura 11 (seccién 1.4.5).
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1.4.1. Control ambiental

Existen tres tipos de métodos en esta categoria. El primero es la modificacion
ambiental, que implica una transformacién fisica duradera de la tierra, agua y /o vegetacién
como, por ejemplo, mejorar el suministro de agua potable (calidad y cantidad eficiente),
sellar tanques de agua o cisternas y reservorios subterraneos y rellenar o nivelar el suelo. El
segundo, la manipulacion ambiental, comprende la realizacion de actividades recurrentes
para eliminar los posibles criaderos del vector tales como el descacharrado, que es la
eliminacién de recipientes sin uso que pueden acumular agua, cubrir recipientes de agua
potable, limpieza de macetas/jarrones de forma semanal, entre otras. El ultimo es el cambio
del comportamiento humano, que se enfoca en minimizar el contacto directo con el vector
y abarca la ropa protectora, la aplicacién de repelentes (quimicos o de origen vegetal) y/o

dormir bajo mosquiteros en el caso de especies de mosquitos que pican por la noche [58].

1.4.2. Control quimico

Este control se basa en quimicos para eliminar al Aedes aegypti en estadio larval
o adulto. En el caso de las larvas, el principal insecticida utilizado es temephos que se
puede aplicar hasta en agua potable debido a su bajo potencial de toxicidad en humanos.
En el caso de los adultos, se usan técnicas de niebla térmica o Ultra-Low Volume (ULV),
que consisten en la vaporizacién de insecticidas liquidos liberados en forma de niebla
densa en lugares abiertos y cerrados. Los quimicos comtinmente utilizados para ULV son
organofosfatos y piretroides [58].

Sin embargo, en la actualidad se puede encontrar un ntmero limitado de insec-
ticidas seguros, eficientes y costo-efectivos que pueden ser utilizados contra los vectores
adultos y larvales en el &mbito de la salud piblica [56]. Esta limitacién se debe princi-
palmente a la resistencia desarrollada por los vectores y/o a la retirada del mercado por
motivos de seguridad tanto para las personas como para los animales y el medio ambiente.
Adicionalmente, se ha demostrado la baja eficiencia de la aplicacién de insecticidas quimi-
cos en forma de aerosol o droplets y segiin la OMS su uso solo se justifica en el caso de una
epidemia [58]. La fumigacién genera una falsa sensacién de seguridad entre los residentes
de una comunidad, lo que tiene un efecto perjudicial en los programas de concientizacién

para la reduccion de criaderos.
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1.4.3. Control biolégico

El control biolégico se basa en la introduccién de organismos predadores o competi-
dores que reduzcan la poblacién objetivo. Algunos ejemplos de estos organismos son peces
larvivoros, como las especies Poecilia reticulata y C.decemmaculatus; ciertas bacterias,
tales como Bacillus thuringiensis isralensis (Bti) y Lysinibacillus sphaericus (Ls); copépo-
dos; hongos entomopatogénicos y ovitrampas autocidales, letales o pegajosas. Si bien es
un método amigable para el medioambiente, ya que se evita la contaminacién quimica,
existen limitaciones como el costo de criar a gran escala ciertos organismos, la dificultad de
liberarlos y, especialmente en organismos acudticos, la supervivencia en médios con tem-
peratura, pH y contaminacién que difieren de los requisitos estrechos de los organismos

[58).

1.4.3.1. Manipulacién genética y biolégica de Aedes aegypti: Las innovaciones
que involucran la manipulacién de vectores se sustentan en dos estrategias que se organizan
en funcion del resultado obtenido, eliminacién o remplazo de poblaciones, o en la dindmica
de aplicacion, auto-sostenible o auto-limitante, tal como se puede observar en la tabla 4
[7]. Cada una de ellas lleva implicita condiciones necesarias para garantizar su cobertura,
volumen de mosquitos y frecuencia de liberacion, dispersién, costos, necesidad de moni-
toreo, etc. El objetivo principal es lograr eliminar la reproduccién masiva del mosquito o

reducir su potencial para transmitir las infecciones de interés en forma sostenible.

Dinamica de implementacion

Resultado de la intervencion

Autolimitante Autosostenible
, Esterilizacion
Supresion de poblaciones o Genes letales
.. ., Genes autolimitantes )
(eliminacion) . o Wolbachia
Mosquitos feminicidas
Transgenes de RNA .
-, g Wolbachia
Reemplazo o sustitucion de Transposones .,
) L (reduccion de la
poblaciones (elementos genéticos . .
L. competencia vectorial)
moviles)

Tabla 4: Estrategias de manipulacién del vector Aedes aegypti [7]. El termino mosquitos
feminicidas se refiere al termino female killers que involucra liberar insectos portadores de

un gen dominante que es letal inicamente para las hembras

33



1.4.4. Control fisico

Los métodos de control fisico contemplan el cambio de ciertos factores ambientales
de manera temporaria, sin la liberacién de componentes quimicos u organismos vivos,
aprovechando las propiedades fisicas de los elementos. Entre ellos, se puede destacar el
tratamiento con agua caliente para eliminar huevos de Aedes aegypti [1], el uso de vapor
de agua para eliminar huevos y larvas de Aedes albopictus o Culex quinquefasciatus [2].
O como se propone en este trabajo, el uso de vapor de agua para eliminar los huevos de

Aedes aegypti.

1.4.5. Evaluacién de los métodos de control

Los métodos mencionados en las secciones anteriores no resultaron ser tan efectivos
como se ha demostrado en ciertos estudios previos por diversos motivos, como por ejemplo
no aplicarlos de forma total, haberlo hecho en un momento inoportuno o de manera no
sostenida. Por este motivo se cree que la poca efectividad de cualquier método utilizado
para erradicar el vector se debe principalmente a la incorrecta practica de estas técnicas
[7] y la falta de conocimiento al extrapolar un método efectivo a pequenia escala a una
escala nacional [59]. El control del vector puede ser efectivo pero, para que eso suceda, la
implementacién debe hacerse de manera exhaustiva, integral, sostenida, en el momento y
de forma correcta. En el caso de la transmisién de una enfermedad, no basta con aplicar
un método ambiental sino que se debe integrar con el uso de insecticidas. La disminucién
del dengue requiere una mayor capacidad de acciones preventivas, frente a la dependencia

actual de los esfuerzos reactivos de control del vector.
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Manipulacién ambiental: Descharrado, limpieza de macetas/jarrones, colocacién
de tapas en recipientes que contienen agua potable y programas sociales
Modificacion ambiental: Sellar tanques de agua y cisternas, nivelacion del suelo y
programas sociales

Control quimico: Utilizacion de insecticidas (ej:
Temephos, Novaluron, Diflubenzurdn, Piriproxifeno)
Control bioldgico: Peces larvivoros, copépodos,
caliente y Vapor de hongos entomopatogénicos (en desarrollo) y

agua bacterias (Btiy Ls)

HUEVOS ESTADIOS LARVARIOS H PUPAS }—‘

Control quimico: Aplicacion mediante niebla térmica o ULV de insecticidas (organofosfatos o piretroides)
Control biolégico: Hongos entomopatogénicos (en desarrollo)
[ 1
Proteccién personal:
Repelentes, ropa protectora y
mosquiteros

Control fisico: Agua

Manipulacion Manipulacion Control
genética: SITy biologica: biolégico:
RIDL Wolbachia Ovitrampas

Emergencia Canuintis Alimentacion Alimentacién o o
® opulacion de azlicar de sangre eposo viposicion

Figura 11: Estrategias de control del mosquito Aedes aegypti. Panel superior, estadios

acuaticos y panel interior, estadios aéreos o adultos.

1.5. Impacto de la temperatura sobre huevos de Aedes aegypti

La temperatura ambiental es uno de los factores abidticos mas importantes que in-
fluye la fisiologia, comportamiento, ecologia y supervivencia de los insectos [60]. Respecto
al Aedes aegypti, la temperatura impacta la duracion del ciclo de vida, la bisqueda de un
hospedador, la dindmica poblacional, el periodo de incubacién del virus, etc. En cuanto
al ciclo de vida, y realizando un enfoque particular en el estadio de huevo, la tempera-

tura puede influir la embriogénesis (que ocurre previo a la inundacién del huevo) y en el

35



porcentaje de eclosién una vez ocurrida la inundacién.

En cuanto a la tasa de desarrollo embrionario, incrementa linealmente entre, apro-
ximadamente, los 22 °C - 31 °C, disminuye a los 35°C y cae dréasticamente a cero a los
36°C. Consecuentemente, 35°C es la temperatura maxima soportada por el proceso de
embriogénesis (esta temperatura maxima es similar para el desarrollo de las larvas y pu-
pas) [61]. De todas formas, que ocurra el desarrollo embrionario no implica que se lleve
a cabo la eclosion. El porcentaje de eclosion entre las temperaturas de 22°C -28°C es
de aproximadamente un 90 % cuando a 35°C eclosionan 50 % de los huevos [61]. Segin
Christophers (1960), la temperatura del agua ideal para que eclosione el huevo de Aedes
aegypti es entre 25 °C y 28°C [9], al igual que para el desarrollo del la larva y la pupa.

Los métodos fisicos son importantes porque existe una dependencia del desarrollo
embrionario, de las larvas y pupas y porcentaje de eclosion de los huevos de Aedes aegypti
con la temperatura. Estos métodos generan un estrés térmico provocando la mortalidad
de los estadios inmaduros. Por esta razén, colocar agua hirviendo, suficiente para generar
un cambio significativo de la temperatura del agua donde se encuentran los huevos, es un
método efectivo de eliminacién que no utiliza insecticidas ni altera al medio ambiente [1].
El efecto negativo del vapor de agua se puede apreciar en los ensayos realizados utilizando

huevos y larvas de Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus [2].

1.6. Transferencia de calor

La transferencia de calor explica el intercambio asi como la rapidez de la transfe-
rencia de energia entre dos cuerpos a diferentes temperaturas, bajo distintas condiciones
[62]. Se pueden distinguir tres maneras de transferir el calor: conduccién, conveccién y
radiacién. La conduccién se da cuando las particulas més energéticas transfieren su calor
hacia las menos energéticas de una sustancia; la conveccién se puede observar cuando se
transfiere energia entre un sélido y un liquido o gas en movimiento, combinando los efectos
de la conduccion y el movimiento de fluidos; la radiacion es la energia emitida en forma de
ondas electromagnéticas debido a cambios en la configuracién electrénica de los dtomos o
moléculas de la sustancia. Los procesos de transferencia de calor pueden dar lugar a cam-
bios de fase, como es el caso de la condensacion cuando el vapor se convierte en liquido,
liberando energia durante el proceso. Este mecanismo se da cuando la sustancia en estado

de vapor entra en contacto con una superficie que se encuentra a una temperatura inferior
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a la temperatura de saturacién [63].

Este proceso de transferencia de calor es un mecanismo altamente eficaz para
liberar energia ya que el fluido no solo transfiere energia al licuarse hasta llegar a la
temperatura de equilibrio con la superficie en contacto, sino que también se liberan altas
cantidades de energia durante el cambio de fase. Es decir que a la transferencia de calor
por conveccién, se suma la entalpfa o calor de vaporizacién (hy,). Particularmente si se
analiza el caso del agua, la entalpia de vaporizacién es de 2257 kJ/kg [63], mientras que
su calor especifico (c) es solo de 4,186 kJ/kg®°C. Considerando estas constantes, el calor
liberado por 1 kg de agua al pasar de 100°C en estado gaseoso a temperatura ambiente de
25°C en condiciones normales de presién y temperatura es de 2570,95 kJ, como se puede

observar en las ecuaciones 1 a 4:

Qtotal = Qcambiodefase + Qliquido (1)

Qtotal = hpg x m + cxm* AT (2)

Qtotal = 2257k J kg * 1kg + 4,186k J/kg°C * 1kg x (100°C' — 25°C') (3)
Quotal = 2257kJ + 313,95k = 2570,95k.] (4)

La mayoria del calor liberado proviene del cambio de fase por condensacién y no
de la transferencia de calor por conveccion. Si se analiza la cantidad de calor liberado por
1 kg de aire desde los 100 °C a los 20 °C, se obtiene que es de solo 75,375 kJ, ya que su

calor especifico es de 1,005 kJ/kg°C y no existe un cambio de fase.
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2. Objetivos

La hipdtesis de este trabajo es, que al igual que el agua caliente [1], el vapor de
agua se puede usar como método fisico para el control del Aedes aegypti.

Los objetivos son, en primer lugar, encontrar las condiciones Optimas para las
maquinas de vapor utilizadas y analizar el comportamiento del vapor emitido. Esto con-
templa determinar el estado estacionario, temperaturas en funcién a la distancia y posicién
de la boquilla y la distribucién espacial del vapor.

En segundo lugar, determinar la temperatura en la cual el vapor de agua inhibe
por completo la viabilidad de los huevos de Aedes aegypti. Para ello se analizaran las
temperaturas entre 50°C y 100°C, teniendo en cuenta que el valor maximo de temperatura
que se puede alcanzar dependerd del equipamiento utilizado. El valor minimo se determiné
a partir de las condiciones en las que habitan los huevos, detallado en la seccién 1.5, con
un rango adicional de 10°C para contemplar una posible adaptacion del vector y contar
con un margen de seguridad.

En tercer lugar, establecer el tiempo minimo, por rangos de temperatura, donde
la mortalidad sea de un 100 %.

En cuarto lugar, se analizard la posibilidad de dispersién de los huevos debido al
impacto del vapor, con el objetivo de minimizar la misma y aumentar la bioseguridad del
uso del dispositivo.

Por ultimo, encontrar la combinacién de temperatura, tiempo y distancia 6ptima,
con el equipamiento utilizado en este trabajo, para eliminar los huevos de Aedes aegypti

evitando la dispersién de los mismos durante el tratamiento.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Calibraciéon de las maquinas de vapor

Las limpiadoras a vapor utilizadas en este trabajo se comercializan para uso hoga-
reno, para desinfectar y limpiar superficies y son similares a las propuestas por Cuthbert y
col., 2020 [2]. Inicialmente se comenzé trabajando con una maquina de vapor marca JML
modelo Steam Genie (figura 12). Segun las especificaciones técnicas, tiene una potencia
de 800W con ciclos de calentamiento, similar a una pava eléctrica, y un sistema mecénico
de apertura de la salida de vapor.

