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1. RESUMEN

El virus del dengue esta distribuido en areas tropicales y subtropicales en todo el mundo
y es la causa del dengue cldsico y dengue hemorrdgica. En México Ae. aegypti es el
vector reconocido del virus. Sin embargo, los vectores presentes en el estado de Nuevo
Ledn, son Ae. aegypti y Ae. albopictus. La incriminacion de Ae. albopictus con el virus
del dengue ain no ha sido evaluada en esta regién del pais. Por lo tanto, nuestro objetivo
fue evaluar el papel de este vector en la transmision del dengue en dreas suburbanas
circundantes al drea metropolitana de Monterrey. De abril a octubre del 2010, se
colectaron huevos y adultos de la especie Aedes utilizando ovitrampas y un aspirador
motorizado de espalda respectivamente. El estudio se llevd a cabo en cinco localidades
de los municipios: Santiago y Guadalupe obteniendo un total de 1,836 adultos Ae.
albopictus y 833 Ae. aegypti colectados mediante ambos métodos. Todos los mosquitos
fueron separados en 144 pools y procesados por RT-PCR para detectar el genoma del
DENV vy a su vez mediante una PCR anidada se intent? tipificar el serotipo presente en
las muestras. El examen para detectar RNA-DENV en las muestras mostré un pool
positivo de cuatro hembras Ae. albopictus criadas desde huevos obtenidos de una zona
suburbana en el municipio de Santiago. Sin embargo, no fue exitosa la determinacién del
serotipo de DENV esto, a pesar del éxito obtenido al cultivar en células C6/36 parte de
la muestra del macerado de mosquitos y haber observado efecto citopético en las células.
Esta investigacién proporciona informacién que sugiere que la transmision transovdrica
del virus del dengue en Ae. albopictus ocurre naturalmente en un sitio de estudio.
Ademads el trabajo ofrece resultados importantes que cumplen con los criterios de

incriminacién de esta especie como vector comprobado del dengue.



2. ABSTRACT

Dengue virus is distributed in tropical and subtropical areas worldwide and is the cause
of hemorrhagic dengue fever and dengue fever. In Mexico Ae. aegypti is the recognized
vector of the virus. However, the vectors in the state of Nuevo Leon, are Ae. aegypti and
Ae. albopictus. The incrimination of Ae. albopictus with dengue virus has not yet been
evaluated in this region. Therefore, our objective was to evaluate the role of this vector
in dengue transmission in suburban areas surrounding the metropolitan area of
Monterrey. From April to October 2010, we collected Aedes mosquitoes using a
motorized backpack aspirator and ovitraps in five localities of Guadalupe and Santiago,
Nuevo Leon. A total of 1,836 Ae. albopictus and 833 Ae. aegypti mosquitoes were
collected with both methods. Adults were separated into 144 pools and processed by
RT-PCR to detect DENV genome. Then by a nested PCR was attempted to typify the
serotype present in the samples. The test to detect DENV RNA in the samples showed a
positive pool of four females Ae. albopictus reared from eggs obtained from a suburban
area in the municipality of Santiago. However, it was no possible the determination of
DENYV serotype, despite the growing success in C6/36 cells in the sample of the mash
for mosquitoes and the observation of cytopathic effect in cells.

This research provides information that suggests that transovarial transmission of
dengue virus in Ae. albopictus occurs naturally in a study site. Further work provides
important results that meet the criteria of this species incrimination as vector of dengue

found.



3. INTRODUCCION

El virus del dengue (DENV) es una de las enfermedades virales mds importantes en
el mundo transmitidas por mosquitos a los seres humanos. Aproximadamente 2.5
millones de personas corren el riesgo de infeccion (WHO, 2009). La enfermedad es
causada por uno de los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV1-4) relacionados
entre ellos, pero antigénicamente diferentes (Gubler, 1988). El dengue se transmite
principalmente por el mosquito Aedes aegypti no obstante, existen otras especies
vectoras como Ae. albopictus (Skuse) y Ae. polynesiensis causantes de la enfermedad en
otras partes del mundo (Hawley, 1988). En México Ae. aegypti es reconocido como el
principal vector de esta enfermedad (Bancroft, 1906). Las primeras poblaciones de Ae.
albopictus en el continente Americano fueron identificadas en 1986 en Texas (Sprenger,
1986;. Moore et al., 1988). Debido a la gran adaptabilidad de ésta especie poco tiempo
después Ae. albopictus se habia extendido a lo largo del territorio mexicano. Esta
especie fue reportada en Coahuila y Veracruz (Martinez, 1995), Chiapas (Casas-
Martinez et al.,, 2003) y recientemente en la peninsula de Yucatian (Salomén et al.,
2012). Por otra parte, el andlisis de la ecologia larval en Nuevo Le6n y Coahuila ha
mostrado una superposicion de las especies Ae. albopictus con Ae. aegypti en el entorno
del hogar (Rodriguez y Ortega, 1994, Orta et al., 2001). La primera implicacién de Ae.
albopictus como vector del dengue ocurrié en Filipinas en los afios veintes (Siler et al.,
1926). Posteriormente se informd que este vector tiene una alta susceptibilidad a la
infeccién oral con los cuatro serotipos en comparacion con Ae.aegypti (Rudnick y Chan,
1965). En cuanto a la transmision vertical se ha demostrado que tiene lugar en la cdmara

