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Resumen. La contabilizaciéon de huevos de mosquitos en campo requiere de tiempo y personal
operativo con experiencia, y en algunos casos, la ayuda de costosos equipos de laboratorio. Ademds,
se pueden presentar errores humanos al realizar este tipo de conteos manual y visual, por lo que se
han desarrollado algoritmos para el conteo automadtico. Debido a que algunos algoritmos o interfaces
llegan a necesitar de un conocimiento matemdtico elevado o de recursos informédticos con hardware
complejos, el presente trabajo presenta un software (JAVA) sin costo, con interfaz amigable y accesible
a equipos de cémputo bdsicos y sin la ayuda de conexién a internet, para el conteo automadtico de
huevos de mosquitos. El software desarrollado se puso a prueba usando papeletas de ovitrampas con
huevos de Aedes aegypti que fueron digitalizadas y analizadas mediante el software JAVA denominado
“CERECOVE”. El software requirié de aproximadamente cinco minutos para la cuantificaciéon en
una amplia gama de nimeros de huevos, siendo un software facil de operar, gratuito y una opcién
Gtil para este propésito. Unicamente los valores de la comparacién de la categoria “muy abundante”
entre conteo manual y el programa JAVA-CERECOVE presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P=0,01491). Este software puede representar una herramienta poderosa para aumentar
la vigilancia de enfermedades transmitidas por vectores y evaluar el impacto de los programas de
control.

Palabras clave: Arbovirosis; control de dengue; imdgenes digitales; ovitrampa; vigilancia
entomoldgica.

Abstract. To count mosquito eggs in the field, it is necessary to have experienced operating personnel
and, in some cases, expensive laboratory equipment. Furthermore, the possibility of human error
in performing manual and visual counts has led to the development of algorithms for automatic
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counting. Because certain algorithms or interfaces require high mathematical knowledge or computer
resources with complex hardware. The present work presents a software (JAVA) at no cost with
a friendly interface, accessible to basic computer equipment and without the help of an Internet
connection, for the automatic counting of mosquito eggs. The developed software was tested using
ovitraps with Aedes aegypti eggs, which were then digitized and analyzed using the Java software
called “CERECOVE”. The software required approximately five minutes for quantification over a
wide range of egg numbers. It was easy to operate, free of charge, and a useful option for this purpose.
The values of the comparison of the “very abundant” category between manual counting and the
JAVA-CERECOVE program showed statistically significant differences (P=0.01491). This software
can represent a powerful tool to increase surveillance of vector-borne diseases and to evaluate the
impact of vector programs.

Key words: Arbovirosis; dengue control; digital images; entomological surveillance; ovitraps.

Introduccion

Durante décadas Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) se ha destacado como
el vector principal de importantes arbovirosis como el dengue, Zika, chikungunya, fiebre
amarilla y fiebre Mayaro, principalmente en los trépicos (Guzmadn et al. 2016). Su presencia y
distribucién en Latinoamérica sigue siendo predominante por su eficaz capacidad intrinseca
de incubar y transmitir el virus del dengue, entre otros virus de importancia médica en la
region (Tjaden et al. 2013), reportandose hasta 3.125.386 casos de enfermedad por arbovirus
en América en 2022 (OPS/OMS 2022). Del total, 2.811.452 (90%) fueron casos de dengue,
273.685 (8,8%) de chikungunya, y 40.249 (1,3%) de Zika. Ademads, con 4.607 casos de dengue
grave y 1.290 decesos, las cifras se aproximaron al 2019 y fueron superiores al 2020 (OPS/
OMS 2022).

Aedes aegypti tiene un comportamiento antropofilico, provocando que la mayor parte de
su ciclo biolégico sea dentro o cerca de las viviendas en asentamientos humanos (fuente de
alimento para las hembras) (Crawford et al. 2017; Gémez-Garcia 2018; Pruszynski et al. 2020).
La oviposicién se lleva a cabo en hdbitats larvarios naturales o artificiales a la espera de que
estos se llenen de agua y puedan humedecer los huevos para posteriormente dar lugar a la
eclosién de las larvas. Los huevos de este vector pueden presentar diapausa o latencia por lo
que se pueden mantener viables por varios meses en condiciones de desecacién ocasionando
que las poblaciones se mantengan y contintien con la transmisién de arbovirus (Gaburro et
al. 2016).