Debido que al utilizar el volumen méximo de la méquina (350 ml) la salida de
vapor no era continua ni la temperatura se mantenia constante, se varié el volumen de
agua agregado inicialmente con el objetivo de llegar a un estado estacionario (constante),
tanto para la salida de vapor como para la temperatura. Se realizaron pruebas con 320
ml, 250 ml, 150 ml y 100 ml. También se probaron los distintos cabezales/boquillas de la
méquina (figura 12). Finalmente, se opt6 por el cabezal 12 ya que era de mayor facilidad de
manipulacién y de menor tamano. Con este cabezal se logré un estado estacionario maximo
de 2 minutos, con un volumen inicial de 150 ml. Dada las propiedades de transferencia de
calor del vapor, se postulé que el efecto sobre los huevos seria instantdneo, por lo tanto
un tiempo de dos minutos resultaria suficiente y permitiria adem&s una toma de datos

satisfactoria por medicién (120 medidas de temperatura por prueba).

1. Taza medidora 10. Broche para correa de

2. Embudo hombros

3. Accesorio para piso 11. Tapa de seguridad

4. Pala de goma 12. Manguera

5. Pala de cerdas 13. Boton de vapor

6. Boquilla curva 14. Cuerpo principal

7. Cubierta de pafio 15. Indicador de encendido

8. Cepillo redondo 16. Cable de corriente eléctrica
9. Boquilla recta 17. Correa de hombros

Figura 12: Méquina de vapor inicial, Steam Genie (JML), con los accesorios enumerados.

Figura adaptada de [64]

En estas condiciones se hicieron los experimentos de la secciéon 3.3. Sin embargo,

esta mdquina dejé de funcionar, ya que se quemo la resistencia interna, cuando se estaban
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terminando los ensayos de temperatura. Luego de un exhaustiva busqueda y comparacion
de las maquinas disponibles en el mercado, se eligié una de marca Lusqtoff, modelo LQLV
1050 (figura 13). En este nuevo dispositivo, se logré un estado estacionario de 4 minutos
utilizando un volumen inicial de 200 ml. Se utilizé una boquilla del mismo disefio que la
méquina JML (cabezal 9 de la figura 13). Las caracteristicas especificas de la LQLV 1050

son:

» Potencia: 900-1050W (mayor potencia que la maquina JML)
= Capacidad de tanque: 350 ml

= Capacidad maxima sugerida: 250 ml

= Presion de vapor: 0,25 MPa ~ 0,32MPa

» Capacidad de vapor inyectador: 28 g/min

= Temperatura de funcionamiento: 132 °C

= Dimensiones: 250 x 128 x 190 mm

1- Limpiador de vidrios 11- Aimohadilla de microfibra
2- Manga para toallas 12- Cepillo de escoba
3- Instrumento de tapiceria 13- Junta de Cepillo
4- Cepillo redondo 14- 3 x Extensién Mop Pole Set
5- Boquilla doblada 15- Boton
6- Embudo 16- Tapon de seguridad
7- Copa de medicion 17- Boquilla de chorro
8- Boquilla de chorro recto 18- Cable de alimentacion
9- Tubo flexible 55CM 19- Luz indicadora
10- Conector 20- Cuerpo de maquina

Figura 13: Ilustracion de la maquina de vapor final, LQLV 1050 Lugstoff, con los acce-

sorios [65]
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3.2. Sensores

Para registrar la temperatura se probaron dos modelos de sensores: una termocupla
(MAX 6675) y un sensor de temperatura (DS18B20). Ambos son resistentes al agua y se
conectan a un dispositivo Arduino, modelos Mega o UNO respectivamente, lo que permite
obtener datos de manera directa en la computadora mediante la interfaz Arduino IDE
[66]. Para evitar que el vapor dane el circuito eléctrico, éste se colocé en una caja de
polimero fundido cerrada, especificamente disenada para este trabajo e impresa mediante
una impresora 3D en el laboratorio del ITBA (LACEPI3D), como se esquematiza en la

figura 14.

(a) (b)

Figura 14: Vistas de la caja impresa para colocar los componentes eléctricos: los sensores,
el Arduino y la conexién entre ambos. En (a) se observa el falso fondo utilizado para fijar
los componentes eléctricos. En (b) los orificios circulares son utilizados para la conexién

con los sensores y el orificio cuadrado para conectar el Arduino a la computadora.

El sensor MAX 6675 se conecté al Arduino Mega como se indica en la figura 15.
En el ensayo se utilizaron dos sensores, por lo que se compartio la entrada de 5V y ground
(GND en la figura 15) y se seleccionaron conjuntos de pines para SCK, CS y SO, distintos
para cada uno de los sensores. Este sensor es una termocupla de tipo K con una resoluciéon
de 0,25°C que permite realizar lecturas hasta 1023,75°C y tiene una exactitud de 9 Least
Significant Bit (LSB) para las temperaturas entre 0°C y 700°C. Esta exactitud representa
el error tedrico de los sensores. La salida de 12 bits permite transformar la exactitud de 9
LSB a grados Celsius mediante la siguiente ecuacién:

Ezactitud = % (5)
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Exactitud = 0,002197 (6)

Exactitudyg = 0,002197 * 1023, 75°C (7)

Exactitudytq(error tedrico) = +2,3°C (8)

GND - GND
5V —Vee
D13 - SCK
D10-CS

Figura 15: Esquema de conexién entre el MAX 6675 y el Arduino. Figura adaptada de
[66].

El DS18B20 es un sensor de temperatura que permite mediciones entre -55°C y
125°C y presenta un error (exactitud) de 4+ 1°C entre los rangos de temperatura de -30°C y
100°C. Cuenta con una resolucién programable de 0,5°C, 0,25 °C, 0,125°C o0 0,0625 °C. Al
igual que con los sensores MAX 6675, se recolectaron los datos con un Arduino, conectado
como se indica en la figura 16. Se utilizaron dos sensores, por lo que se compartié la entrada
de 5V (Vcc en la figura 16) y ground (GND en la figura 16) y se seleccionaron dos pines para
enviar la informacion recolectada, uno para cada sensor. Dada la composicién del sensor
DS18B20, el tiempo de reaccién o curva de calentamiento para llegar a la temperatura del
estadio estacionario de la maquina de vapor es mayor a 4 minutos. La curva de medicién
de temperaturas no llega a una meseta, quedando siempre creciente. Si bien estos sensores
presentan mayor exactitud en la medicion, se priorizé el tiempo de reacciéon del sensor y

que se adapte al estado estacionario de la maquina de vapor.
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GND - GND
5V —\Vec
D2 - Data

Figura 16: Esquema de la conexién entre el DS18B20 y el Arduino. Figura adaptada de
[66].

En el caso del MAX 6675, el tiempo de calentamiento de los sensores se da en el
rango de entre 25 y 35 segundos y luego logra una meseta de medicién de temperatura
relativamente constante. Esto permite realizar mediciones del estado estacionario y ofre-
ce un conjunto de datos confiables con los que trabajar. El tiempo maximo del estado
estacionario de ambas maquinas utilizadas fue determinado con los sensores MAX 6675.

Se utilizaron dos modelos distintos de sensores para verificar que la temperatura
registrada fuese la real. Dado que el DS18B20 no llegaba a un medicién constante de
temperatura dentro de los cuatro minutos (méquina Lusqtoff ), se verificaron las mediciones
del MAX 6675 con una termémetro de laboratorio, al fijar su posicionamiento a 0,2 cm

de la salida de la méquina de vapor (datos no mostrados).

3.3. Ensayos de temperatura

Antes de realizar los ensayos con los huevos de Aedes aegypti fue necesario deter-
minar las temperaturas y el comportamiento del vapor emitido por la maquina de vapor.
Como la temperatura no es un factor modificable en la maquina, se tomé la decisién de
regularla alejando la salida de la maquina de vapor del blanco. Se registré la temperatura
utilizando dos sensores MAX 6675, uno mide la temperatura directa de la salida de la

méquina, y el otro, ubicado a 8 cm en el mismo plano, mide la temperatura residual como
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se muestra en la figura 17. Si la salida de vapor se coloca sobre el sensor 1 (S1) se lo
considera a éste el sensor principal (SP) y al sensor 2 (S2) como el sensor residual (SR).
Si la salida se coloca sobre el S2, ahora éste es el SP y el S1, el SR. Se realizaron cuatro
tipos de ensayos, el primero modificando la distancia de la salida de la maquina de vapor
respecto a los sensores en el plano horizontal del piso (seccién 3.3.1), el segundo variando
la altura de la salida de la méquina de vapor (seccién 3.3.2), el tercero variando el dngulo
del SR en el plano horizontal del suelo (seccién 3.3.3) y por ultimo se registré el didmetro

del haz de la maquina de vapor en cada altura (seccién 3.3.4).

8cm

Figura 17: Esquema de la colocaciéon de los sensores MAX 6675, siendo S1 y S2 idénticos.

La adquisicién de los datos de temperatura con la maquina de vapor modelo LQLV
1050, Lusqtoff se realizé con una frecuencia de muestreo de un segundo durante 4 minu-
tos. Para el procesamiento de los datos se excluyeron los primeros 30 segundos porque
corresponden al tiempo que requieren los sensores para calentarse. Los 3 minutos y 30

segundos finales utilizados generaron 211 medidas.

3.3.1. Desplazamiento horizontal

Estas mediciones fueron las tinicas que no se pudieron replicar con la méaquina
Lusqtoff, las mismas se llevaron a cabo con la limpiadora de vapor Steam Genie. Se rea-
lizaron las mediciones apuntando sobre el SP, a 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 y 4,0 cm del mismo,
realizando un desplazamiento horizontal en el plano de la caja, como se puede observar
en la figura 18. El movimiento de la salida de la maquina de vapor fue desde el SP al SR,

sobre la linea de separacién de 8 cm. Estas mediciones se realizaron para las alturas de
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0,2 cm y 5,0 cm, por sobre los sensores.

000510 20 30 40
5,0cm *-0—0—o— . 8,0cm
0,2cm 000510 20 30 40 8,0 cm
0,0cm —0 O —

SP SR

Figura 18: Esquema de las mediciones realizadas, desplazamiento horizontal de la maqui-
na de vapor (circulos azules) a 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 y 4,0 cm del SP hacia el SR, y desplaza-

miento vertical a 0,2 y 5,0 cm.

3.3.2. Desplazamiento vertical (altura)

Estas mediciones se basaron en registrar la temperatura sobre cada sensor, el princi-
pal y residual, variando la altura del cabezal de la maquina de vapor LQLV 1050, Lusqtoff.
Para ello, los sensores se colocaron en el suelo y se fue variando la altura de la salida de
vapor utilizando una estructura de madera especificamente disenada para este fin (figura
19). En cada altura se fijaba el cabezal de la maquina de vapor para evitar el error humano
al sostenerlo. Las mediciones de temperatura iniciaron con la salida de vapor justo encima
del SP (altura 0,2 cm) y luego se ubic6 en desplazamientos de a 1,0 cm en el rango de 1,0

a 9,0 cm.
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Figura 19: Esquema de la estructura de madera utilizada para fijar las distancias entre

la salida de la maquina de vapor y los sensores.

En todas las alturas se realizaron dos mediciones, una con la boquilla de la salida
de vapor apuntando directamente sobre un sensor y luego sobre el otro, para ello se roté
la plataforma en la cual se encontraban los sensores manteniendo asi la posicién de la
salida de la maquina de vapor. En cada medicién se registré una temperatura principal,
correspondiente al sensor debajo de la boquilla de la maquina de vapor (SP), y la tem-
peratura residual medida por el sensor ubicado a 8 cm del principal (SR). Al realizar la
misma medicién sobre ambos sensores el objetivo fue reducir y evaluar el error humano y
del sensor asi como incrementar el nimero de muestras.

Los datos adquiridos fueron procesados en R [67] para determinar los pardmetros
estadisticos descriptivos adecuados. Se utilizaron los métodos de Shapiro-Wilk y Lilliefors
(Kolmogorov-Smirnov) [68] para evaluar la normalidad de las distribuciones. La hipétesis

nula asume que la distribucién es normal. En el caso de rechazar la hipétesis nula, ante un
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valor de p < 0,05, implica que la distribucién no es normal. Los datos fueron graficados

mediante histogramas [69].

3.3.3. Desplazamiento radial

Estos ensayos se realizaron con la maquina LQLV 1050, Lugstoff. Se llevaron a
cabo para comprobar que la dispersién del vapor a la salida de la boquilla responda a una
geometria conica; por lo tanto toda muestra que se ubique a un determinado radio del SP
recibird la misma temperatura en todo el perimetro que conforme ese radio. En el caso
de este dispositivo el radio fue de 8 cm, que es la distancia fija entre el SP y el SR. Para
esto se ubicé el SR en una posicién inicial (0°) y luego se lo roté a las posiciones de 90°,
180°y 270°(figura 20). Estas medidas se realizaron a distintas alturas (1,0, 2,0, 3,0, 6,0,
y 9,0 cm). Para cada dngulo y altura se hicieron dos mediciones de cuatro minutos, una
tomando un sensor como el principal y luego intercambiando la posicién de los sensores,

el principal pasa a ser residual y viceversa.

00

270° e SP 90°

180°

Figura 20: Angulos utilizados en las mediciones radiales. E1 SP se posicioné en el centro
y el SR se rotd sobre el mismo plano. La salida de la maquina de vapor siempre se centrd

sobre el SP.

Los datos adquiridos luego fueron procesados en R [67] para determinar los pardme-
tros estadisticos descriptivos adecuados. Se utilizaron, al igual que para las mediciones rea-
lizadas en la seccién 3.3.2, los métodos de Shapiro-Wilk y Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)
[68]. Ya que las distribuciones resultaron no normales y con el objetivo de comprobar la

similitud de las mismas en cada altura y por sensor, se aplicé un método no paramétrico
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para mas de dos muestras independientes. Las pruebas no paramétricas son utilizadas
comunmente para determinar si las medianas son diferentes entre los grupos de compara-
cién. La prueba aplicada fue la de Kruskal-Wallis (kruskal.test()) [70] que asume, bajo la
hipétesis nula, que los datos cuentan con la misma distribucién, k (la cantidad de pobla-
ciones, que en este caso corresponde a la cantidad de dangulos por altura) en el presente

estudio es igual a 4:

H, = Las medianas de las k poblaciones son iguales (9)

H, = Las medianas de las k poblaciones no son iguales (10)

Para rechazar la hipétesis nula, el valor de p resultante debe ser menor a 0,05,
esto implica que los datos presentan distribuciones distintas. Un valor de p < 0,05 indi-
ca la existencia de diferencias significativas entre poblaciones. En este ultimo caso, para
saber qué poblaciéon o poblaciones tienen distribuciones diferentes, se aplican métodos
post hoc no paramétricos para muestras independientes. Se analizaron las similitudes en-
tre las distribuciones para todos los conjuntos de datos (0°-90°, 0°-180°, 0°-270°, etc),
para cada altura. Se aplic la prueba de sumas de rangos de Wilcoxon por parejas (pairwi-
se.wilcox.test()), también conocida como la prueba de la U de Mann-Whitney. Se graficaron

los datos utilizando boxplots por altura, para cada sensor.