genital de la hembra donde los huevos se fertilizan durante la oviposicion (Rosen, 1988).
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La importancia de la transmision vertical del virus del dengue en la naturaleza permite
determinar la forma de como éste se mantiene durante los periodos interepidémicos de la
enfermedad. La transmision transovarica ha sido demostrada experimentalmente en Ae.
albopictus (Mitchell et al. 1990; Rosen et al. 1985, Rosen, 1988). Sin embargo, el papel
de esta especie como un transmisor activo de DENV en el Nuevo Mundo no estd bien
documentado. Un gran ndmero de Ae. albopictus han sido colectados en campo durante
diferentes brotes de DENV los cuales revelan importantes evidencias de que esta especie
puede contribuir en el ciclo de transmision del virus. Sin embargo, el papel de esta
especie en los brotes mencionados no fue evaluado. Hasta la fecha solo hay un hallazgo
en las Américas en donde se reporta a Ae. albopictus infectado naturalmente en campo.
Este reporte se dio en la ciudad de Reynosa, Tamaulipas, ciudad fronteriza con Texas.
En este caso fue posible aislar DENV-2 y DENV-3 de diez mosquitos machos Ae.
albopictus (Ibafiez-Bernal et al., 1997). A pesar de que Ae. aegypti se reconoce como el
principal vector en la zona noreste del pais, las poblaciones presentes de Ae. albopictus
se estan expandiendo e invadiendo localidades suburbanas y rurales. Este estudio tuvo
como objetivo determinar la importancia epidemioldgica de poblaciones de Ae.
albopictus en la transmision del virus del dengue en lugares cercanos al &rea

metropolitana de Monterrey.



4. HIPOTESIS

Aedes albopictus es un vector que mantiene y transmite horizontal y verticalmente el
virus del dengue en los municipios de Guadalupe y Santiago, Nuevo Ledn ocasionando

casos focalizados de dengue en localidades suburbanas.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la importancia epidemioldgica del virus del dengue identificando su
presencia, asi como la transmision horizontal y/o vertical del dengue en el vector Ae.
albopictus procedente de cinco localidades suburbanas de dos municipios endémicos

del estado de Nuevo Ledn: Guadalupe y Santiago, Nuevo Ledn.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtencion de Ae. albopictus mediante los métodos de ovitrampas y aspirador
motorizado de espalda.

2. Detectar la presencia del virus del Dengue en mosquitos hembras y machos
colectados con aspirador motorizado de espalda en las localidades de Santiago y
Guadalupe, N.L. mediante la técnica molecular de RT-PCR.

3. Detectar la presencia del virus del Dengue en moquitos machos y hembras
emergidos de ovitrampas colocadas en Guadalupe y Santiago N.L., para
establecer si ocurre la transmision vertical, en ambos municipios.

4. Identificar el serotipo causante de los casos de dengue en las localidades de

estudio mediante PCR anidada.



6. ANTECEDENTES

6.1 Historia epidemiolégica del dengue

6.1.1 Dengue en el mundo

Los primeros brotes epidémicos, probablemente causados por dengue,
documentados fueron en 1779 y 1790 en Africa, Asia y América del Norte. En la
actualidad millones de personas viven en dreas de riesgo, donde se encuentran
diferentes vectores que son capaces de transmitir el virus del dengue (Monath, 1994;
Gubler, 1998).

En los ultimos 50 afios ha habido un incremento en el nimero de casos fatales
por dengue en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Diaz, 2002). Esto
coincide con el aumento demografico y con el incremento de las zonas en las que
los vectores del dengue pueden vivir. Por ejemplo, en 1979 se encontré la especie
Aedes albopictus en Albania y para 1990 se report6 su presencia en 19 provincias de
Italia (Knudsen, 1996). Actualmente, existe el riesgo que Ae. albopictus se
distribuya en Europa en regiones donde la precipitacion pluvial anual llega a 50
cm’, las temperaturas en el invierno no son menores de 0°C y en verano alcanzan
los 20°C, y que incluye paises como Espaiia, Portugal, Grecia, Turquia, Francia y
partes de la Republica de Yugoslavia en paises donde antes no se esperaba
encontrarlo. Hasta el 2006, el drea con riesgo de infeccion por el virus del dengue se

habia expandido a zonas como Nepal, Hong Kong, Madagascar, las islas Galdpagos
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y Hawaii (Fig. 1) (WHO, 2006). Ademas de que se han reportado brotes de FHD
(fiebre hemorragica del dengue) en Indonesia con 40,337 casos y mds de 500 casos

fatales en el afio 2004 esto por mencionar algunos ejemplos (WHO, 2005).
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Fig. 1. Paises y dreas de riesgo del dengue alrededor del mundo hasta
el ano 2007. Fuente: Guzman et al., 2010.

6.1.2 Dengue en el continente Americano

Desde hace 200 anos se han documentado enfermedades con la sintomatologia
causada por el virus del dengue en América. La primera epidemia de dengue clasico
fue reportada en Venezuela y la Cuenca del Caribe en los afios 1963-1964, se
reporté que la epidemia fue causada por el serotipo 3. Posteriormente otra epidemia

afecto las Islas del Caribe en 1968 y de la cual fue posible aislar los serotipos 2 y 3.