Desde 2013, la Secretarfa de Salud de México implementé el monitoreo de abundancia y
dispersion de mosquitos de importancia en salud ptiblica por medio del uso de ovitrampas
(CENAPRECE 2020a). Hasta el momento se monitoreo un total de 250.000 ovitrampas cada
semana a nivel nacional, en sitios urbanos y semi-urbanos en 32 estados. El uso de ovitrampas
ha permitido cuantificar los huevos de mosquitos de forma rutinaria y sencilla, ya que se
ha demostrado que las hembras de Ae. aegypti son atraidas a este tipo de trampas para la
oviposicion (Alarcén et al. 2014; Quezada-Yaguachi et al. 2022; Torres-Estrada y Rodiles-Cruz
2013).

Sin embargo, la contabilizacién de huevos de mosquitos en campo o laboratorio requiere
de tiempo y personal operativo con experiencia (CENAPRECE 2020a), y en algunos casos la
ayuda de equipos costosos de laboratorio, ademds de los errores humanos que se presentan
en este tipo de conteos (manual y visual). Debido a esto, las propuestas de investigacién y
desarrollo de nuevas herramientas para la obtencién automadtica o semiautomatica de estos
datos se realizan para ahorrar tiempo y tener mayor exactitud en el conteo de huevos de
mosquitos en los sustratos de las ovitrampas de insectario o de campo. Actualmente, se han
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desarrollado herramientas para el conteo automadtico, permitiendo recopilar informacién
precisa y rdpida a través de imdgenes y algoritmos digitales (Bandong y Joelianto 2019;
Elpidio et al. 2010; Garcia et al. 2019). Sin embargo, los algoritmos simples e interfaces
accesibles tienden a determinar la efectividad de esta herramienta en campo (operativo) y en
laboratorio (investigacién), ya que algunos llegan a necesitar de conocimiento matemadtico
elevado o recursos informaticos con hardware complejos, que incluyan sistemas de
iluminacién o soportes especiales para la obtencién de los resultados.

Por eso, este trabajo presenta un software (JAVA) sin costo, con interfaz amigable y accesible
a equipos de cémputo bdsicos y sin la ayuda de conexién a internet, para contabilizar de
forma automadtica huevos de mosquitos. La intencion es poder generar una aplicacién para
dispositivos méviles de conteo en tiempo real de huevos de mosquitos en ovitrampas que
permita distribuir de manera mads eficiente los recursos operativos.

Materiales y Métodos
Obtencion de material bioldgico

Se obtuvieron huevos (F0) de mosquitos Aedes en campo por medio de papeletas de
pellén con ovitrampas en Cuautla, Morelos, México (18°50'56,1”N 98°57°20,0”O), para que
posteriormente eclosionaran colocando las papeletas en charolas entomoldgicas con agua. Las
larvas, pupas y adultos se mantuvieron en condiciones de insectario con temperatura (27-30
°C) y humedad relativa (70%) controladas (CENAPRECE 2020b). Los adultos eclosionados
se alimentaron con agua azucarada al 10% y sanguinea para proceder a obtener huevos (F1)
de Ae. aegypti.

Alimentacién sanguinea y obtencién de huevos

Alos adultos se les ofrecié alimentacién sanguinea directa una vez por semana durante 30
min de ratas egipcias mantenidas en bioterio. Tres dias posteriores a la ingesta de sangre, se
colocaron ovitrampas dentro de las jaulas (BugDorm, 30x30x30 cm) para estimular la puesta
de huevos. Las ovitrampas consistieron en envases de plastico de 500 ml, con una tira de
papel filtro Whatman #1 (6 cm x 35 cm) colocada en la periferia interna de la ovitrampa,
y aproximadamente 250 ml de agua (hasta la mitad del ancho de la tira). Las ovitrampas
se retiraron después de dos dias y las papeletas con huevos fueron secadas a temperatura
ambiente. La crianza y obtencién de huevos se realiz6 en las instalaciones de la Unidad de
Investigacion Entomolégica y Bioensayos de Oaxtepec, Morelos, México.