3.3.4. Diametro del haz de vapor

El diametro del haz de vapor variaba en funcién a la altura de tratamiento y para
registrar este cambio se utilizé papel de filtro. Se colocé un papel de filtro nuevo sobre la
rejilla de la estructura en la figura 22 para cada altura (0,2, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 y 7,0
cm) y se liber6 vapor por un tiempo méximo de dos segundos. La marca de agua sobre el

papel de filtro determiné el didmetro del haz de vapor, verificado con un calibre.

3.4. Muestras

Las muestras de huevos de Aedes aegypti fueron provistas por el Dr. Nicolds
Schweigmann, director del Grupo de Estudio de Mosquitos (GEM) de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales, UBA, y asesor bioldgico del presente trabajo. El GEM es
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el encargado de investigar y monitorear la presencia del vector Aedes aegypti en CABA,
bajo el convenio de asistencia técnica suscripto con el Ministerio de Medio Ambiente del
Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires [71]. El GEM evalda la presencia del vector en
sensores de actividad de ovipostura ubicados en 218 puntos de la ciudad. De este modo es
posible georreferenciar la presencia de Aedes aegypti. Al momento de controlar los sensores
de actividad de ovipostura, los huevos son retirados de los mismos para evitar la generacion
de criaderos quedando como material de estudio. Parte de este material fue utilizado en
esta investigacién. La recoleccién de muestras se realiza luego de una semana de ubicado

el sensor para evaluar la presencia del mosquito. Se utilizaron cinco lotes de huevos:

1 lote de las SE 5 y 6 del 2019
= 1 lote de las SE 5 y 6 del 2020

2 lotes de la SE 6 del 2020

1 lote de la SE 7 del 2020

Las hembras oviponen en los sensores (figura 21). Estos son recipientes de vidrio
pintados de negro y con una etiqueta de papel blanco ya que las hembras Aedes aegypti
buscan lugares oscuros y con contraste. Contienen agua, entre un cuarto y un tercio del
volumen del frasco, ya que las hembras son atraidas por el olor a agua con microorganismos.
Como las hembras suelen posarse en las paredes de los recipientes, se le ofrece una superficie
més cémoda (ante el vidrio limpio y resbaladizo) que es un depresor lingual o bajalengua
sostenido al borde del frasco con un clip. Los sensores se colocan entre la vegetacion a la
sombra. Se asume que solo una hembra ovipone por depresor lingual entre 10 a 50 huevos.
Sin embargo, puede ocurrir que mas de una hembra oviponga en el mismo depresor, lo que
resulta en una gran cantidad de huevos. Los depresores linguales (retirados de los sensores)
se conservaron en un recipiente con tapa y un pano humedo en el fondo, como control de

humedad, y a una temperatura de 25°C, para favorecer la viabilidad de los huevos.
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Depresor lingual

Figura 21: Sensor de ovipostura utilizado por el GEM. Figura adaptada de [72].

Con las muestras se realizaron dos tipos de ensayos, los de dispersién, explicados
en la seccién 3.5.1, y los de andlisis de viabilidad detallados en la seccién 3.5.2. En los
ensayos de dispersién, se utilizaron los depresores linguales de manera completa. Para los
ensayos de viabilidad los depresores se recortaron en su zona de mayor acumulacién de
huevos con el objetivo de tratar aproximadamente 30 huevos por repeticion, respetando el
diametro maximo de la salida de vapor a cada altura. Es importante destacar que en éste
trabajo los huevos se analizaron sobre la superficie del depresor lingual, manteniendo las
condiciones originales en las que fue depositado por la hembra, evitando cualquier tipo de

manipulacion sobre los huevos.

3.5. Ensayos con huevos de Aedes aegypti

Una vez que se obtuvo la relaciéon distancia de la salida de vapor - temperatura
en el sistema semi-abierto se procedié a trabajar con los huevos en sistemas cerrados o
semi-cerrados sin necesidad de utilizar los sensores de temperatura, ya que en los estos
sistemas la temperatura solo puede ser mayor o igual que en el sistema semi-abierto. A
partir de este momento se comenzd a trabajar en un laboratorio seguro (carente de rejillas),
en las instalaciones del ITBA, para anular el riesgo de crear un nuevo criadero de Aedes
aegypti. Los ensayos se llevaron a cabo principalmente dentro de un recipiente cibico de
30 cm x 30 cm x 11 em (ancho x profundidad x altura) con una tapa que permitia un
cierre hermético. A esta tapa se le realizdé un orificio que dejaba pasar la boquilla de la
méquina de vapor (LQLV 1050, Lusqtoff), y que se fijé en una posicién inica. También se le

realizaron agujeros que permitian la salida de vapor, para evitar la acumulacién de presion
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dentro del recipiente. Los agujeros se cubrieron con papel de filtro, como una medida de
bioseguridad, para contener la dispersién de los huevos de los mosquitos hacia la tapa,
la porosidad del filtro es de un didmetro menor al de los huevos de Aedes aegypti. Estos
agujeros minimizan los cambios de temperatura que podrian generarse por la acumulacién
de vapor, con el objetivo de mantener la relacién distancia-temperatura registrada segin
el protocolo especificado en 3.3.

El recipiente se disené de manera que tenga un doble fondo, con una rejilla de
plastico movible, para regular la distancia de la rejilla de la salida de la maquina de vapor.
En comparacién a los ensayos realizados en la seccion 3.3, la posicién de la méquina de
vapor se mantuvo constante (colocada sobre la tapa del recipiente) ofreciendo la oportu-
nidad de alejar las muestras para que queden a diferentes distancias de la boquilla. Se
agregaron tacos de poliestireno expandido de 1 cm de altura para elevar la rejilla hasta
quedar a aproximadamente 0,5 cm de la boquilla de la maquina de vapor. La distancia
de 0,5 cm contempla el ancho del depresor lingual que contenia a las muestras de interés.
Una vez colocadas las muestras, la distancia de separacion era de aproximadamente 0,2

cm.
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(c) (d)

Figura 22: Esquema del recipiente utilizado (sin la tapa y sin las cartulinas) para realizar
ensayos con huevos de Aedes aegypti. (a) Es la estructura utilizada (sin la rejilla), se puede
apreciar la caja plastica transparente, los tacos de poliestireno expandido y una estructura
inferior de madera utilizada para fijar al posicién de los tacos de poliestireno expandido,
(b) es una vista superior de (a), (c) es la estructura con la rejilla colocada arriba de los

tacos de poliestireno expandido y (d) es la vista superior de (c).

Dado que los huevos son negros, se buscé obtener el mayor contraste con los mis-
mos para poder identificarlos en el caso de que exista dispersién. Para ello, se utilizaron
dos cajas creadas con cartulina blanca. Una que cubria toda la superficie interior del reci-
piente mencionada anteriormente, recubierta por contact transparente para que resista la
exposicién al vapor. Por sobre esta cartulina se colocaron los elementos (tacos de polies-
tireno expandido y rejilla) que se pueden observar en la figura 22¢. La segunda cartulina
se cambiaba entre experimentos y tenia una dimensién de 27 cm x 27 cm x 1 cm (ancho
x profundidad x altura). Esta cartulina se colocé en la rejilla movible y por encima de la
misma el depresor lingual con los huevos. Se posicioné al depresor lingual de modo que la

mayor cantidad de huevos quedara justo debajo de la boquilla de la maquina de vapor. La
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cartulina recubierta con contact transparente sirvié como un sistema de doble seguridad.
En un principio, se esperaba que la cartulina sobre la rejilla movible contenga la dispersion,
en el caso contrario algin huevo se podria encontrar en la cartulina con contact.

Luego de utilizarlas, las muestras fueron desechadas respetando el protocolo de
bioseguridad indicado por el Dr. Shweigmann. Todos los huevos utilizados fueron inun-
dados con un volumen de agua hirviendo igual al doble del volumen de agua donde se
encontraban [1]. Por otro lado, cualquier otro descarte como papeles, cartulinas y papeles

de filtro fueron expuestos a altas temperaturas hasta carbonizarse por completo.

3.5.1. Ensayos de dispersién/permanencia

Dado que no se sabia si los huevos, al ser expuestos al vapor, se quedarian en el
depresor lingual o se dispersarian, fue necesario llevar a cabo ensayos de dispersién. In-
dependientemente del cemento generado por las CCE mencionado en la seccién 1.2.1, no
existe conocimiento sobre cémo se comporta dicho al ser expuesto al vapor de agua ya que
el trabajo de Cuthbert y col., 2020 nada menciona al respecto sobre este comportamien-
to[2]. La existencia o no de dispersién también determiné la naturaleza de los ensayos de
viabilidad.

Las limpiadoras de vapor presentan un mayor caudal al inicio, al ser accionadas,
que luego disminuye y se regulariza. Por este motivo, se decidié analizar la dispersion de
los huevos a distintos tiempos desde el momento en que se liberaba el vapor y la aplicaciéon
sobre el depresor lingual. Estos experimentos se realizaron con los huevos del primer lote ya
que entre que se colectaron y se trataron transcurrieron de 9 a 10 meses. La gran mayoria
de los huevos, al ser observados bajo una lupa binocular estereoscépica, se encontraban
plegados, por lo que se consideraron como no viables. Al utilizar estos huevos se aprovechd
la disponibilidad del material biolégico hasta la obtencién de los huevos del ano 2020. Fue
una primera aproximacién a lo que se podria esperar con los huevos viables ya que se
comenz6 el estudio previamente a la publicacién de Cuthbert y col., 2020 [2].

Todos estos ensayos se realizaron a la menor distancia posible entre la muestra y
la salida de la méaquina, que es a 0,2 cm. De esta manera se contempld el peor caso de
dispersion. El objetivo de estas pruebas fue determinar la cantidad de tiempo que tendria
que transcurrir entre que comienza la salida de vapor de la maquina y se exponen los huevos

al vapor, para obtener la menor dispersién. Se decidié considerar los siguientes tiempos de
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espera: 2, 5, 10 y 15 segundos. Para contener la posible dispersién se cubrio la cartulina que
se colocaba sobre la rejilla movible con adhesivo multipropésito (pintura marca eterna).
La particularidad de esta pintura es que mantiene sus propiedades adhesivas al secarse,
se realizé una disolucién al 40 % en agua de la misma, para disminuir su viscosidad y el
tiempo de secado.

Para llevar a cabo cada uno de los ensayos, se preparo el recipiente transparente
colocando la cartulina principal (recubierta por contact), sobre la cual se posicionaron
los tacos de poliestireno expandido y la rejilla movible. Por otro lado, se recubrieron los
agujeros de la tapa del recipiente utilizando papel de filtro, exceptuando aquel destinado
a colocar la boquilla de la maquina de vapor. Luego, se posicioné la cartulina descartable
sobre la rejilla, a la cual se le habia aplicado previamente una capa de pintura adhesiva
con un pincel. Una vez secada la pintura, se realizé una marca del centro del orificio donde
pasaria la boquilla de la maquina y se dispuso el depresor lingual seleccionado, con una
concentracién de 20 a 40 huevos, justo sobre la marca. Luego se coloco la tapa y posiciond
la boquilla en el agujero correspondiente. Para los ensayos de tiempo cero la boquilla
se encontraba colocada en su agujero al momento de iniciar la salida de vapor. En los
otros ensayos, se esperd el tiempo estipulado con la boquilla afuera, iniciando la salida de
vapor en esta condicién, y luego se posicioné la boquilla en el recipiente, manteniendo el
botén presionado. Se trataron los huevos con vapor durante 5 segundos. Posteriormente
se registro la dispersion, se contabilizaron los huevos y se corroboré la coincidencia entre
el conteo previo y posterior al tratamiento para garantizar que ningin huevo haya violado
las medidas de seguridad y asegurar la permanencia de los huevos en el recipiente. Por

ultimo se procedié al descarte del material.

3.5.2. Ensayos de viabilidad

Se considera la viabilidad como la fraccién de la poblacién que eclosiona luego de
ser inundada (ecuacién 11). Es importante destacar que se contemplé el niimero de nuevos
huevos eclosionados (con el mismo nimero de larvas correspondientes) ya que ciertas
muestras presentaban una gran acumulaciéon de huevos que, antes de inundar o tratar,
ya contenian huevos eclosionados. El término posiblemente viables hace referencia a los

huevos que, bajo una lupa binocular estereoscépica, presentaban una apariencia turgente
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y los achicharrados pero no colapsados (seccién 1.2.1).

Viabilidad — n° de nuev?s huevos ec‘losion'ados 2100 (11)
n° de huevos posiblemente viables inundados

Se calculd la viabilidad total de los ensayos de control, inundados sin tratar, como
el total de los huevos eclosionados, a lo largo de los ensayos, dividido por el total de los

huevos posiblemente viables inundados.

° total ]
Viabilidad Total — n° totalde ’I’LUBUO.S huevos ec.loszon'ados 2100 (12)
n° total de huevos posiblemente viables inundados

El primer abordaje de los ensayos de viabilidad tuvo como objetivo principal de-
terminar si los huevos efectivamente perdian viabilidad a causa del vapor, al aplicarlo por
1, 3, 5y 10 segundos. El segundo enfoque estuvo centrado en determinar la mortalidad a
distintas temperaturas y distintos tiempos de aplicacién del vapor. Para ambos casos se
realizaron ensayos de control con distintos criterios. En el primero, se realizé un ensayo
de control (un depresor lingual inundado) por dia de tratamiento y en el segundo, la re-
lacién fue de un ensayo de control (un depresor lingual inundado) cada 3 tratamientos (3
depresores linguales tratados con vapor).