En el afio 1977, Jamaica sufrié un brote causado por el serotipo 1 que también



afect otras regiones como las Islas del Caribe, México, Centro y Sudamérica,
reportdndose un total de mds de 700,000 casos (PAHO, 1979). A principio de los
ochentas, el drea afectada por el virus del dengue se expandié hasta los Estados
Unidos de América (Nelson, 1986). El serotipo aislado fue el 1, el cual también fue
responsable del gran brote en Cuba donde se documentaron mds de 10 millones de
enfermos, es decir, un 42% del total de la poblacién (Kouri, 1989; Guzman, 1984;
Guzmén, 1990). Posteriormente, entre los afios 1982 y 1989, se registraron brotes en
América Sur, en paises como Brasil, Bolivia, Paraguay, Ecuador y Pert que fueron
causados por los serotipos 1 y 4 (Pinheiro, 1989). Los estudios inmunoldgicos
revelaron que varios millones de personas se habian infectado y ademds se report6
un aumento dréstico de los casos de dengue hemorrigico y sindrome de shock por
dengue durante estas epidemias. Este patron se observo en el brote de Cuba en
1981, que fue causado por el virus serotipo 2 y donde se reportaron 344,203 casos
de dengue, que incluyeron 10,312 casos clasificados como dengue hemorrdgico y
158 defunciones (Kouri, 1989; Guzman, 1990). Como se menciond anteriormente,
la primera implicacion de Ae. albopictus como vector del dengue ocurri6 en
Filipinas en los afios veintes (Siler ef al., 1926). Recientemente se han dado casos
importantes de dengue en diferentes partes del Continente Americano, por ejemplo
en los afios 2001-2002 en Hawaii se dio un brote. En este caso se pudo observar una
mayor abundancia de Ae. albopictus que la de Ae. aegypti en el area donde se
presenciaron los casos (Effler et al., 2005). De forma similar ocurrié en Key West,
Florida donde un brote autdctono de dengue ocurrié en el 2010, sin embargo se
incriminé a Ae. aegypti como el causante del brote (MMWR, 2010) a pesar de que

Ae. albopictus se encontraba presente en esta localidad (O'Meara et al., 1993). En
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ese mismo afio 2010 ocurrié un brote en Puerto Rico del cual se reportaron 21,000
casos de dengue (CDC, 2011); y en donde frecuentemente fueron colectados en
campo mosquitos Ae. albopictus. En todos los reportes anteriores se encontrd
presente esta especie, sin embargo en ninguno de los casos se realizaron estudios
para determinar que vector se encontraba realmente transmitiendo el virus a las

poblaciones humanas.

6.1.3 Dengue en México

De 1947 hasta la década de los sesentas, la Secretaria de Salud en México
realizé intensivas campafias contra el vector transmisor del virus de dengue
Ae.aegypti, y aunque el mosquito fue oficialmente declarado erradicado del pais en
1963, dos afos después fue detectado de nuevo en territorio mexicano (Gémez,
1992). La peor epidemia de la enfermedad producida por el serotipo 1 fue reportado
en la costa oriental de México durante 1979-1980. Durante 1981, se registraron
aproximadamente 17,000 casos (Diaz, 2002) y para 1984 y 1985 se diagnosticd
dengue en 25 de los 32 estados del pais. Actualmente se considera que la
enfermedad, producto de la diseminacién del vector, sigue en expansion
principalmente debido a la urbanizacién de territorios nuevos (Brisefio-Garcia,
1996) ademads de la posible participacion de otro vector como es el caso de Ae.
albopictus (Sanchez et al., 2011). Ae. albopictus fue encontrado infectado
verticalmente con DENV, en Reynosa, Tamaulipas en 1995. Este ha sido el tnico

reporte en las Américas de Ae. albopictus infectado naturalmente en campo. Los
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autores de esta investigacion pudieron aislar los serotipos 1 y 2 de diez mosquitos
machos (Ibafiez-Bernal et al. 1997). En Nuevo Leon, hasta la semana 29 del afio
2010 se contaban con 430 casos confirmados de dengue, de los cuales el 98% fue
confirmado como dengue clésico y el 2% como dengue hemorrédgico de los cuales el
serotipo presente fue el 1, mientras que en el afio 2009 en el estado se encontraban
presentes los serotipos 1 y 2. Asi mismo pudo determinarse que en base a la
poblacién de Nuevo Ledn el 50% de los casos se presentaron en edad productiva.
Los municipios de Santiago y Guadalupe representaron cantidades importantes de
casos hasta la semana 29 del 2010, ocupando Guadalupe el segundo lugar como

municipio con mayor presencia de casos (Secretaria de Salud, 2010).

6.2 El vector Ae. albopictus

6.2.1. Posicion taxonomica de Aedes albopictus

Ae. albopictus fue descrito por primera vez por Skuse en 1894 a partir de muestras
obtenidas en Calcuta, India (Estrada y Craig, 1995). Segin Huang, 1972; Estrada y

Craig, 1995 la filogenia de la especie es como se muestra a continuacion:

Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Familia: Culicidae
Genero: Aedes

11



Subgenero: Stegomyia
Grupo:  scutellarios

Subgrupo: albopictus

6.2.2. Biologia de Ae. albopictus

La biologia de Ae. albopictus es comparable a la de Ae. aegypti siendo muy similares
en su morfologia de larva, pupa y adulto (Fig. 2), diferencidndose por la estructura de las
escamas del octavo segmento abdominal y del pecten, asi como por sus espiculas latero
tordcicas cortas e hialinas en estado larvario y por los disefios de escamas plateadas, en

cabeza y dorso de torax para los adultos (SINAVE, 2005).

Huevo Pupa

8 a 10 dias
Fig. 2. Ciclo biologico de Ae. albopictus
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Huevo

Aedes albopictus tiene un comportamiento similar a Ae. aegypti. La ovipostura de
este mosquito es principalmente vespertina, similar a Ae. aegypti, ademds de que coloca
sus huevos en las paredes de los recipientes y por encima del nivel del agua. Los huevos
tienen forma alargada y generalmente miden menos de un milimetro de longitud (Linley,
1989; Hawley, 1988). Los huevos inicialmente son blancos, pero cambian su color a
oscuro debido a la formacién del embridn.; esto es porque al momento de la ovipostura,
el embridn inicia su formacion, para esto requiere de dos o tres dias en presencia de gran
humedad. El desarrollo embrionario generalmente se cumple a las 48 horas si el clima es
favorable, de lo contrario puede tardar prolongarse hasta cinco dias si las temperaturas

son muy bajas (Nelson, 1986).