Procesamiento de papeletas e imagenes de huevos

Las papeletas se clasificaron por categoria de acuerdo con la abundancia de huevos
(nimero de huevos obtenidos): “poco abundante” (100 a 999), “abundante” (1.000 a 5.000) y
“muy abundante” (> 5.000) como se muestra en la Fig. 1. Se eligieron cuatro papeletas para
cada categoria, para un total de 12 papeletas. Las imdgenes digitales de las papeletas con
huevos se capturaron por medio de un escaner Epson L375 a una calidad de 1.200 pixeles. Las
imdgenes digitales se identificaron y almacenaron en el disco duro del equipo de cémputo
para el posterior conteo en el software JAVA-CERECOVE. Dentro de los pocos requerimientos
para el conteo es automatizado estd el contar con un escaner. Sin embargo, e la operacién
diaria de los programas de vectores, las papeletas con huevos son trasladadas a instalaciones
donde son almacenadas en caso de necesitar una revalidacién del conteo manual. Razén por
la cual se considera que no se requiere de un esfuerzo extra para el traslado y escaneo. Se
espera que conforme el software se vaya mejorando el uso de escaner ya no sea necesario y
se logre usar imdgenes captadas con el celular.
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Figura 1. Papeletas con huevos de Aedes aegypti recolectados a través de ovitrampas y clasificadas
en categorias. A. Papeleta con pocos huevos (poco abundante). B. Papeleta con abundantes huevos
(abundante). C. Papeleta con huevos muy abundantes (muy abundante). / Figure 1. Pellon strips
with Aedes aegypti eggs collected through ovitraps are classified into three categories. A. Strip with
few eggs (not abundant). B. Strip with abundant eggs (abundant). C. Strip with very abundant eggs
(very abundant).

Conteo manual de huevos

Se realizo un conteo manual tradicional con la ayuda de un estereoscopio CARL ZEISS
Stereo Discovery V8 como método de referencia en el insectario con las 12 papeletas
seleccionadas para el estudio. Los huevos fueron contados manualmente por tres
colaboradores diferentes. Los resultados se guardaron en una base de datos Excel para el
posterior andlisis estadistico.

Estimacion de huevos usando el software JAVA

Para el conteo automdtico de los huevos se escribié una rutina en el lenguaje de
programacién Java. Aprovechando el alto contraste entre el color de los huevos (negro)
y el color de la papeleta (blanco), el primer paso fue binarizar la imagen escaneada. Esta
fue tomada con un escaner, por lo que las condiciones de luz fueron siempre las mismas.
Este proceso convierte una imagen de colores, donde cada pixel puede tener 2* colores
(imagen de 24 bits), a una imagen donde los pixeles solo tienen dos valores, blanco o negro.
En la Fig. 2A se muestra la imagen de una seccién de una papeleta escaneada y en la Fig.
2B la correspondiente imagen binarizada. El siguiente paso del algoritmo fue encontrar las
particulas en laimagen y determinar el ntimero de pixeles que las componen. Definimos como
particulas a los conjuntos de pixeles negros que estdn conectados entre ellos sin importar
el nimero de pixeles que tiene cada particula, como muestra la Fig. 2C. Para determinar
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la cantidad de huevos en una papeleta fue necesario determinar el niimero de pixeles que
componian a un solo huevo. Para esto, el algoritmo calcula el histograma de los tamarios de
las particulas (Fig. 2D) haciendo un corte en particulas de tamafio menor a 350 pixeles. El
inciso D muestra como hay una acumulacién de particulas alrededor de ciertos tamafios.
Como se indica en la figura, en este ejemplo, el tamarfio de un huevo corresponde a 72 pixeles.

El ntimero total de huevos en la papeleta se puede estimar con la férmula ]I:— donde:
N: representa el nimero total de huevos en la papeleta.

Nz: ndmero total de pixeles negros en la papeleta.

Nu: ndmero de pixeles que componen a un solo huevo.