Para el primer tipo de ensayo de viabilidad se utilizaron dos recipientes de pléastico,
con forma de cono truncado invertido, el Frasco 1 (F1) con un didmetro inferior de 4 cm,
didmetro superior de 7,5 cm y altura 8,5 cm y el Frasco 2 (F2) con un didmetro inferior
de 7 cm, didmetro superior de 10 cm y altura de 9,5 cm (figura 23). La eleccién de estos
recipientes se debi6 a la alta dispersién de huevos cuando la boquilla se colocaba a 0,2 cm.
Estos recipientes cuentan con tapa, por lo que se pudo trabajar en un ambiente cerrado
que contenia la dispersién y garantizaba la bioseguridad. A las tapas se les generé un
agujero para colocar la boquilla de la maquina de vapor. En este caso, se prioriz6 la
bioseguridad sobre el control de la temperatura, al trabajar en un ambiente cerrado el
vapor se acumula e incrementa la temperatura de tratamiento respecto a la temperatura

en un sistema abierto. Estos ensayos se realizaron con la maquina Steam Genie.
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Figura 23: Frascos utilizados para los ensayos de dispersion, a la izquierda se encuentra

el Frasco 1 (F1) y a la derecha el frasco 2 (F2).

Los depresores linguales se colocaron dentro de los distintos frascos pero, como
la presion inicial de vapor podria generar el desplazamiento de estas piezas, se fijé el
posicionamiento del depresor lingual colocando una seccién de pano absorbente en la
base del frasco (por debajo de la madera), el didmetro del pano dependia del recipiente
utilizado. Este pano también cumplié con la funciéon de absorber el agua acumulada en
el fondo y en las paredes del envase garantizando que solamente el vapor impactara los
huevos. Se considerd usar pegamento para fijar el depresor lingual, sin embargo, esta opcién
fue descartada ya que se llevo a cabo un ensayo comparativo de inundacion de muestras,
sin tratamiento, para evaluar los posibles efectos del pegamento sobre la viabilidad de
los huevos. Se utilizaron cuatro muestras en total, dos de ellas se pegaron al fondo del
recipiente con adhesivo instantaneo y luego se inundaron, y las dos restantes se inundaron
sin pegamento. En el caso del uso del pegamento, se aplicé sobre el depresor lingual del lado
contrario al que se hallaban los huevos y en el caso de la inundacién sin el pegamento, la
madera se roté para que los huevos queden sumergido por el agua. La viabilidad resultante
de la madera con adhesivo instantdneo fue menor en comparacion a las maderas inundadas
sin este pegamento (datos no mostrados). Es por ello que se decidié no utilizar pegamento
alguno.

Para realizar cada ensayo, en primer lugar se seleccioné el depresor lingual a utili-
zar, también con una densidad de 20 a 40 huevos, y se recorté a un tamano lo suficiente-

mente chico para que cupiese en el recipiente. Luego, se contaron y registraron los huevos
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y se clasificé cada uno de ellos con su estadio correspondiente. Posteriormente se preparé
el recipiente recortando el pano absorbente del tamano de la base del mismo, se colocé y
se recortod la tapa en el centro para que pase la boquilla de la méquina. Luego se coloco el
depresor lingual en el centro de la base, se tap6 y se posiciond la salida de la maquina de
vapor. Se procedié con el tratamiento aplicando el vapor por el tiempo correspondiente.
Una vez finalizado el tiempo, se removié la boquilla y se verificé la ausencia de huevos
dispersados en la misma. Por dltimo, se inundé el recipiente con agua de grifo de forma tal
que arrastre a todos los posibles huevos dispersados en las paredes y en la tapa al fondo
del mismo. Si la madera posefa huevos al final del ensayo, se disponia dada vuelta para que
los huevos queden sumergidos. Luego, se colocé una tapa sin perforar con la numeracién
del frasco, fecha y horario del tratamiento. Por ultimo, se procedié al descarte del material
biolégico correspondiente. La presencia de larvas en los frascos fue controlada (control
de viabilidad luego del tratamiento) todos los dias y luego de 7 dias los huevos inunda-
dos fueron contabilizados (en conjunto con posibles larvas vivas o muertas), realizando y
registrando todas las observaciones necesarias.

En estos ensayos se diferencié la manera en la que se inundaban las muestras
pues se consideraron dos maneras distintas de hacerlo: una inundacién inmediatamente
posterior a la exposicién y una luego de 5 minutos. El objetivo fue determinar si los huevos
morian instantdneamente al estar en contacto con el vapor de agua o si la temperatura,
después de cesar la emisién de vapor, contribuia un efecto significativo adicional. No se
contemplo el tiempo entre que se activaba la salida de vapor y la aplicacién del mismo
sobre las muestras ya que la dispersion se lograban contener en el frasco y el objetivo era
determinar la mortalidad como consecuencia del vapor.

El segundo tipo de ensayo se realizé en la caja pldstica transparente, figura 22.
Dado al tamano del mismo, se disminuyé la probabilidad de que la viabilidad de los huevos
estuviera afectada por el vapor acumulado. En este sistema, se logré contener la dispersién
de los huevos y, debido al volumen del recipiente, se asume que las temperaturas sobre
las muestras son similares o apenas mayores que las medidas en el sistema semi-abierto,
las cuales se toman como referencia (seccién 3.3). En este experimento se vari6 no solo el
tiempo de exposicién de los huevos, entre 1, 3, 5 y 10 segundos, sino también las distancias
a la salida de la maquina, desde 0,2 y con intervalos de 1 cm en el rango de 1,0 a 7,0 cm,

relacionando estas distancias con las temperaturas medidas en experimentos previos. La
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cartulina (colocada arriba de la rejilla) contenia los huevos dispersados sin condicionar
la viabilidad de los mismos al no aplicarle pegamento. Adicionalmente, antes de cada
tratamiento y como consecuencia de los resultados de los ensayos de dispersién, se tomé
un tiempo de espera entre que se activaba la maquina de vapor y se trataban los huevos
de 20 segundos (se agregaron 5 segundos para contemplar el error humano en el proceso)
para disminuir lo méximo posible la dispersién. El didmetro de la madera (con huevos)
tratada por altura fue determinado por el diametro del haz de vapor medido en la seccién
3.3.4. En todos los casos, luego del tratamiento, las maderas y/o huevos dispersados fueron
colocadas en frascos e inundadas de forma inmediata, diferenciando (en diferentes frascos)
entre los huevos que quedaban en la madera y aquellos que se dispersaban. La presencia de
larvas en los frascos fue controlada (control de viabilidad luego del tratamiento) todos los
dias y luego de 2, 3, 4 o 7 dias (dependiendo de la muestra) los huevos inundados fueron
contabilizados (en conjunto con posibles larvas vivas o muertas), realizando y registrando

todas las observaciones necesarias.
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4. Resultados

4.1. Ensayos de temperatura
4.1.1. Desplazamiento horizontal

Si bien estas mediciones se realizaron con la maquina de vapor JML Steam Genie, se
incluyen porque la limpiadora de vapor presenta un comportamiento similar a la maquina
Lugstoff LQLV 1050, tanto por la presencia del estadio estacionario como por el modo de

calentamiento (resistivo) y el accionar mecénico.

Desplazamiento horizontal a 0,2 cm de altura
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Figura 24: Medianas, RIQ y diferencia entre las medianas del SP y SR. La boquilla de
la salida de vapor se desplazé horizontalmente (0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 cm) y verticalmente
a 0,2 cm (a) y a 5,0 cm (b). La diferencia entre medianas se calculo como: SP-SR. SP

circulos verdes, SR circulos rosa, diferencia entre medianas circulos azules
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La diferencia entre medianas (SP-SR) disminuye a medida que se incrementa el
desplazamiento lateral tanto para las mediciones de 0,2 cm como las de 5,0 cm de des-
plazamiento vertical. La menor diferencia entre el SP y SR, tanto para la altura de 0,2
cm como para la altura de 5,0 cm, se presenté en el desplazamiento horizontal de 4,0 cm
(0,8°C y 3,7°C respectivamente). Ademds, a medida que se desplazé el haz del SP hacia
el SR, la mediana de temperatura registrada por el SP disminuyé tanto a 0,2 cm como
a 5,0 cm. Respecto al SR, se observa un crecimiento general en la mediana registrada a
medida que incrementa el desplazamiento horizontal en ambas alturas. Del andlisis de los
RIQ, se observa que los datos, en ambos sensores, presentan poca dispersion. Los valores

de las medianas, RIQ y cuartiles (Q1 y Q3) se encuentran en el Anexo, tabla 12.

4.1.2. Desplazamiento vertical (altura)

Los resultados de temperatura en funcién del desplazamiento vertical (altura) de
la boquilla de la maquina de vapor respecto del SP se obtuvieron utilizando la limpiadora
a vapor LQLV 1050, Lusqtoff. Los datos se representaron mediante histogramas (figura
25). Se considera N como la medida registrada por el sensor cada 1 segundo. El Nyyqr,
para cada altura evaluada, es de 844 y el N por sensor (principal o residual), es de 422.
Los 422 registros corresponden a dos ensayos de 211 registros (3,5 minutos) medidos sobre
cada sensor. Donde en el primer ensayo se designa como SP a uno de los dos sensores y

en el segundo ensayo se designa al SR del primer ensayo como SP.
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Figura 25: Histogramas de las temperaturas registradas por ambos sensores a distintas
alturas. SP barras color verde y SR barras color rosa. Panel A 0,2 cm, B 1,0 cm, C 2,0
cm, D 3,0cm, E40cm, F50cm, G60cm, H7,0cm, I80cmyJ 9,0 cm.

Las temperaturas registradas por el SP presentan distribuciones del tipo campana
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con RIQ estrechos, para todas las alturas. En este sensor la estabilidad de temperatura se
alcanzé en aproximadamente 30 segundos y se mantuvo por los 3,5 minutos restantes, a
modo de ejemplo se encuentran las figuras 26 y 27. Por esta razon en los histogramas solo
se incluyen las medidas de temperatura tomadas luego de 30 segundos, considerando este

tiempo como el necesario para que se calienten los sensores.

Registro de datos para 0,2 cm por 4 minutos
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Figura 26: Adquisicién de datos realizada a 0,2 cm de los sensores durante el tiempo
estacionario de la maquina de vapor (4 minutos). Se pueden apreciar los datos registrados

por los sensores S1 y S2 tanto en la posicién principal como residual.

Registro de datos para 3 cm por 4 minutos
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Figura 27: Adquisiciéon de datos realizada a 3 cm de los sensores durante el tiempo
estacionario de la méquina de vapor (4 minutos). Se pueden apreciar los datos registrados

por los sensores S1 y S2 tanto en la posicién principal como residual.

Para las temperaturas registradas sobre el SP se realizaron los ensayos de norma-
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lidad de Shapiro-Wilk y Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) en R [68], en todos los casos el
valor de p fue significativamente menor a 0,05. Esto implica que la distribucién de los
datos no es normal, sin embargo se debe tener en cuenta que estos ensayos son altamente
estrictos/exigentes. Dado este resultado se decidié describir estadisticamente las medidas
obtenidas utilizando la mediana y el RIQ (figura 28).

En los histogramas del SR se observan dos fenémenos diversos, que indicarian que

no se logro la estabilidad en las mediciones de las temperaturas residuales.

= El primer caso se da en el SR, figura 25: A 0,2 cm, B 1,0 cm, G 6,0 cm y H 7,0 cm,
donde se presentan histogramas anchos y con la aparicién de dos picos. Cada uno de
estos picos corresponden al sensor utilizado para realizar la medicién, ya que ambos
sensores se utilizaron como principal y residual para las distintas repeticiones. Este
resultado coincide con lo que se observa en la figura 26, las curvas de los SR no se
solapan ni estabilizan. Se espera que, si se llegase a estabilizar la temperatura, estos
dos picos se unan (y las curvas se solapen) generando una distribucién tipo campana
similar a la observada en el SP, contemplando siempre la posible diferencia de 2,3°C
de medicién dado el error de los sensores. Nétese que para la altura de 6,0 (figura

25 G) cm hay una diferencia de solo 2°C entre los picos.

= El resto de los histogramas presentan una distribucién tipo campana, pero con un
RIQ mayor al que presenta el SP, para la misma altura. Los histogramas anchos se
pueden atribuir a que no se logrd la estabilidad de los sensores y, por lo tanto, la
temperatura ain seguia aumentando cuando se terminé la medicién. En el caso de la
figura 25 D (datos representados en funcién del tiempo en la figura 27) la respuesta
del SR sigue estabilizandose al concluir la medicién pero las curvas de ambos sensores

estdn relativamente solapadas (se comparte un mismo pico en el histograma).

Para las mediciones del SR, al igual que en las mediciones del SP, se aplicaron
los ensayos estadisticos de Shapiro-Wilk y Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) en R [68]. En
todas las condiciones se obtuvo un p < 0,05 por altura por lo cual se calculé la mediana y
RIQ, figura 28. Debido a las diferencias en la distribucién de los histogramas mencionadas
anteriormente, al igual que en el ancho del RIQ, y que los valores no logran estabilizarse,
no se puede confirmar que los valores calculadas sean realmente representativas de la tem-

peratura residual final del sistema semi-abierto. La estabilizaciéon esperada en el registro
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del SR esta por fuera de las posibilidades de este ensayo dado que el volumen de agua que
se coloca en la maquina no permite la generacion de vapor mas alld de los 4 minutos.

En la figura 28 se representan los datos de temperatura obtenidos en funcién de
la altura registrados por el SP y el SR. La tabla completa con las medianas, RIQ y
cuartiles se encuentra en el Anexo (tabla 13). Se observa un comportamiento decreciente
a medida que incrementa la altura para el SP. Para el SR el comportamiento decreciente
podria observarse entre 0,2 y 3,0 cm. A partir de 4,0 cm, dado que la diferencia entre las
temperaturas medidas son menores al error tedrico de los sensores (2,3 °C), los valores
parecen oscilar alrededor de un valor estable. Adicionalmente, para el SP el valor del RIQ
es bajo a lo largo de toda la curva, mostrando una baja dispersion de los datos medidos.
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Figura 28: Temperaturas obtenidas a distintas alturas (mediana y RIQ). SP verde y SR

rosa.