La méxima longevidad reportada para los huevos de Ae. albopictus es de 245 dias
(Hawley, 1988). Los huevos se ven afectados por diversos factores como la temperatura,
la humedad relativa, la edad, entre otros, pero el agente determinante es la tension de
oxigeno del agua, la cual se encuentra asociado con la cantidad de materia organica y

nutrientes presente en el agua (Imai y Meada, 1976; Hawley, 1988).

Larva

La larva de cuarto estadio presenta una antena larga y lisa, con una seta antenal
simple, las setas 5, 6 y 7 pueden ser dobles, en el torax presenta espinas laterales en el
meso y metatorax cortas hialinas mientras que en Ae. aegypti son largas y oscuras. En el

pecten del 8 segmento se presentan espinas largas con la base aserrada, mientras que en
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Ae. aegypti las espinas del pecten presentan varias espinas subapicales cortas. En el 10°
segmento, el cepillo ventral tiene cuatro pares de pelos, en Ae. aegypti presenta cinco

pares de pelos o setas (CDC, 1986).

Los estadios larvales son de alimentacion y crecimiento (Nelson, 1986). Las larvas de
Ae. albopictus pueden desarrollarse bajo condiciones naturales en aguas con baja
turbidez y un pH que va de 5.2 a 7.6 y con un rango de temperatura que va de los 14 a

30°C (Nelson, 1986).

El primer estadio larval es el que eclosiona del huevo, posteriormente a los dos dias
dependiendo de las condiciones ambientales ocurre una muda para pasar al segundo
estadio en donde la capsula cefdlica y el sifén son transparentes y blandos,
posteriormente ocurre una melanizacion y esclerotizacion las cuales permiten el
coloramiento oscuro y endurecimiento de la larva. Después del segundo estadio, la
capsula cefdlica y el sifon no cambian de tamafio, pero si el térax y abdomen que van
aumentando de longitud con cada muda (Nelson, 1986). La duracién de los cuatro instar
larvales depende de los factores ambientales y nutrimentales a los que las larvas estdn
expuestas. Los principales factores extrinsecos que afectan el crecimiento y el desarrollo
larval es la temperatura, la nutricion y la densidad larval, pero también la profundidad

del recipiente asi como la salinidad son importantes (Clements, 1992).

Pupa

La pupa no se alimenta, su funcién es dar paso a la metamorfosis del estadio larval al

adulto. Bajo condiciones ideales el mosquito emerge en dos dias. Después de la
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emergencia del adulto, éste queda reposando sobre el agua en una fase conocida como
periodo teneral el cual permite el endurecimiento del exoesqueleto y la rotacién de la

genitalia 180° en los machos (Nelson, 1986).

Adulto

Los adultos estdn cubiertos con delgadas escamas de color negro y con bandas. Ae.
albopictus tiene mayor habilidad comparado con Ae. aegypti de colonizar criaderos
naturales, como huecos de drbol, axilas de algunas plantas como bromelias (Fig. 3) y
huecos de rocas; es comun encontrarlo en lugares con vegetacion abundante (Nelson,

1986).

@
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Fig. 3. Tipo de criadero natural de Ae. albopictus en plantas

Una vez que los mosquitos han emergido, se alimentan por primera vez entre las 20 y
las 72 horas posteriores. Las alimentaciones subsecuentes se efectian aproximadamente
cada tres dias, con el objeto de completar su ciclo gonotréfico; antes de alimentarse
buscan el sitio donde haran la oviposicién. Regularmente se alimenta una sola vez entre

cada ciclo gonotréfico. El lapso de ovipostura es de tres a seis dias. La supervivencia de
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los mosquitos vectores en su fase adulta tiene un promedio entre cuatro y ocho semanas,
aunque puede variar por circunstancias climatoldgicas; la hembra sobrevive mds tiempo
que el macho y es mds resistente a las variaciones de temperatura y humedad ambiental

(CENAVE, 2012).

6.2.3. Distribucion geografica de Ae. albopictus

Ae. albopictus se entiende a través del sur de Asia, Sureste de Guinea y en la mayoria
de las islas del Océano Indico (Hawley, 1988). También se encuentra distribuido en el
oriente de China, en el Pacifico y el sureste de Europa (Knudsen, 1996). Para 1990 se
reporté la presencia y establecimiento de este vector en Australia al encontrarse larvas
de esta especie (Kay et al., 1990). Ae. albopictus es originario de Asia, sin embargo se
fue extendiendo rdpidamente en todos los continentes. Actualmente se encuentra
establecida esta especie en el norte y sur de América, Africa, Oceanfa y Europa

(Rodhain, 1995) (Fig. 4).

Las primeras poblaciones de Ae. albopictus fueron identificadas en 1985 en Texas
procedente de Asia (Sprenger, 1986;. Moore et al., 1988) siendo este el primer hallazgo
de la especie en el Continente Americano. Un afio después de su arribo, este mosquito ya
habia sido ampliamente distribuido en otros sitios de Texas, entre ellos Alabama,
Arkansas, Georgia, Ohio por mencionar algunos (Moore, 1999). A su vez, ese mismo
afio la especie fue reportada en Brasil (Forattini, 1986; Moore, 1988). Actualmente la

especie se encuentra ampliamente distribuida en los Estados Unidos, se han encontrado
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y eliminado ejemplares de esta especie en California, Nuevo México y Washington

(Moore, 1999).