El software calibrado se instalé en un equipo de cémputo marca HP con disco duro de
500 GB y memoria RAM de 8 GB. Las imdgenes digitalizadas de las 12 papeletas con huevos
seleccionadas para el estudio se cargaron mediante el software JAVA-CERACOVE donde se
ley6 cada una de las imdgenes por separado, dando como resultado el conteo del ntiimero de

huevos presentes en cada papeleta.
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Figura 2. Conteo automdtico de huevos de Aedes aegypti mediante una rutina en lenguaje de
programacién de Java, aprovechando el alto contraste entre el color de los huevos (negro) y el color
de la papeleta (blanco). / Figure 2. A Java programming language routine is used to automatically
count Aedes aegypti eggs, taking advantage of the high contrast between the color of the eggs (black)
and the color of the strip (white).
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos por conteo manual (entomdélogos) y conteo automético (JAVA-
CERECOVE) se compararon empleando el paquete estadistico R version 4.2.2. Para cada
grupo de datos se analiz6 la normalidad mediante una prueba de Shapiro-Wilk W Test
P >0,05. Para los datos que presentaron distribucién normal se analizaron por medio de
una Andlisis de Varianza (ANOVA) y los que no presentaron una distribucién normal se
analizaron a través de la prueba Kruskal-Wallis.

Resultados

De las tres categorias (“poco abundante”, “abundante” y “muy abundante”)
Unicamente las categorfas “poco abundante” y “abundante” presentaron distribucién
normal, mientras que el grupo de “muy abundante” no presenté distribucién normal.

La comparacién entre el conteo manual y el conteo automatico de las categorias
“poco abundante” y “abundante” no presentaron diferencias estadisticas significativas
(F=0,1873, P= 0,903 y F= 1,447, P= 0,278, respectivamente) entre el ntimero de huevos
reportados por conteo manual y el programa JAVA-CERECOVE como se observa en la
Fig. 3A.

Sin embargo, los valores de la comparacién de la categoria “muy abundante” entre
conteo manual y el programa JAVA-CERECOVE presentaron diferencias estadisticamente
significativas (P= 0,01491). Con un promedio de huevos contabilizados por colaborador
1,2y 3 de 56.783, 45.246 y 46.239, respectivamente, y para JAVA-CERECOVE de 98.956.
Esta diferencia entre grupos se debe a las lecturas realizadas con el programa JAVA-
CERECOVE, reportando un mayor nimero de huevos en comparacién al conteo
reportado por los tres colaboradores como se muestra en la Fig. 3C.

El software JAVA-CERECOVE requirié6 de aproximadamente cinco minutos para
obtener el resultado de las tiras de papel con cientos de huevos en cada una de las tres
categorias de abundancia, desde el momento de la digitalizacién (escaneo de papeletas)
hasta la cuantificacién de los huevos, en comparacién con el tiempo requerido para
cuantificar visualmente y de forma manual mediante un estereoscopio para cada categoria
de abundancia (“poco abundante”: 15 min; “abundante”: 30 min; “muy abundante”: 45
min aproximadamente), tomando en cuenta el niimero promedio de huevos colectados
en las papeletas del insectario.

Discusion

El conteo manual de huevos de mosquitos es una actividad que requiere de esfuerzo,
tiempo y personal capacitado y con experiencia, ya sea en campo o en insectario,
ademds de los materiales y equipos que suelen emplearse para este propdsito en los
programas de control de dengue en México. Es por esto que se requiere del desarrollo
de herramientas informdticas para el conteo de huevos de mosquitos que permitan
eficientizar el proceso y reducir el sesgo técnico. Nuestros resultados mostraron que el
software JAVA-CERECOVE ofrece una excelente opcién como herramienta ttil para la
cuantificacién de grandes nimeros de huevos, siendo un software gratuito y fécil de
operar, considerando que el desarrollo de este tipo de herramientas no es nuevo y ha ido
cambiando desde hace algunos afios (Dembo 2014; Mains et al. 2008; da Silva et al. 2011;
Afify y Galizia 2014).
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Las imégenes digitalizadas con escaneres para el andlisis con JAVA-CERECOVE no
requieren de un procesamiento de imagen complejo antes del conteo automatico como
con otros softwares (Afify y Galizia 2014). Sin embargo, el empleo de un escaner para la
digitalizacién de las papeletas no es préctica para su uso en campo. Mains et al. (2008)
y Dembo ef al. (2014) sugieren métodos a partir de imdgenes obtenidas de cdmaras
portétiles, pero de esta forma el conteo automatizado no es sencillo y es necesaria la
segmentacion de las imdgenes para poder estimar el nimero de huevos en la papeleta, lo
cual es un proceso complicado, que demanda tiempo, y el uso de recursos informdticos
adicionales. En 2014, se lanzé un software para contar automdticamente huevos de
Anopheles stephensi Liston, 1901 (Dembo ef al. 2014), sin embargo, los intentos de procesar
imdgenes de tipo “micro” o “macro” con este software no detectaron huevos. Los autores
mencionan que las limitaciones de esta técnica radican en el procesamiento visual de la
imagen mds que en el desarrollo del algoritmo.