4.1.3. Desplazamiento radial

La mediciones de las temperaturas radiales se expresaron en forma de boxplot
analizando el SP (figura 29) y el SR (figura 30). Al igual que en las mediciones de altura,
en ambas figuras se muestran los datos adquiridos durante 3,5 minutos, descartando los

primeros 30 segundos.
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Residuales
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En la figura 29 se aprecia que, para una misma altura, las medianas de las tempe-
raturas registradas por el SP son similares en todos los angulos-grados de rotacion, lo cual
es esperable porque es la misma medida con varias replicas. También se observa un RIQ
muy pequeno para la mayoria de las medidas, pero con de valores considerados atipicos,
que disminuye a medida que aumenta la altura. En la figura 30 se observa que, para una
misma altura, las medianas de las temperaturas registradas por el SR son similares. El
RIQ es mayor, si se compara con el SP, pero disminuye a medida que aumenta la altura.
La dispersion de los valores atipicos es menor que aquella presenta el SP.

Se realizaron los ensayos de normalidad en R (Shapiro-Wilk y Lilliefors) y en todos
los casos el valor de p fue significativamente menor a 0,05 por lo tanto la distribucién de

los datos radiales no es normal. Las temperaturas obtenidas se muestran en la tabla 5.
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Sensor residual
Grado
Temperatura (°C)
de
Maéaxima
rotacién (°) | Mediana | RIQ | [Ql - Q3]
Diferencia

89,3 0,8 | [89,0 - 89,8] 0 52,5 11,5 | [45.8 - 57,3]
88,3 1,0 | [87,8 - 88,8] 90 53,4 6,8 | [50,0 - 56,8]

1,0 1,0 2,3
88,8 1,6 | [87,8 - 89,4] 180 54,8 7,5 | [61,3 - 58,8]
88,8 1,5 | [88,0 - 89,5] 270 53,3 7,2 [48,8- 56,0]
78,1 1,0 | [77,8 - 78,8] 0 44,0 1,0 | [43,5 - 44,5)
78,3 1,0 | [77,8 - 78,8] 90 45,0 1,7 | [43,8 - 45,5]

2,0 0,7 1,0
78,8 1,7 | [77,8 - 79,5] 180 44,8 1,5 | [43,8 - 45,3]
78,5 1,5 | [77,5 - 79,0] 270 44,3 2,5 | [42,8 - 45,3]
70,3 1,0 | [69,8 - 70,8] 0 41,8 2,3 | [40,7 - 43,0]
68,8 1,0 | [68,3 - 69,3] 90 42,0 1,2 | [41,3 - 42,5]

3,0 1,7 0,5
70,3 1,8 | [69,0 - 70,8] 180 42,0 4,0 | [39,8 - 43,8
70,5 1,8 | [69,5 - 71,3] 270 42,3 1,7 | [41,3 - 43,0]
56,5 1,0 | [56,0 - 57,0] 0 39,4 2,3 | [38,2-40,5]
56,3 0,8 | [55,8 - 56,6] 90 38,5 2,0 | [37,8 - 39,8

6,0 2,0 1,0
56,3 1,2 | [55,8 - 57,0] 180 39,3 3,7 | (36,8 - 40,5]
58,3 0,7 | [57,8 - 58,5] 270 39,5 3,3 | [37,5 - 40,8]
49,5 0,8 | [49,0 - 49,8] 0 40,3 1,0 | [39,8 - 40,8]
49,5 1,3 | [48.5 - 49.8] 90 39,8 1,8 | [39,0 - 40.,8]

9,0 0,3 1,3
49,8 1,0 | [49,0 - 50,0] 180 39,0 0,8 | [38,5 - 39,3
49,5 0,7 | [49,3 - 50,0] 270 40,0 0,8 |[39,8 - 40,6]

Tabla 5: Temperaturas obtenidas sobre el SP (sin rotacién) y el SR (dngulos de rotacién
0°, 90°, 180°y 270°). Se informan mediana, RIQ y cuartiles (Q1 y Q3). Maxima diferencia
= temperatura (mediana) méxima - temperatura (mediana) minima, obtenida por altura

y por sensor.

En el SP, para todas las alturas, los valores de p al aplicar Kruskall-Wallis fue-
ron menor a 0,05 sin embargo al aplicar el método post hoc se encuentran registros de
temperatura que tienen distribuciones estadisticamente similares, por altura. Segtn estos
métodos estadisticos la distribucién de temperaturas es similar a un 1,0 cm a 180° y 270°;
a2,0cm a0°y270° y a 90° a 270°; a 3,0 cm a 0° y 270°; a 6,0 cm a 0° y 180°; y por
ultimo a 9,0 cm a 0° y 90° y 180° y 270°. Si se consideran las medidas realizadas en cada
altura sobre el SP, éstas son replicas ya que no varian las condiciones entre medidas. Era
de esperar encontrar una mayor similitud entre las distribuciones adquiridas sobre el SP

ya que la temperatura registrada se estabiliza luego de aproximadamente 30 segundos.
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Respecto al SR, en el unico caso donde Kruskall-Wallis resulté en un valor de
p > 0,05 fue en las mediciones a 3,0 cm. Para las otras alturas, las temperaturas no
presentan distribuciones estadisticamente similares para este método, con la excepcién de
la altura 6,0 cm donde los datos para los angulos 0° y 270° y 90° y 180° son estadisticamente
iguales.

Al observar las columnas de maxima diferencia (por altura y por sensor) de la
tabla 5 se observa que todas estdn por debajo del error del sensor (2,3 °C). Esto muestra
que los métodos estadisticos implementados exigen mas que la exactitud del instrumento,

por lo cual no aportan a lo que es el andlisis de los datos adquiridos.

4.1.4. Diametro del haz de vapor

El didmetro del haz de vapor varia en funcién a la altura de tratamiento, tal como
se puede observar en la figura 31. A medida que incrementa la distancia de tratamiento,
mayor es el didmetro del haz. Los didmetros para 6,0 y 7,0 cm no se registraron ya que
nunca se trabajoé con depresores linguales que tengan un largo mayor a 3,5 cm, que es
el didametro correspondiente a la boquilla ubicada a 5,0 cm de altura respecto del blanco
(sensores o depresor lingual). Como existe una relacién directa entre el didmetro y la altura
se espera que para 6,0 y 7,0 cm el diametro sea mayor que el que se observa para 5,0 cm.
Estas mediciones determinaron las dimensiones méaximas de los depresores linguales (con

huevos) utilizados en los ensayos de viabilidad.

Diametro del haz de vapor en funcién a la altura

5,0 3,50
4,0 2,50
g 50 s
=
g Diametro (cm)

Figura 31: Didmetro del haz proveniente de la maquina de vapor (en cm) en funcién de

la altura (cm).
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4.2. Ensayos con huevos
4.2.1. Ensayos de dispersién/permanencia

Los ensayos de esta seccién fueron realizados con la maquina de vapor modelo
Steam Genie. Los huevos no dispersados son aquellos que permanecen en el depresor lingual
luego del tratamiento. El porcentaje de huevos no dispersados se calcula como (nimero
de huevos dentro del depresor lingual)/(ntimero total del huevos en el depresor lingual
antes de iniciar el experimento)*100. Al variar el tiempo de espera de 0 a 15 segundos,
la permanencia de los huevos en la madera aument6é de 41 % a 90 %. Se realizaron un
total de 25 ensayos: 2 para 0 segundos, 3 para 2 segundos, 12 para 5 segundos, 5 para 10
segundos y 3 para 15 segundos (tabla 6). Se encontré que existe una relacién inversa entre
el tiempo de espera antes de aplicar el vapor y la dispersién de los huevos no viables. Al ser
el comportamiento entre las maquinas de vapor marca Steam Genie y Lusqtoff similares,

se espera una relacion semejante entre la dispersion de huevos no viables y el tiempo de

espera al utilizar la maquina de vapor Lusqtoff.

0 46 19 41 %
2 62 42 68 %
5 270 202 75 %
10 107 92 86 %
15 93 84 90 %

Tabla 6: Porcentaje de permanencia (no dispersién) presente al esperar distintos tiempos
antes de aplicar el vapor a 0,2 cm de los huevos no viables. Huevos de las SE 5 y 6 del

2019, 9 a 10 meses de antigiiedad al momento del ensayo.

4.2.2. Ensayos de viabilidad

Estos ensayos se dividieron en dos, aquellos realizados en los frascos de tipo 1 (&
inferior de 4 cm) y tipo 2 (@ inferior de 7 cm), ver tablas 7 y 8, y los que se realizaron en
el recipiente de mayor volumen (de 30 x 30 x 11 cm - caja de pléastico transparente), ver

tablas 9, 10 y 11.
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Para los ensayos en los frascos, los huevos provenian de las SE 5 y 6 del 2020, con
una antigiiedad de 2 semanas al momento de ser ensayados (control y tratamiento). Res-
pecto al control, utilizado para realizar un analisis comparativo de la viabilidad potencial
de los huevos antes de ser tratados, se contabilizaron y clasificaron (viables, achicharra-
dos, colapsados o eclosionados) los huevos de cinco depresores linguales y se inundaron
sin tratar, los resultados se encuentran en la tabla 7. Estos ensayos cumplen la funcién
de control, representan la viabilidad de la poblacion general. No fue posible representar la
viabilidad de cada muestra tratada debido a la baja cantidad de huevos en cada una. Como
referencia de la viabilidad inicial de las muestras tratadas se tomé la viabilidad total de los
ensayos de control segin la ecuacién 12 (seccién 3.5.2). La tabla completa de los ensayos
de control con los nuevos huevos eclosionados, larvas vivas y larvas muertas contabilizadas
se encuentra en el Anexo, tabla 14. Se utilizaron en total 163 huevos posiblemente viables

y de ellos 160 eclosionaron.

1 29 100 %
2 29 100 %
3 28 96 %
4 31 97 %
5 46 98 %

Viabilidad Total 98 %

Tabla 7: Viabilidad de las muestras de control, con una antigiiedad de 2 semanas, para
los ensayos realizados en los frascos F1 y F2. La antigiiedad se calculé restando la SE de

recoleccion de la muestras de la SE en la que se realizaron los ensayos.

En cuanto a los tratamientos en los frascos, se comenzé con un tiempo de exposicién
al vapor de 10 segundos y se fue reduciendo a medida que se comprobaba la ausencia de
viabilidad, por esta razén luego se pasé a 5 segundos y por ultimo, a 1 segundo. En todos
los escenarios la viabilidad, luego del tratamiento, fue nula excepto en una repeticién donde
se aplicé vapor por 1 segundo, en un frasco tipo 2, que resulté en una viabilidad del 80 %.

Dada la comparacién con el resto de las 12 experiencias que resultaron en un viabilidad
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nula en las mismas condiciones, y mayores detalles que se explicaran en la secciéon 5.2.1,
a este valor se lo considera un valor atipico debido a un error durante el tratamiento.
Por lo tanto, asumiendo que todas las muestras tratadas contaban una viabilidad inicial
de 98 %, se observé que ésta se redujo a cero en todos los tratamientos. Estos ensayos
fueron determinantes para empezar a considerar al vapor de agua como un método de
control fisico factible para el Aedes aegypti. La tabla 8 resume la cantidad de repeticiones
realizadas para cada ensayos (tipo de frasco y tiempo) y la cantidad total de huevos

tratados, excluyendo al valor atipico.

3
3 4 149
F1
5 3 73
10 2 65
1 12 385
F2 3 2 7
10 2 67

Tabla 8: Ensayos de viabilidad realizados en F1 y F2, en todos los casos la viabilidad
resultante fue nula. El tiempo representa el tiempo de tratamiento de los huevos de Aedes
aegypti y la cuarta columna es la sumatoria de los huevos posiblemente viables (turgentes)
y achicarados, de las repeticiones. Los huevos provenian de las SE 5 y 6 del 2020, con una

antigliedad de 2 semanas al momento de ser ensayados.

Respecto a los resultados de los tratamientos realizados en el recipiente de mayor
volumen (seccidn 3.5.2), tablas 10 y 11, es importante tener presente el rango de viabilidad
de la poblacién control de estos experimentos. Los ensayos de control se pueden apreciar
en la tabla 9, donde el rango de viabilidad es de [36 %-100 %] (excluyendo el experimento
4, considerado un valor atipico). Este rango aparenta amplio sin embargo, los casos donde
se presenté una viabilidad por debajo del 70 % fueron puntuales: experimentos 4, 7y 14

con valores de viabilidad de 0%, 36 % y 55 % respectivamente. En el resto de los casos,
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la viabilidad se presenté en el rango de [74% - 100 %]. Al calcular la viabilidad total
(considerando los experimentos 7 y 14), utilizando la ecuacién 12 de la seccién 3.5.2, el
resultado obtenido fue de 82 %. Por lo tanto, si se considera este valor como representativo
de la viabilidad de la poblacién general, se puede decir que la viabilidad inicial de la
poblacién a ser tratada era de 82 %. Este porcentaje sirve de referente para confirmar que,
en los casos donde el porcentaje de viabilidad disminuyé respecto a esta referencia, luego
del tratamiento (tablas 10 y 11), es efectivamente causa de la exposicién al vapor u otros
factores y no de una baja viabilidad inicial de la muestra. Los huevos utilizados para los
ensayos de control y viabilidad en el recipiente de mayor volumen provenian de las SE 5,

6 v 7 del 2020 y al momento de tratarlos tenfan entre 3 y 5 semanas de antigiiedad.
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1 34 97 %
2 10 80 %
3 41 83 %
4* 20 0%
) 23 4%
6 23 4%
7 31 36 %
8 27 8%
9 39 95 %
10 27 96 %
11 26 89 %
12 60 83 %
13 26 96 %
14 20 55 %
15 21 100 %
16 30 93 %
17 20 5%
Viabilidad Total 82%

Tabla 9: Viabilidad de las muestras de control para los ensayos realizados en el recipiente
de mayor volumen. Los experimentos 1 y 2 tenian una antigiiedad de 3 semanas, los expe-
rimentos 3-7 tenfan una antigiiedad de 4 semanas y los ensayos restantes una antigiiedad
de 5 semanas. La antigiiedad se calculo como: SE ensayado-SE recolectado. El asterisco

(*) indica un valor considerado atipico.