Ae. albopictus fue rapidamente alcanzando las ciudades fronterizas de México con
Estados Unidos. En México el primer reporte de esta especie fue en Matamoros, Tamaulipas
de donde se colectaron larvas de Ae. albopictus en llantas (Moore, 1988), posteriormente en
1993 se localizé en Ciudad Acufia, Muzquiz y Piedras Negras en el estado Coahuila (Ibafiez
y Martinez 1994). En 1995, se realizo el primer reporte en América de infeccion natural por
virus del dengue en la ciudad de Reynosa, Tamaulipas (Ibafiez-Bernal et al., 1995). En
Veracruz la especie se reporté en 1997 (Casas y Torres, 2003).Nuevo Ledn se ha reportado
este mosquito en varias localidades entre ellas se encuentran Allende, Montemorelos,
Linares, Terdn y Santiago (los cuales se localizan en la llanura costera del Golfo de México);
ademds se han reportado en Sabinas Hidalgo y Cadereyta; finalmente en el darea
metropolitana de Monterrey en los municipios de Apodaca, Guadalupe, San Nicolds de los
Garza y Escobedo de los cuales Allende y Santiago fueron los que reportaron mayor
densidad de poblacién del vector (Orta et. al.,2005). Recientemente la especie se encontrd

en la peninsula de Yucatdn (Salomén et al., 2012)
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Fig. 4. Distribucién mundial de Ae. albopictus hasta el afio 2007

6.2.4. Rango de vuelo
Estudios previos han reportado que Ae. albopictus apenas puede desplazarse por si
solo poco mds de 100 metros, pudiéndose capturar a una distancia maxima de 134
metros. Ademds de que no vuela cuando hay fuertes vientos y necesita de la ayuda
humana permitir su expansién (Novak, 1992). Gracias a la venta de neumaticos usados,
la comercializacién de una planta ornamental, conocida como "bambu de la suerte"
(Dracaena sp.), que lleg6 de China en pequefios recipientes con agua, entre otras

situaciones especificas.

6.2.5. Habitat de Ae. albopictus

Ae. albopictus es un mosquito con gran adaptabilidad a los mismos recipientes que
sirven como sitios de cria de Aedes aegypti tanto en hdbitats domésticos como
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peridomésticos (OPS, 1987). De esta forma, esta especie es un mosquito de huecos de
arboles, por lo que sus sitios de cria en la naturaleza son pequeiias dreas restringidas, a la
sombra, rodeadas de agua y vegetacion. Ae. albopictus habita en la densa vegetacion de
las zonas rurales. Sin embargo, su flexibilidad ecoldgica le permite colonizar muchos
tipos de sitios creados por el hombre asi como criaderos naturales. Se puede reproducir
en macetas de flores de los cementerios, contenedores abandonados y cualquier otro
envase que permita la acumulaciéon de agua (Eritja er al. 2005). Los neumaticos son
particularmente preferibles para la reproduccion de este mosquito, ya que a menudo se
almacenan al aire libre y que eficazmente almacenan y retienen el agua de lluvia durante
mucho tiempo. Ademads la adicion de hojas en descomposicion de los arboles vecinos
produce las condiciones quimicas similares a los huecos de arboles, lo que proporciona
un excelente sustrato para la cria. Ae. albopictus también se puede establecer y
sobrevivir en zonas no urbanizadas que carecen de recipientes artificiales, la obtencion
de nuevos problemas de salud publica para las zonas rurales (Moore, 1999). Por otra
parte, estudios previos han reportado que la mayor cantidad de depdsitos positivos de
Ae. albopictus se han encontrado en los exteriores de las viviendas (Marquetti et al.

2000; Ishak et al., 1997).

6.2.6. Preferencia de hospederos

El mosquito tigre es un mosquito agresivo de dia al aire libre. Cuenta con una gama
muy amplia de huéspedes de ataque tales como: los seres humanos, animales de
ganaderia, anfibios, reptiles y aves (Eritja et al, 2005). En Italia, una investigacion

permitié reportar de tasas de picadura de Ae. albopictus con un nivel de 30 a 48
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picaduras de este mosquito afectando a diferentes hospederos (Cancrini et al., 2003). Por
otra parte, en Japon se realizé un estudio para determinar la capacidad vectorial de esta
especie encontrando que Ae. albopictus muestra un patrén alto de preferencia por los
mamiferos encontrdndose el 84.2% de los adultos procesados con sangre animal y
68.5% mostraron el patrén de alimentacién con sangre humana (Sawabe, et al., 2010).
Diversos estudios revelan constantemente la misma preferencia por estos hospederos y a
pesar de que Ae. albopictus es una especie oportunista en cuanto a su alimentacién. De
esta manera en India se pudo constatar que tanto Ae. aegypti como Ae. albopictus se
alimentan preferentemente de un solo hospedero, sin embargo un pequefio porcentaje de
ambas especies reportaron haberse alimentado de mds de un huésped durante el ciclo
gonotrofico (Scott et al., 1993). Al mismo tiempo, pudo determinarse que ambas
especies tuvieron preferencia por la sangre humana al procesar mosquitos de areas

cercanas a viviendas (Tandon y Ray, 2000).