El disefio del algoritmo y tipo de procesamiento de imdgenes de JAVA-CERECOVE
permiten procesar el sustrato (papel filtro o pell6n) que comtinmente se usa en la colecta
de huevos, tanto en campo como en el insectario, considerando que el contraste entre el
fondo (claro) y los huevos (negro) para que la imagen sea lo suficientemente nitida. De
tal forma que las imdgenes nitidas de las papeletas con los huevos de mosquitos sean el
tnico requisito sin necesidad de un procesamiento complejo ni adicional. Sin embargo,
cuando el nimero total de huevos es muy abundante (> 5.000 huevos por imdgenes)
con una diferencia significativa al compararlo con un conteo manual realizado por més
de un entomologo, como se muestra en la Fig. 3. No obstante, en campo es muy dificil
y poco probable obtener papeletas con esta elevada abundancia de huevos (Quezada-
Yaguachi et al. 2022), por lo que, de ser usado el algoritmo en papeletas provenientes de
laboratorio, la cantidad de hembras por jaulas se deberd ajustar para obtener un ndmero
de huevos menor a 5.000. Es probable que el aumento de errores en el conteo se deba
a la gran cantidad de huevos ovipuestos en la superficie del papel filtro, por lo que, al
aumentar, aumentaria la probabilidad de que los huevos se sobrepongan entre si. Debido
a lo anterior, en este estudio se clasificaron las papeletas por cantidad de huevos en tres
categorias que permitieran medir con mayor exactitud a través de JAVA-CERECOVE
cada categoria que pueda presentarse en un insectario para la crfa de mosquitos.

El siguiente paso para el desarrollo operativo de JAVA-CERECOVE sera desarrollarlo
para una aplicacién mévil. El objetivo es mantener una base de datos centralizada y
lograr un anadlisis en tiempo real de las poblaciones de mosquitos en las regiones de
interés. La aplicacién se disefiard para su implementacién en dispositivos moviles con
acceso a internet y empleard el algoritmo propuesto para el conteo automatizado de los
huevos de mosquitos. Esta informacién junto con las coordenadas, fecha y cualquier otra
informacién pertinente se enviardn a la base de datos a partir de la cual se generard un
informe en tiempo real. Esto podria ayudar al registro de las encuestas entomolégicas
de los programas de control de dengue en México, registrdndose directamente en el sitio
con fecha y geo-referenciacién, maximizando la respuesta de las campafias de control de
mosquitos vectores, permitiendo la transferencia de datos obtenidos a una base central.

El uso de un equipo mévil con cdmara permitiria utilizar esta herramienta por
parte del personal operativo en campo con prédcticamente nulas restricciones. Ademds,
tomando en cuenta que la transferencia de datos de la vigilancia entomolégica en papel
es un proceso que lleva su tiempo en comparacién con las bases de datos electrénicas,
lo anterior permitirfa agilizar el proceso y el andlisis de datos, representando una
herramienta poderosa para aumentar la vigilancia de enfermedades transmitidas por
vectores y ayudar a evaluar el impacto de los programas de control de vectores.
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Figura 3. Diagrama de cajas de la comparacién de la abundancia de huevos de Aedes
aegypti contabilizados por colaboradores y mediante JAVA-CERECOVE en las diferentes
categorias. A. Papeletas con pocos huevos (poco abundante), P= 0,903. B. Papeletas con
abundantes huevos (abundante), P= 0,278. C. Papeletas con muy abundantes huevos (muy
abundante), P= 0,01491. / Figure 3. A box plot of the abundance of Aedes aegypti eggs
counted in different categories by collaborators and JAVA-CERECOVE. A. Pellon strips with few
eggs, P = 0.903. B. Strip with abundant eggs, P = 0.278. C. Strip with very abundant eggs, P =
0.01491.
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