En cuanto a los resultados de la tabla 10, se puede observar que la mayoria de los
ensayos resultaron en una poblacién que no sobrevivié la exposicién de vapor. Los ensayos
con estos resultados fueron a 0,2 cm por 1y 2 segundos, a 1,0 cm por 1 y 2 segundos, a 2,0
cm por 3 y 5 segundos, a 3,0 cm por 1 y 3 segundos, a 4,0 cm por 5 y 10 segundos, a 5,0
cm por 3, 5y 10 segundos, y a 6,0 y 7,0 cm por 10 segundos. De todas formas, a 5 cm (al
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aplicar vapor por 5 segundos) se presenté un valor atipico cuyo resultado de viabilidad se
encuentra entre paréntesis (eclosionaron 23 de 34 huevos posiblemente viables tratados).
Este dato fue excluido tanto del niimero de repeticiones como del cdlculo del ntimero total
de huevos. En solo una experiencia la viabilidad no fue nula, a 2,0 cm al aplicar vapor
por 1 segundo. Este fendmeno no es el resultado de una tnica muestra (como en el caso
anteriormente mencionado), sino de todas las repeticiones en conjunto donde la viabilidad
fue variable entre experiencias. Si bien la viabilidad obtenida es no nula el valor es de
tan solo un 4 %. En todos casos la viabilidad se calculd sobre el total de huevos de las
todas las repeticiones (por altura y por tiempo de aplicacién). Ciertos ensayos tuvieron
dispersion de los huevos por fuera de la madera y estos huevos se analizaron por separado,
observandose los resultados en la tabla 11. El niimero de huevos entre paréntesis en la tabla
10 es el ntmero total de huevos posiblemente viables que permanecieron en los depresores

linguales. En total se realizaron 51 ensayos y se supervisaron 1602 huevos.
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3 (90) 0%
0,2
3 (43) 0%
3 (68) 0%
1,0
3 (98) 0%
5 (112) 4%
2,0 5 (174) 0%
1(28) 0%
2 (64) 0%
3,0
3(99) 0%
4 (138) 0%
4,0
2 (62) 0%
3 (91) 0%
4 (155) 0%
5,0 (68 %)*
3 (108) 0%
6,0 3 (89) 0%
7.0 3 (149) 0%

Tabla 10: Viabilidad en funciéon del tiempo de exposicion al vapor, por altura. Expe-
riencias realizadas en el recipiente de mayor volumen. El asterisco (*) indica un valor
considerado atipico hallado en un dnico depresor lingual de los 5 examinados. Los huevos

tenfan una antigiiedad de entre 3 a 5 semanas al momento de ser tratados

Los resultados en la tabla 10 no contemplan los huevos dispersados de los depresores
linguales, éstos se representaron como un subconjunto aparte en la tabla 11. En total 16
ensayos tuvieron dispersiéon y se supervisaron 84 huevos dispersados. Existe una relacién
inversa entre la altura y la dispersién, entre los 0,2 cm y los 3,0 cm, la dispersién se redujo
drasticamente de un 49 % a 4-8 %. Sin embargo, es importante mencionar que existe dos
datos que no cumple la relacién general, aquel donde se aplica vapor a 3,0 cm por 1y 3
segundos. La viabilidad es nula en todos los casos excepto a 2,0 cm al aplicar vapor por 1

segundo, dato que coincide con el valor no nulo (4 %) obtenido de la tabla 10.
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0,2 3 (41) 0% 49%
1,0 3 (11) 0% 14%
2o 3 (13) 23% 10%
’ 2 (7) 0% 4%
2 (3) 0% 5%

3,0
3(9) 0% 8%

Tabla 11: Viabilidad de los huevos dispersados, por altura y por tiempo de exposicién
al vapor, en los ensayos realizados en el recipiente de mayor volumen. El porcentaje de
dispersion se calculé dividiendo el niimero de huevos dispersados por la suma de los huevos
que permanecieron en el depresor lingual y aquellos que se dispersaron. Los huevos tenian

una antigiiedad de entre 3 a 5 semanas al momento de ser tratados

4.2.3. Viabilidad de las larvas

Al realizar el conteo de los huevos luego de los tratamientos, en los frascos y en el
recipiente de mayor volumen, se observaron nuevos huevos eclosionados pero con las larvas
correspondientes de los mismos muertas, como se muestra en la figura 32. Estos nuevos
huevos si bien eclosionaron no se consideraron como tales ya que las larvas resultaron no

viables.
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Figura 32: Imdgenes representativas de huevos eclosionados con presencia de larvas muer-
tas en F1, F2 y el recipiente mayor volumen, ante el estrés térmico generado por la apli-
cacién de vapor. Imagenes tomadas de distintos experimentos. El circulo rojo muestra las
larvas muertas junto a los huevos eclosionados. Magnificacién del objetivo: (a), (b) y (d)

20x y (c) 10x
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5. Discusion

5.1. Emnsayos de temperatura

Los ensayos de temperatura permiten evaluar cuantitativamente el comportamien-
to general de la méquina de vapor utilizada. Las mediciones de desplazamiento hori-
zontal, si bien se realizaron con la maquina Steam Genie, describen de modo general la
relacién entre la temperatura y la distancia de la salida de vapor respecto del SP. A medida
que la boquilla de la maquina se aleja horizontalmente del SP, la temperatura disminuye
mientras que la del SR muestra una tendencia a incrementar. Al posicionar la boquilla de
la maquina de vapor a la misma distancia del SP y SR (a 4,0 cm de cada uno), a 0,2 cm
de altura, las temperaturas registradas eran similares con una diferencia en las medianas
de 0,8°C que es despreciable frente a los 2,3°C de error de los sensores de temperatura.
Este resultado muestra que la distribucion del vapor es relativamente equitativa hacia los
laterales. En el caso de las mediciones realizadas a 5,0 cm y a una distancia horizontal de
4,0 cm, se puede observar una mayor diferencia entre las temperaturas registradas (princi-
pales y residuales) que puede deberse al incremento en error de manipulacién al posicionar
la salida de vapor cuando la misma se desplaza verticalmente.

Los resultados de desplazamiento vertical que se muestran en las figuras 25
y 28 (tabla 13 del Anexo) se obtuvieron con la maquina Lusgtoff. Dichas muestran que
existe una relacion inversa general entre las temperaturas registradas y la distancia de
la salida de la maquina de vapor, fundamentalmente para el SP. En las medidas hechas
sobre el SP el RIQ es estrecho, con lo cual los valores representan de manera fiel el estado
estacionario de la méaquina. Por otro lado, en el SR, se observan valores de RIQ més
grandes en comparacion con el SP. Esta diferencia puede deberse a que el SR no alcanza
el estado estacionario durante los 4 minutos que dura el experimento tal como muestran
los histogramas de la figura 25 y las figuras 26 y 27. Si bien las temperaturas del SR
pueden ser tomadas como orientativas, se observa en la figura 28 que la temperatura del
mismo disminuye hasta a los 3 cm y luego se mantiene relativamente constante alrededor
de los 40°C (una temperatura cercana a la que llega a tolerar el huevo en la naturaleza
61).

Al analizar la mediana de la temperatura obtenida tanto en el SP como en el SR,

es posible notar que cuanto mayor es la altura a la cual se coloca la boquilla de la maquina
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de vapor, las temperaturas registradas en ambos sensores tienden a igualarse. Esto puede
deberse a que la dispersion del vapor se homogeneiza y se transforma en un “tratamiento”
menos especifico en términos espaciales. Ademas, se puede observar, en forma general, una
funcién partida. La primera, parte entre los 0,2 y 3,0 cm donde la caida de temperatura
en funcién a la altura es méas pronunciada para el SP y SR, y la segunda, entre los 4,0
y 9,0 cm donde la temperatura disminuye de forma paulatina para el SP y permanece
relativamente constante para el SR (figura 28).

Los experimentos de desplazamiento radial permitieron medir la temperatura
del SR en cuatro dngulos de rotacion respecto del SP, mientras que para el SP se realiza-
ban 4 réplicas de la misma medicién. Al rotar el SR, el SP permanecia siempre posicionado
debajo de la salida de vapor. El SP reproduce los mismos valores y tendencia en la dismi-
nucién de la temperatura con el incremento de la altura de la salida de vapor (tabla 5),
que se registré en los experimentos de altura (figura 28). Cabe destacar que tanto los va-
lores de RIQ como la representacion de la maxima diferencia para el SP estan siempre por
debajo del error del sensor, para cada altura a la que se colocé la boquilla de la maquina
de vapor. Este error presente en las mediciones no es biolégicamente significativo tal como
se explicard en la seccion 5.2.

La distribucién de las temperaturas segin el angulo de posicionamiento del SR se
diferencia del SP por los valores de RIQ, ya que generalmente son mayores en el SR. Al
igual que el SP, el SR reproduce los valores y la tendencia de disminuir la temperatura con
la altura de la posicién de la boquilla de forma més pronunciada hasta los 3,0 cm para luego
permanecer alrededor de un valor constante (tabla 5) como sucede en los experimentos
de altura (figura 28). Esta tendencia, como es de esperar, es independiente del dngulo de
posicionamiento respecto del SP. Se calculé la méxima diferencia entre las medianas por
altura, donde todos los valores son menores o iguales al error propio del sensor (2,3°C).
Por lo tanto, se puede confirmar que la distribucion es radial y equitativa.

Las mediciones de desplazamiento horizontal y radial sirven como informacion y
conocimiento para el posible uso previsto de este método. Sin embargo, no fueron utilizadas
en el proceso de tratamiento de los huevos. Esto se debe a que se orientd la investigacién
a tratar a los huevos que se encontraban justo debajo del haz de la maquina de vapor.
Se puede reconocer un comportamiento del vapor de forma cénica, con el vértice en la

salida de la boquilla, variando asi el area de posible tratamiento a medida que incrementa
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la distancia vertical respecto al vértice. Analizando en conjunto con los resultados de los
restantes ensayos, el haz de vapor tiene una mayor temperatura en el eje del cono, que
normalmente impacté directamente sobre el SP, que en los laterales, medido aproximada-
mente por el SR.

Se presentaron dos limitaciones particulares durante las mediciones de tempera-
tura. En primer lugar, fue necesario modificar el modelo disenado ya que inicialmente se
supuso que las mediciones se llevarian a cabo cada 5,0 cm, cuando en realidad se termi-
naron realizando de a 1,0 cm. Por este motivo, la soluciéon hallada fue dejar la madera
horizontal de la estructura de madera a una altura fija y agregarle tacos de 1,0 a 4,0 cm,
luego se subia un escalén la madera para obtener las distancias deseadas. En segundo
lugar, la estructura podria generar una acumulacién de vapor ya que, aunque es abierta,
los laterales presentaban una barrera. Entonces, los valores obtenidos (mediana y RIQ)

son representativos de la temperatura en un sistema semi-abierto.
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5.2. Ensayos con huevos
5.2.1. Ensayos de dispersion

Aunque los ensayos de dispersién se realizaron con huevos no viables y con la
maquina Steam Genie, fueron preliminares y resultaron orientativos a lo que podria espe-
rarse de huevos viables. De este experimento se justifica esperar por lo menos 15 segundos,
entre el accionar de la maquina y la aplicacién de vapor sobre los huevos, para disminuir
el riesgo de generar nuevos criaderos debido a la dispersién durante la aplicaciéon de vapor.
Este tiempo de espera es sumamente importante ya que, como se muestra en este trabajo,
contempla el estado de transicién entre la apertura del sistema cerrado de la maquina
de vapor a un sistema abierto. Esta transicion estd caracterizada por una disminucién de
la presién, el caudal y la velocidad hasta alcanzar un régimen estacionario. Este régimen
se observo en los sensores de temperatura luego de 30 segundos, sin embargo a medida
que los sensores se encontraban a una temperatura basal mayor, el estado estacionario se
lograba en menos de 30 segundos, cercano a 20 segundos. Consecuentemente, la medicién
del estado estacionario no tan solo esta condicionada por la transicién misma del sistema
sino también por el tiempo de respuesta de los sensores.

Se valida el tiempo de espera de 20 segundos tanto por los resultados de la disper-
si6én (se adicionaron 5 segundo por la diferencia de potencia entre los distintos modelos de
las maquinas de vapor) como por el tiempo de espera aproximado necesario para lograr

un estado estacionario con la méquina de vapor.

5.2.2. Ensayos de viabilidad

En el caso de los ensayos en los frascos (F1 y F2), el tratamiento con vapor se
realizé a una tnica distancia de las muestras (0.2 cm). En la totalidad de estos ensayos
la mortalidad de los huevos fue del 100 % (tabla 7). Sin embargo, se observé una gran
dispersion en todos los ensayos al aplicar el vapor a una distancia tan préxima a los huevos.
La dispersion fue limitada por las paredes del los frascos utilizados de modo que, durante
todo el tratamiento con vapor, los huevos quedaron confinados. Después de la exposicién,
se inundaron para medir la viabilidad resultante lo que no permitié discriminar entre los
huevos que permanecieron en la madera y aquellos que se dispersaron.

Tanto en F1 como en F2 no fue posible medir la temperatura del vapor. Para
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estos experimentos se toma como referencia el valor 95,3 °C que se obtuvo en los ensayos
de desplazamiento vertical en el sistema semi-abierto (figura 28 y tabla 13). Por lo tanto
en F1 y en F2 (sistemas cerrados) se considero que la temperatura fue mayor o igual a
95,3°C. Cuando el tiempo de exposicion fue mayor a 1 segundo, era visible la acumulacién
del vapor. En estas situaciones se dificulta establecer si lo que genera la mortalidad es
el shock inicial del vapor, el vapor acumulado o una combinacién de estos factores. La
acumulacién de vapor conlleva un aumento en la presién y un aumento en la tempera-
tura de tratamiento. Adicionalmente, la acumulacién del mismo resulta en un tiempo de
tratamiento mayor al de aplicacién mediante el accionar de la méaquina.

Respecto a los experimento donde se aplicé vapor por 1 segundo en F2, se postula
que los huevos no dispersados son eliminados por el efecto inmediato o shock inicial de
vapor emitido y no a la acumulacién del mismo debido al didmetro del frasco y el tiem-
po de aplicaciéon. Consecuentemente los huevos que permanecieron en las maderas fueron
eliminados por el shock inicial de vapor a una temperatura de 93°C. Respecto a los dis-
persados, no se puede afirmar esto ya que no se puede confirmar que fueran eliminados
previos a dispersarse. El vapor residual dentro del frasco se dispersa y al hacerlo pierde
su potencia de transferencia de calor por el proceso de condensacion. Si los huevos fue-
ron dispersados antes de ser tratados, no es posible determinar la temperatura a la cual
estuvieron expuestos.