6.2.7. Importancia de Ae. albopictus

Los mosquitos son vectores de muchas enfermedades humanas relevantes. Ae.
albopictus puede ser un motivo de especial preocupacién como un vector para el virus
del Nilo Occidental, ya que habita en zonas rurales y cuenta con una amplia gama de
huéspedes, incluidas las aves, por lo que pueden pasar facilmente a ciclos enzodticos a
los seres humanos. Se sabe que bajo condiciones de laboratorio Ae. albopictus puede
infectarse con: cuatro Flavivirus, diez Bunyavirus y siete Alfavirus. Estos incluyen la
fiebre amarilla, fiebre del Valle del Rift, chikungunya y Sindbis. De estos virus Ae.

albopictus es principalmente conocido por infectarse en condiciones de campo a tres

20



Flavivirus tales como: dengue, virus del Oeste del Nilo y la encefalitis japonesa), seis
Bunyavirus: virus del Caién de Jamestown, Keystone, LaCrosse, Potosi, Valle de Cache
y Tensaw) y un Alfavirus (CHIKV) (Enserink, 2008). El grado en que Ae. albopictus
puede transmitir enfermedades en el mundo atin no estd claro y depende de muchos
factores, incluidos el tamafio de poblacion, si se alimenta de humanos, si se alimenta de
sangre de varias personas en el mismo ciclo y la eficacia del virus para llegar hasta las
gldndulas salivales. Se ha demostrado que Ae. albopictus tiene una ventaja competitiva
con respecto a otras especies de mosquitos como Ae. aegypti (Lounibos, 2002; Vezzani
y Carbajo, 2008). Sin embargo, Ae. aegypti es un vector mas eficiente para la
transmision del virus en comparacion con Ae. albopictus. Esto es debido en parte al
rango de hospederos de Ae. albopictus y Ae. aegypti (Enserink, 2008). Estudios han
revelado que Ae. albopictus tiene mayor susceptibilidad a la infeccién por dengue, sin
embargo es menos eficiente a la transmision al paso de las generaciones (Lambrechets et
al., 2010). Por otra parte, existen reportes que esta especie es capaz de transmitir
transovaricamente el virus del dengue a su descendencia. En India se aislé el dengue
serotipo 2 de mosquitos machos colectados en campo (Thenmozhi et al, 2007).
Particularmente en México en 1995 se encontraron machos infectados naturalmente en
Reynosa, Tamaulipas siendo este el primer hallazgo de Ae. albopictus infectado
transovaricamente con el virus del dengue en el continente Americano (Ibafiez-Bernal et

al., 1995).
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6.2.8. Identificacion de adultos Aedes aegypti y Aedes albopictus

Los adultos de las especies Aedes aegypti y Aedes albopictus pueden son facilmente
diferenciados por los patrones de escamas blancas en la parte dorsal del térax (Fig. 5).
En Aedes aegypti, el patron esta formado por dos lineas rectas rodeadas por unas lineas
curveadas en forma de lira (Harwood y James, 1979; WHO, 1995). Por otra parte, Aedes
albopictus tiene sélo una linea ancha de escamas blancas situada en el centro del térax

(WHO, 1995).

Florida Medical Entomology Laboratory
©1999 UNIVERSITY OF FLORIDA

Fig. 5. Comparacién de patrones del térax entre Ae. aegypti
(izquierda) y Ae. albopictus (derecha)

6.2.9. Virus del dengue
El virus del dengue es un virus envuelto, de cadena sencilla y sentido positivo. Consta
de un genoma de alrededor de 11,000 bases que codifican para diez proteinas: tres
proteinas estructurales (la glicoproteina de envoltura E, proteina de membrana M y
proteina de la cdpside); y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,

NS5); asi como regiones cortas no codificantes en 5'y 3' (Fig. 6) (Chen et al., 1999). Las
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proteinas estructurales integran la cdpsula viral y lanzan al RNA hacia las células diana.
Mientras que las siete proteinas no estructurales coordinan la producciéon de nuevos
virus una vez infectada la célula. El virus se encuentra envuelto en una membrana
lipidica con 180 copias idénticas de una proteina estructural unidas a dicha membrana
mediante un corto segmento de anclaje. La funcién de la proteina de la cépsula viral es
unir el virus a la célula para dar comienzo al proceso de infeccién (Goodsell, 2008).

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae del cual se pueden distinguir 4
diferentes serotipos (DENV-1 a DENV-4) los cuales circulan simultineamente en
regiones tropicales y subtropicales en todo el mundo y son transmitidos a humanos por
dos especies de mosquitos, Aedes aegypti (vector principal) y Aedes albopictus.

La infeccion con DENV en humanos produce un caracteristicas especificas de la
enfermedad que puede clasificarse en distintas categorias que van desde una infeccion
asintomatica o una enfermedad febril suave y autolimitada, conocida como dengue
clasico o fiebre por dengue (DF), hasta una enfermedad severa como la fiebre
hemorragica del dengue (DHF), caracterizada por anormalidades en la hemostasia y un
incremento de la permeabilidad vascular, que en algunos casos produce el Sindrome de
shock por dengue (DSS, del inglés dengue shock syndrome), que puede llevar a la
muerte (Gubler, 1998). La infeccion del hombre por un serotipo produce inmunidad
permanente hacia el mismo tipo (inmunidad homdéloga), mientras que la inmunidad
heter6loga a otros serotipos es por un periodo menor de 6 meses (McBride y Bielefeldt,

2000; Fadilah et al., 1999; Rosen, 1999).
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Fig. 6. Organizacién gendémica del virus del dengue. El RNA genémico muestra las dos
regiones no traducidas en los extremos 5’y 3°del genoma, codifica para tres proteinas
estructurales (C, PrM, y E) y siete no estructurales (NS1-NS5).
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7. MATERIAL Y METODO

7.1. Areas de estudio

El trabajo de campo se realiz6 entre el 30 abril hasta el 23 de octubre del 2010 en
Santiago (entre 25°23'32 "N, 100 © 0728" O y 25°4222 "N, 100 ° 19'12"0) y Guadalupe
(25°38221"N, 100°12,8 '64"0O), cerca de los municipios del drea metropolitana de
Monterrey, México (Fig. 7). Las locaciones fueron elegidas en funcién a las altas
densidades de mosquitos, la presencia de Ae. albopictus y en sitios donde se reportaron

casos de dengue (Orta et al. 2005).