Adicionalmente, el concepto de shock inicial se puso a prueba al inundar ciertas
maderas, tratadas en el F2 por un segundo, justo después del tratamiento y luego de 5
minutos. Al inundar 5 minutos después se esperaba maximizar la transferencia de calor.
Sin embargo, no hubo diferencia en cuanto a la viabilidad al comparar las dos experiencias.
Esto sugiere que el shock inicial y la transferencia de calor realizada en ese momento generé
la mortalidad de los huevos de Aedes aegypti. Mas ain, estos resultados son consistentes
con el postulado de que la mayoria del calor liberado proviene del cambio de fase. Es
importante notar que los 5 minutos se tomaron para comprobar si es que podria existir
una diferencia sin embargo la teoria de la termodindmica no contempla el factor tiempo y
solo estudia la diferencia entre un estado final e inicial [63].

Se realizarda un enfoque en el valor atipico que se presenté en F2 al aplicar vapor
por un segundo, que fue el tinico caso donde la viabilidad en lugar de ser cero fue de 80 %.

Durante la experiencia, el depresor lingual se desplazé al aplicar el vapor y se pegé a la
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pared del recipiente con los huevos mirando hacia el exterior. En el resto de los casos las
maderas no se desplazaron. La causa del desplazamiento fue el tamano del depresor lingual
recortado ya que tenia un didmetro menor en comparacién al resto de los depresores en
lo experimentos restantes y, por lo tanto, un peso menor. Dado a este movimiento, no se
puede garantizar la plena exposicién de los huevos en este experimento.

Como resultado final de los ensayos realizados en los frascos, se logré comprobar
la efectividad del vapor para reducir la viabilidad de los huevos a cero, aun en tiempos
breves de tratamiento. Por esta razén se decidié llevar a cabo el tratamiento de vapor a
distintas temperaturas en un recipiente de tamano significativamente mayor. Durante estos
experimentos se fue perfeccionando el trabajo con los huevos y el protocolo para determinar
la viabilidad potencial de los mismos previo al tratamiento, es decir la proporcién de
ensayos de control por muestras tratadas. Hay que tener en cuenta que a medida que
incrementa la antigiiedad de las muestras, menor es la viabilidad general de las mismas.

Para este nuevo ensayo (realizado en el recipiente de mayor porte, figura 22) se
realizaron los controles de viabilidad de la tabla 9. La viabilidad total inicial de las mues-
tras tratadas (sin incluir al experimento 4) fue de 82 %. Este valor se tomé como referencia
al analizar los resultados de los tratamiento realizados a distintas temperaturas. De todas
formas, el rango de viabilidad en los ensayos de control ([36 %-100 %]) y el experimento
4 revelan las posibles variaciones biolégicas que podrian condicionar los resultados. En el
experimento 4, donde la viabilidad fue nula (considerado un valor atipico), se plantean
diversas razones que podrian explicar este resultado. En primer lugar, un huevo que apa-
renta viable en su exterior puede no estar fecundado. En segundo lugar, pueden existir
impedimentos de la hembra que afecten la viabilidad o fecundidad de los huevos. Por
ultimo, existe la posibilidad de que huevos secos y colapsados, ante la presencia de agua,
se hinchen y parezcan viables [9]. Como los depresores linguales se almacenaron en un
recipiente donde se controlaba la humedad, el agua condensada podria haber generado
este ultimo efecto.

Respecto al tratamiento de los huevos viables con vapor (tabla 10) se observé, en
los casos donde se aplicé vapor por 10 segundos, la acumulaciéon del mismo dentro del
recipiente posiblemente aumentando la temperatura promedio de tratamiento. En estos
experimentos, no se puede asegurar que la mortalidad es consecuencia del shock inicial del

vapor a la temperatura registrada a la altura correspondiente. Al igual que en los ensayos
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de los frascos, el vapor acumulado puede ser un factor de confusién. En los casos donde
se aplicd vapor en tiempos de hasta 5 segundos, se puede considerar que la temperatura
es similar a la registrada en los experimentos de altura (seccién 4.1.2), ya que el vapor
se esparcia en el recipiente sin una gran acumulacién visible. Dado que en la mayoria
de los experimentos la viabilidad fue nula y solo en uno la viabilidad fue baja (4 %), sin
incluir el resultado de 5,0 cm por 5 segundos por ser un valor atipico, se considera que
el efecto es el resultado del shock inicial de vapor a la temperatura registrada a la altura
correspondiente.

El método de trabajo fue escalonado, tal como se puede apreciar en la tabla 10
basandose en un conjunto de suposiciones partiendo de una distancia z y un tiempo de
exposiciéon al vapor de ¢t donde los huevos tratados presentaban una viabilidad nula. En
primer lugar, si se aumentaba el tiempo de exposicién ¢t pero la distancia seguia siendo =,
se suponia que la viabilidad resultante iba a ser nula dado a que existiria mayor tiempo
de transferencia de calor. En segundo lugar, si se disminuia la distancia z pero no se
alteraba el tiempo t, se suponia que la viabilidad resultante también seria nula dado que
la temperatura de exposicién seria mayor.

Los ensayos se comenzaron a los 4,0 cm aplicando vapor por 10 segundos, como
dicho resulté en una viabilidad nula se acorté el tiempo por la mitad, logrando los mismos
resultados. Se decidié comenzar con una altura que represente la mitad de las alturas
posibles y por el tiempo méximo de aplicacion de vapor, para que sirva de referencia. Por
lo tanto, se supone que las alturas de 0,2 ¢m, 1,0 cm, 2,0 cm y 3,0 cm, al aplicar vapor
entre 5 y 10 segundos, darfan como resultado una mortalidad del 100 %. Para comprobar
esta suposicién, se realizé un ensayo a 2,0 cm por 5 segundos que resulté en una viabilidad
de cero. Este razonamiento se aplicé para optimizar el uso del reservorio de huevos. Sin
embargo, se puede observar un valor atipico con respecto a la segunda suposicién al aplicar
vapor a 2 cm por un segundo. En funcién a lo que se mencioné anteriormente, dado que
los 64 huevos ensayados a 3,0 cm por 1 segundo prestaron una viabilidad nula, se supone
que los ensayos a 0,2 cm, 1,0 cm y 2,0 cm a 1 segundo también lo harian. De hecho, se
cumple para las distancia de 0,2 cm y 1,0 cm pero en el caso de los 2,0 cm se observé una
viabilidad del 4 %, eclosionaron solo 5 de 112 huevos inundados luego del tratamiento. No
se realizaron mé&s experimentos para verificar cudl de los casos es un valor atipico, si la

viabilidad a 3,0 cm o 2,0 cm al aplicar vapor por 1 segundo. De todos modos, dada la
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baja viabilidad resultante a 2,0 cm por 1 segundo y la alta temperatura estimada para
este tratamiento (78,1°C) este resultado puede atribuirse a errores que se mencionaran
luego. Siguiendo el razonamiento escalonado se asume que un tratamiento a 4,0 cm por 3
segundos resultaria en una viabilidad nula ya que la aplicacién de vapor a 5,0 cm por 3
segundos dio este resultado.

Por otro lado, luego se realizaron los ensayos a 5,0, 6,0 y 7,0 cm. Respecto a las
ultimas dos alturas, se evalud la viabilidad a 10 segundos donde se presenté la limitacién
del vapor acumulado. Para la altura de 5,0 cm se obtuvo una viabilidad nula al aplicar
vapor por 3, 5 y 10 segundos, con la excepcién de un unico depresor lingual tratado por
5 segundos que presenté una viabilidad del 68 %. Este fue considerado un valor atipico ya
que, en primer lugar, aplicando vapor por 3 segundos la viabilidad fue nula. Es esperable
que al aplicar vapor por 5 segundos la viabilidad también sea nula al existir mayor tiempo
de transferencia de calor. En segundo lugar, la madera ensayada podria haber sido centrada
incorrectamente respecto al haz de vapor y/o que los huevos se encuentren protegidos
por irregularidades en el depresor. Por tltimo, atin sin considerar a este experimento, el
numero de huevos tratados puede considerarse representativo de la esta combinaciéon de
temperatura y tiempo (5,0 cm por 5 segundos).

Si consideramos el minimo tiempo de aplicacién (1 segundo) se observa que la
viabilidad fue nula en el rango de temperaturas de [70,3°C - 95,3°C] (considerando el
resultado de viabilidad a 2 cm un valor atipico y las temperaturas medidas en el sistema
semi-abierto). Se confirma la conjetura formulada durante los ensayos de los frascos, que
el shock térmico inicial de vapor elimina a los huevos de Aedes aegypti. Al aumentar el
tiempo de exposicién al vapor (3 segundos), los huevos presentaron viabilidad nula ain a
los 5 cm. En el sistema semi-abierto la temperatura medida a los 5 cm fue de 60°C. Si se
aumenta el tiempo de aplicaciéon a 10 segundos, la viabilidad fue nula adn a los 7 cm, lo
que corresponderia a una temperatura de al menos 54,5°C (figura 28). Estos resultados
demuestran que el error del sensor (2,3°C) no es biolégicamente significativo. A pesar de
que la opcidn maés efectiva en cuanto transferencia de calor es aplicar vapor a 0,2 cm por
1 segundo, entra un factor adicional a considerar, la dispersion.

En la tabla 11 se puede observar la dispersion de los huevos de los experimentos de
la tabla 10. Se observa, en forma general, que si aumenta la altura la dispersién es menor.

Se puede suponer que esta relacién se debe a que la fuerza ejercida por el vapor supera
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la adaptacién de las CCE en el anclaje del huevo al sustrato, ya que naturalmente deben
soportar fuerzas repentinas ejercidas por las ondas del agua y el movimiento embrionario
[9]. A mayor cercania a los huevos, mayor es la fuerza ejercida por el vapor y mayor es
la dispersién. A medida que las distancias superan los 3,0 cm, la dispersién es nula y se
puede suponer que las fuerzas ejercidas por el vapor son iguales o inferiores a las propias
que debe enfrentar el anclaje del huevo en la naturaleza. Como se indica en la seccién
4.2.2 la dispersién a 0,2 cm es del 49 % mientras para el rango de 1,0 a 3,0 cm disminuye
drasticamente a entre 4 y 8% para esta tltima altura. Es de suma importancia destacar
que para alturas mayores o iguales a 4 cm no se presenté dispersién de los huevos.

Respecto de la viabilidad de la dispersion, esta resulté nula, excepto para el caso
de 2,0 cm por 1 segundo (23 %, tabla 11). Este resultado coincide con el valor no nulo
obtenido en la tabla 10 (4 %) de la mismas muestras. Si bien parece ser un valor atipico,
se asume que deberian realizarse una mayor cantidad de repeticiones para confirmarlo
como tal ya que, al ser el recipiente de ensayo de mayor volumen en comparacién a los
frascos, se observaron huevos dispersados hasta los bordes del recipiente (como maximo
a 21,0 cm respecto al depresor lingual). Es fundamental que el vapor se disperse a la
distancia necesaria y que ademas cuente con una temperatura lo suficientemente elevada
para causar la mortalidad de los huevos. Al ser la temperatura del SR a 2,0 cm (de altura)
44°C ([43,5°C - 44,5°C]), se asume que la temperatura a 21,0 cm se encuentre por debajo
del la temperatura méxima soportada por el huevo [61]. Atin asi,en este caso, la mortalidad
fue del 77 %. De igual manera, la viabilidad nula en el resto de los ensayos puede deberse
a que la dispersion de los huevos fue cercana a la madera y el vapor logré alcanzar esas
distancias durante el tiempo de aplicacién con una temperatura superior a la maxima
soportada por los huevos. El otro fenémeno posible es que los huevos se dispersen luego
de ser eliminados al vapor, por lo tanto son tratados, pierden su viabilidad y luego se
dispersan.

Al analizar los resultados de Curberth y col., 2020, se puede observar que para
Aedes albopictus el minimo tiempo de exposicién de los huevos al vapor para lograr una
mortalidad del 100 % es de 10 segundos [2]. Sin embargo en este reporte se trabaja con lotes
de 10 huevos que fueron transferidos individualmente a una grilla para su tratamiento, lo
que podria sugerir que los huevos fueron manipulados para ser trasladados de su sustrato

original a la grilla. Por otro lado, los autores no indican si es que registraron la temperatura
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emitida, a que distancia colocaron la salida de vapor ni si existié dispersion de los huevos.
En nuestro trabajo los huevos fueron tratados en la misma superficie donde los deposité la
hembra. Al ser otro mosquito y carecer de datos de cémo se desarrollaron los experimentos
no fue posible hacer comparacion alguna con nuestros resultados. No obstante, el trabajo
de Curberth y col., 2020 [2] se lo puede considerar un antecedente para contemplar la
efectividad del uso de vapor para la eliminaciéon de huevos de mosquitos.

Los resultados de la viabilidad de los huevos dispersados son de suma importancia
para proponer un punto de referencia de distancias y tiempos 6ptimos de tratamiento
en experimentos en ambientes reales, no controlados como sucede en un laboratorio. El
objetivo es eliminar al vector sin generar la dispersiéon de huevos viables, que podria crear
nuevos criaderos. Por esta razén y como consecuencia del analisis anterior, lo ideal seria
tratar los huevos a 4,0 cm, temperatura minima estimada de 65,3°C, por un tiempo de
al menos entre 3 y 5 segundos. Es menestrar aclarar que, como este método se pretende
aplicar en rejillas, la acumulacion de vapor en las mismas podria ser un efecto fisico que
potencie el tratamiento ya que la acumulacion incrementa la temperatura de tratamiento
promedio de las superficies donde se encuentran los huevos. De igual manera, la aplicacién
de vapor debe ser en la totalidad de la rejilla, para evitar cualquier riesgo de dispersion
de huevos viables.

En cuanto a los hallazgos al realizar el conteo de huevos posterior a los trata-
mientos, los nuevos huevos eclosionados, con sus larvas correspondientes muertas, no se
consideraron como tal ya que las larvas eran no viables (figura 32). Este comportamiento
también se presenta al exponer los huevos de Aedes aegypti a agua hirviendo (comunica-
cién personal Nicolds Schweigmann). Esto podria ser un tltimo intento de las larvas de
eclosionar previo a morir, un instinto para sobrevivir ante el estrés térmico. Adicionalmen-
te, esta conducta se observa al aplicar quimicos fuertes tales como hipoclorito de sodio,
en estos casos se asume que el producto quimico ha llevado a la eclosién de la larva viva
pero la ha matado al emerger [9].