Fig. 7. Mapa del estado de Nuevo Ledn representando los dos
municipios de estudio: Guadalupe y Santiago.
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Santiago se localiza al sur de Monterrey, capital de Nuevo Ledn. Tiene una poblacién
de poco mas de 40,000 personas (INEGI, 2010) y el 59% del suelo corresponde a las
zonas boscosas, el 9% se dedica a la agricultura y sélo el 1% es zona urbana (Clave

geoestadistica, 2009a).

Guadalupe se encuentra a 20 km al norte de Santiago, que ocupa el 0.09% de la
superficie de Nuevo Ledn, con una poblacién total de 678,006 habitantes (INEGI, 2010).
En Guadalupe, el 50% del suelo corresponde a la zona urbana, el 1% se dedica a la
agricultura, el 36% corresponde a bosques y matorrales y el 1% para el pastoreo (Clave
geoestadistica, 2009b). Cuatro puntos de muestreo fueron seleccionados en Santiago los
cuales fueron: Antonio Villalon (25°4222"N, 100°19'12" O), que es una zona
residencial suburbana, también una zona turistica que comprende un area de restaurantes
(25°24"23"N, 100°08'39"0), el cual cuenta con todas las caracteristicas necesarias para
la actividad de picadura, la localidad de Mahuacates (25°29'43"N, 100°11'09"O) que
corresponde a un drea de viviendas con asentamientos irregulares, y el cementerio de
San Marcos (25°23'32"N, 100°0728"0O). Solo Rincén de la Sierra (25°3821"N,
100°12,8'64"0), una zona residencial el cual se encuentra en areas boscosas, fue
seleccionado en el municipio de Guadalupe. El dengue es una enfermedad endémica en
ambos municipios, sin embargo Guadalupe siempre reporta un mayor numero de casos.
En 2012, Guadalupe registré 305 casos por dengue cldsico (DC) y 43 por dengue
hemorréagico (DH), mientras que Santiago informé de 21 de DC y 2 de DH (Laboratorio

Estatal de Salud, Nuevo Leén).
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7.2. Colecta de huevos con ovitrampas

Ovitrampas de pléstico negro estandarizadas de 500 ml fueron utilizadas para obtener
huevos de Ae. albopictus (Fig. 8). A cada ovitrampa se le agregaron dos terceras partes

de agua y en la parte superior interna de cada una se colocé una tira de papel filtro.

[
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Fig. 8. Representacion grafica de las ovitrampas

Cien ovitrampas fueron situadas en cada uno de los siguientes puntos: Antonio
Villalén, cementerio San Marco, Mahuacates, y Rincén de la Sierra, s6lo en el area
turistica de alimentos se situaron 20 ovitrampas. Lugares sombreados en los patios de las
casas, en los arboles del cementerio, manchas de vegetacion, macetas y jardines fueron
utilizados para colocar las ovitrampas por punto de colecta. Después de cinco dias, estos

criaderos artificiales fueron retirados de los sitios de colocaciéon y transportados al
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Laboratorio de Entomologia médica para ser observados y reportar la actividad de
oviposiciéon de los mosquitos Aedes (Fig. 9). El papel filtro de cada ovitrampa fue
retirado y transportado al insectario del Laboratorio de Entomologia Médica de la
Universidad de Nuevo Le6n para la eclosion de los huevos y la cria de los mosquitos

adultos.

Fig. 9. Arribo de ovitrampas al laboratorio para la cuantificacion de oviposicion

7.3. Cria de mosquitos procedentes de ovitrampas

La cria y establecimiento de la colonia fue llevada a cabo bajo las técnicas
establecidas de cria en insectario (Pérez et. al., 2004). Los huevos obtenidos fueron
colocados en charolas de 25x 25 cm” con 2 litros de agua declorada a una temperatura de
28-30°C. Posterior al 3er dia se proporcioné una dieta alta en proteina (UCS, 1982)
siguiendo las normas establecidas por Consoli y De Oliveira (1994). Las pupas fueron
retiradas de las charolas y colocadas en camaras de emergencia hasta su estadio adulto.

Posteriormente éstos fueron identificados sobre una mesa de enfriamiento (BioQuip)
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(Fig. 10) para evitar la degradacién de dcidos nucleicos presentes en los ejemplares,
ademds se contd con el apoyo de un estereoscopio y las claves taxondmicas propuestas

por Darsie y Ward (2005).

Fig. 10. Mesa de enfriamiento de apoyo para identificar especies de mosquitos

Los mosquitos adultos fueron separados en lotes o pools con un mdximo de 25
mosquitos de acuerdo a: especie, sexo, lugar y fecha de colecta. Los pools fueron
almacenados a -80°C (Fig. 11) hasta el procesamiento para la identificacién molecular

de RNA-DENYV en cada muestra .

Fig. 11. Pools de mosquitos almacenados a -80°C
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7.4. Colecta de mosquitos adultos con aspirador de espalda

Con la finalidad de colectar mosquitos Ae. albopictus en reposo se utilizé el aspirador
motorizado de espalda (Fig. 12) (Clark y Gubler, 1994). El muestreo se llevé a cabo en
sitios al aire libre cerca del medio ambiente peridoméstico debido a las preferencias del
vector, esto en los cinco sitios de estudio. Areas de reposo documentadas tales como la
vegetacion y otros puntos naturales fueron el objetivo debido a la biologia de esta
especie (Hawley, 1988). Los mosquitos adultos fueron transportados en CO; sélido al
Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad de Nuevo Le6n, México. Luego,
sobre una mesa de enfriamiento (BioQuip) se identificaron utilizando claves
taxondémicas (Darsie y Ward 2005) y separados en grupos por: especie, Sexo,
localizacién y fecha de colecta de la fecha. Los pools o lotes tuvieron un maximo de 25
mosquitos y éstos también fueron almacenados a -80°C hasta la identificacién molecular

de RNA-DENV.