Respecto del cumplimiento de las medidas de bioseguridad en este trabajo, se
impuso que el niimero de huevos antes y después del tratamiento debia ser el mismo. En el
caso de nuevos huevos eclosionados, el nimero de los mismo debia coincidir con el nimero

de larvas, al realizar este procedimiento se presentaron tres casos diferentes:
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= El nimero de nuevos huevos eclosionados era igual al nimero de larvas vivas.

= Kl nimero de nuevos huevos eclosionados era igual a la sumatoria entre las larvas
vivas y muertas. La presencia de larvas muertas podria deberse a problemas del

embrién o bien porque los mismos mueren al eclosionar (seleccién natural).

= El nimero de nuevos huevos eclosionados es igual al nimero de larvas vivas pero
habia también larvas muertas. En esta situacién se considera que las larvas muertas
provienen de huevos eclosionado en el depresor lingual previo al tratamiento. Esto
es posible ya que las maderas se almacenaron en recipientes que conservaban la
humedad y pudo haber saturado y condensado en forma de agua encima de huevos
viables. Estos huevos posiblemente eclosionaron, sin embargo las larvas murieron
al no estar en un medio acuoso. Al realizar el conteo previo al tratamiento, estos
huevos aparenta eclosionados al estar secos en la madera y las larvas correspondientes
muertas son dificil de distinguir atin bajo una lupa dada la transparencia de las
mismas y el tamano. De todas formas, en estos casos, se verificé que el niimero de

larvas muertas sea menor o igual a los huevos eclosionados previo al tratamiento.

En el momento de considerar la viabilidad se contemplé que eclosionen los huevos
y no que las larvas sean viables. De todas formas, de los huevos eclosionados el 97 %
(364/376 larvas) de las larvas fueron viables.

Respecto al relevamiento de los resultados, los ensayos de control se contabilizaron
aproximadamente dos dias luego de haberlos inundados ya que eran visibles las larvas
en los recipientes transparentes. Esto tltimo era de esperar, bajo condiciones normales y
cualquier medio, la gran mayoria de los huevos viables eclosionan dentro de los minutos
u horas luego de una inundacién. Aproximadamente el 80 % de los huevos eclosionan el
primer dia y el 95% para el segundo dia [9]. En el caso de los huevos tratados y luego
inundados, se realizé un seguimiento diario y se contabilizaron los resultados al segundo,
tercer, cuarto o séptimo dia. De todas formas, en el caso donde existié viabilidad, se pudo
detectar en los primeros dos dias tal como se describe anteriormente. Por lo tanto se puede
considerar que no hubiese aumentado significativamente la viabilidad en los dias restantes,
hasta alcanzar el dia 7 predeterminado.

Es importante destacar que durante los ensayos con huevos, en los frascos o en

el recipiente de mayor tamano, podrian existir algunas fuentes de error. La primera de
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ellas fue la clasificacién de los huevos (experimento 4 de las tabla 9) y el conteo de las
larvas. Huevos que bajo lupa aparentan viables puede que no lo sean por los motivos
mencionados previamente. En segundo lugar, quizéds ciertos huevos quedaron protegidos
por las irregularidades en los depresores linguales y no recibieron el tratamiento de forma
directa. En tercer lugar, respecto a los depresores linguales, podrian haberse centrado
de manera errénea dado al diseno del experimento, por lo que el tratamiento no seria
el esperado. No obstante, de haber existido un error en el centrado de la madera, los
resultados habrian sido atin mejores y esto podria explicar los resultados de las experiencias
a 2,0 y 5,0 cm. Por ultimo, el tiempo de aplicaciéon de vapor se regulé utilizando un
cronémetro o temporizador, lo que podria acarrear un error humano en la medicién de
los tiempos més cortos (1 o 2 segundos). Sin embargo, todos estos errores se intentaron
disminuir y se tomaron todos los recaudos posibles para estandarizar el tratamiento de los
huevos.

De todas formas, los resultados y datos considerados han demostrado ser suficientes

para comprobar la efectividad del vapor de agua como método de control fisico.
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6. Conclusion

El mosquito Aedes aegypti es vector de diversas enfermedades como el dengue,
zika, chikunguna, fiebre amarilla, entre otras. Todas tienen un impacto tanto en la salud
publica como en la economia de los paises que las padecen. Incluso, con las condiciones me-
dioambientales adecuadas, podrian llegar a generar epidemias con el consecuente desastre
humanitario, sanitario y econémico que estas acarrean. En el periodo 2019/2020 la Argen-
tina tuvo la peor epidemia de dengue de su historia con mas de 56.000 casos confirmados
[4]. Esta situacién amerita soluciones urgentes para el control del vector transmisor de
estas enfermedades. Sin embargo, ain no se cuenta con un método de control que sea
amigable con el medioambiente, libre de quimicos y de facil aplicacién. Bajo esta premisa,
el presente trabajo experimenté la viabilidad de los huevos del mosquito Aedes aegypti
frente a la aplicacién de vapor con el objetivo de validar este método de control fisico.

En este trabajo se probé que la altura a la cual se coloca la salida de vapor
condiciona la temperatura que recibe la muestra, a mayor distancia menor temperatura.
Por otro lado se demostrd que, para que la aplicacion sea efectiva, el centro del cono de
vapor tiene que coincidir con el blanco a eliminar para que la temperatura recibida sea
la méxima. Adicionalmente se comprobé que, en las condiciones adecuadas y partiendo
de una poblacién con viabilidad inicial alta, el vapor efectivamente genera un 100 % de
mortalidad en los huevos de Aedes aegypti. La viabilidad inicial total varia dependiendo de
distintos factores sin embargo, fue de 98 % en los ensayos realizados en los frascos (tabla
7) y de 82% en el recipiente de mayor volumen (tabla 9). Tomando esto en cuenta, el
tratamiento con vapor logré disminuirla al 0% a diferentes relaciones de temperaturas y
tiempos de exposicion.

Las temperaturas y los tiempos minimos de aplicaciéon de vapor que resultaron en
una viabilidad nula, segin los ensayos realizados, fueron de 1 segundo a 95,3°C, 89,3°C,
78,1°C, 70,3°C; 3 segundos a 60,0°C; 5 segundos 65,3°C; y 10 segundos a 56,5°C y 54,5°C.
También se pudo mostrar que la mortalidad se debe al shock inicial de vapor en contacto
con el huevo, a las temperaturas registradas.

Se estudio la dispersién presente a diferentes alturas respecto a la boquilla de la
méquina de vapor. Se encontraron huevos fuera de la madera entre las alturas de 0,2 y

3,0 cm, por lo que la viabilidad de los mismos se analizé por separado (tabla 11). Existe
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una relacién inversa general donde a medida que incrementa la distancia de la boquilla
respecto a la muestra, menor es la dispersién.

Se concluye que la altura minima para lograr la maxima mortalidad de los huevos
debe ser a 4,0 cm para evitar la dispersién. Mientras que el tiempo sugerido de tratamiento
serfa al menos 5 segundos, teniendo en cuenta que a mayor tiempo de exposicién de los
huevos al vapor se maximizan las condiciones para favorecer el 100 % de mortalidad. En
funcién de los resultados con el dispositivo utilizado, se recomendaria aplicar vapor al
menos dos veces, tanto en el espacio del sumidero o pluvial asi como en los alrededores,
abarcando un buen radio de seguridad.

En este trabajo hubo un hallazgo que no se contemplé en los objetivos, se observd
que frente el estrés térmico ejercido por el vapor de agua las larvas dentro de los huevos
tienden a eclosionar y son eliminadas por el mismo efecto. Este comportamiento aparenta
ser similar al observado al aplicar altas concentraciones de hipoclorito de sodio [9] y agua
hirviendo [1]. Sin embargo, esto se deberia estudiar en mayor profundidad, lo cual abriria
posibilidades para futuras investigaciones en este campo.

A lo largo de este trabajo se presentaron diversas limitaciones que no pudieron ser
resueltas. La mas significativa fue trabajar en recipientes cerrados o semi-cerrados por el
riesgo bioldgico ligado a crear un nuevo criadero en el lugar de estudio. Al aumentar el
tiempo de liberacién del vapor en estos recipientes cerrados/semi-cerrados se generdé una
acumulacién del mismo y un posible incremento de la temperatura respecto aquella regis-
trada en un sistema semi-abierto. Este aumento de temperatura es tedrico y estimado a
partir de las observaciones de los sistemas. No fue técnicamente posible realizar mediciones
de temperatura en los frascos o en el recipiente de mayor volumen por limitaciones pro-
pias del tiempo de respuesta de los sensores de temperatura. No obstante, estos recipientes
serian una buena aproximacion a la aplicacién esperada en un sumidero o pluvial. Se veria
favorecida la temperatura registrada en un sistema semi-abierto posiblemente resultando
en una mayor efectividad térmica. En segundo lugar, la viabilidad se calculé en la pobla-
cién total y no por muestra. En tercer lugar, la manipulacién de las muestras podria ser
una fuente de reduccién en la viabilidad inicial, aunque en este trabajo se tomaron los
recaudos para manipular lo minimo posible las muestras, resultando en una viabilidad de
los ensayos de control alta (98 % en F1 y F2 y 82% en el recipiente de mayor porte).

Se proponen los siguientes ensayos a futuro:
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= Mejorar el registro de las temperaturas residuales y radiales ya que no se estabiliza-
ron en el tiempo de adquisicién. Al contar con temperaturas residuales estables se
podria garantizar un radio de tratamiento en funcién a la temperatura y tiempo de
aplicacién del vapor, y no solo una relacion de temperatura y tiempo por debajo de

la boquilla.
= Probar dispositivos generadores de vapor de mayor potencia.
= Realizar el diseno especifico de boquillas para este uso.

= Realizar ensayos donde el vapor impacte la muestra en distintos angulos, no solo
perpendicular a la superficie contenedora de huevos del depresor lingual, y analizar

la dispersién resultante.

= Hacer mediciones en campo completando la informacién de la efectividad de este

control fisico.

Este estudio presenta un nuevo método de control fisico del vector Aedes
aegypti, en estadio de huevo, que es eficaz, innovador, econémico, facil de implementar y
no contaminante. Es sumamente importante evitar la transmision de enfermedades ligadas
a este vector reduciendo la poblacién del mismo con métodos de este estilo y asi cortando
la transmisién de la enfermedad antes de llegar al humano. En cuanto a su aplicacion y
en el caso particular de los hospitales, que suelen contar con equipos de vapor industriales
y potenciales criaderos en sumideros, este control seria una buena tactica inocua para los
pacientes. Se espera que a partir de este estudio se pueda generar un nuevo uso de las

maquinas de vapor.
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7. Anexo
Sensor Residual
Temperatura (°C)
Mediana | RIQ | [Q1-Q3]
0,5 78,8 3,0 | [77,8-80,8] 51,0 3,6 | [49.2 - 52,8 27,8
1,0 66,2 3,3 | [65,7-69,0] 51,6 4,0 | [49,0 - 53,0 14,6
0,2 2,0 63,3 1.8 (62,0 - 63,8] 49,8 2,5 [48,8 - 51,3 13.5
3,0 58,3 1,5 | [57,5 - 59,0] 52,5 3,7 | [50,3 - 54,0 5.8
4,0 56,0 4,3 | [55,0 - 59,3] 56,8 2,3 | [55,7-58,0 -0,8
0,5 60,0 2,3 | [58,7 - 61,0] 44,3 2,0 | [43,0-45,0 15,7
1,0 58,5 1,2 [57,8 - 59,0] 44,9 2,8 [43,0 - 45,8 13,6
5,0 2,0 56,0 1,5 | [55,3 - 56,8] 47,1 2,3 | [45,5- 47,8 8,9
3,0 53,3 2,8 | [51,7 - 54,5 49,5 3,5 | [47,3-50,8 3,8
40 52,5 1,7 | [51.8-53,5] | 488 1,8 | [48,0 - 498 3,7

Tabla 12: Desplazamiento horizontal, medidas de temperatura sobre el SP y el SR. Me-

diana, RIQ, cuartiles (Q1 y Q3) y diferencia de medianas entre sensores (SP-SR)

Sensor residual

Temperatura (°C)

Mediana | RIQ | [Q1-Q3]
0,2 95,3 1,8 | 94,0 - 95,8] 59,1 9,8 | [54,2 - 64,0] 36,2
1,0 89,3 0,8 | [89,0 - 89,8] 52,5 11,5 | [45,8 - 57,3] 36,8
2,0 781 1,0 | [77.8-788] | 44,0 1,0 | [43,5 - 44,5] 341
3,0 70,3 1,0 | [69,8 - 70,8] 41,8 2,3 | [40,7 - 43,0] 28,5
4,0 65,3 1,0 | [648-658 | 425 2,3 | [40,7 - 43,0] 922.8
5,0 60,0 13 | [59,2-60,5] | 40,5 1,8 | (39,2 - 41] 19,5
6,0 56,5 1,0 | [56,0 - 57,0] 39,4 2,3 | [38,2 - 40,5] 17,1
7.0 545 07 | [54,0-547 | 384 43 | (36,2 - 40,5] 16,1
8,0 52,3 0,5 | [52,0 - 52,5] 37,3 1,0 | [36,8 - 37,8] 15,0
9.0 495 0,8 | [49,0-49.8 | 403 1,0 | [39,8 - 40,8] 9.2

Tabla 13: Desplazamiento vertical, medidas de temperatura sobre el SP y el SR. Mediana,

RIQ, cuartiles (Q1 y Q3) y diferencia de medianas entre sensores (SP-SR)
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1 2 29 29 29 0 29
2 2 29 29 29 0 29
3 2 28 27 27 0 27
4 2 31 30 26 4 30
5 3 46 45 45 0 45

Tabla 14: Ensayos de control (huevos iniciales potencialmente viables, nuevos huevos
eclosionados luego de la inundacién, larvas vivas, larvas muertas y larvas totales) realizados

para los experimentos de viabilidad en F1 y F2.

102



1 3 34 33 33 0 33
2 3 10 8 7 1 8

3 4 41 34 27 7 34
4 4 20 0 0 0 0

5 4 23 17 14 3 17
6 4 23 17 17 0 17
7 4 31 11 10 1 11
8 5 27 21 21 0 21
9 ) 39 37 37 0 37
10 ) 27 26 26 0 26
11 5 26 23 23 0 23
12 ) 60 50 50 0 50
13 5 26 24 24 0 24
14 ) 20 11 11 0 11
15 ) 21 21 21 0 21
16 5 30 28 28 24 52
17 5 20 15 15 8 23

Tabla 15: Ensayos de control realizados en conjunto con los experimentos de la tabla 10.
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