Fig. 12. Colecta de mosquitos con aspirador de espalda
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7.5. Identificacion molecular de DENV a partir de adultos provenientes de

ovitrampas y adultos en reposo de Ae. albopictus y Ae. aegypti

7.5.1. Macerado de mosquitos

Los pools de las especies Aedes fueron procesados para la identificacion de DENV
por la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los mosquitos agrupados en
pools se trituraron en frio en tubos Eppendorf utilizando el TissueRuptor (Fig. 13) y 0.6
ml de frio medio esencial minimo (MEM) (GIBCO) que contenia 2% de suero fetal
bovino (FBS) (GIBCO). La suspension resultante se afiadi6 a una columna QIAshredder
(QIAGEN), y fue centrifugada a 14,000 rpm durante 3 minutos a 4°C. Finalmente, el
sobrenadante fue separado en dos tubos Eppendorf de 300ul para el proceso de

extraccion de RNA vy las suspensiones restantes fueron almacenadas a -80°C.

Fig. 13. Procedimiento realizado en campana de flujo laminar para la
maceracion de mosquitos utilizando el TissueRuptor
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7.5.2. Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido utilizando el kit RNeasy (QIAGEN) (Fig. 14).

Fig. 14. Reactivos y columnas del Kit comercial QIAshredder y
RNeasy para la extraccion de RNA total.

Se afiadieron 300ul de buffer RLT con B-Mercaptenol a los 300ul del filtrado
obtenido en la maceracién de mosquitos y posteriormente se agregaron 350ul de etanol
y fueron mezclados por pipeteo. Esta solucion fue trasferida a una mini columna RNeasy
y en el equipo Biofuge se centrifugé a 10,000 rpm durante 1 minuto a 4°C (Fig. 15) y el
filtrado fue desechado. Posteriormente se afadieron 700ul de buffer RW1a la columna
y se centrifugé a 10,000rpm durante 1 minuto a 4°C desechando el tubo colector con el
filtrado. Finalmente, la columna fue transferida a un nuevo tubo colector a la cual se le
afiadieron 500ul de buffer RPE y fue centrifugada a 10,000rpm por 2 minutos a 4°C
eliminando el filtrado con el tubo colector. Para el proceso de elucion de la muestra la
columna fue transferida a un nuevo tubo colector (Eppendorf de 1.5ml) y se agregaron
50uL de agua libre de RNAsas, siendo centrifugado a 10,000rpm durante 1 minuto.
Finalmente el extracto fue almacenado hasta su procesamiento molecular.
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Fig. 15. Biofuge para el proceso de centrifugacion de muestras en frio

7.6. Deteccion de RNA viral

7.6.1. Retrotranscripcion

La RT-PCR se realiz6 para detectar la presencia del virus y los serotipos en los pools
de mosquitos. Para obtener un fragmento especifico que permitiera la identificacion de
DENYV, se utilizaron cebadores iniciales D1 e inversos D2 que cubren una regién de
genes de la capside (C) y la premembrana (prM) de los cuatro serotipos de DENV. El
tamaiio esperado de la banda de PCR fue de 511 pb, el cual indica la presencia del virus

en las muestras.

La preparaciéon de reactivos para la realizacion de Retrotranscripciéon y posterior
amplificacion del cDNA se realiz6 en el interior de una campana con las condiciones de

esterilidad correspondientes (Fig. 16).
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Fig. 16. Preparacion de reactivo para RT-PCR

La reacciéon de RT fue realizada de un solo paso y en un solo tubo adicionando

secuencialmente los siguientes reactivos:

Tabla 1. Condiciones de reaccidn para la retrotranscripcion. Primera mezcla.

Reactivo Volumen pl
H,O DEPC 5.5
Random primer 1
RNA 5
Volumen total 11.5

Al ser preparada la mezcla uno se coloca en el termociclador a 72°C durante 10

minutos. Posterior a este tiempo se incuban los tubos con reactivos y muestras y 3
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minutos en hielo. Al mismo tiempo la siguiente mezcla fue preparada para ser

adicionada a la mezcla uno después transcurrido el tiempo de incubacion.

Tabla 2. Condiciones de reaccidn para la retrotranscripcion. Segunda mezcla.

Reactivo Volumen pl
Buffer RT 5X 4
DTT (0.1M) 2
RNase out 40U/ul 0.5
dNTP’s 1
Enzima M-MLV 200U/ul 1
Volumen total 8.5

A cada tubo incubado con el mix 1 se le afadieron 8.5ul correspondientes del mix 2.
Los tubos adquirieron un volumen final de 20ul para la realizacién de la
retrotranscripcion. Finalmente fueron colocados en el termociclador para seguir una
programacion con diferentes temperaturas 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 60

minutos, 94°C por 5 minutos y finalmente 4°C, 30 minutos (Lanciotti et al. 1992).

7.6.2. Serotipificacion del dengue
Para la identificacion y serotipificacion del virus del dengue en las muestras se utiliz6

el protocolo establecido por Lanciotti (1992). Este procedimiento consiste en una
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retrotranscripcion seguida de una amplificacion del cDNA para la obtencion de regiones
de tamafio diferente para realizar una identificacion diferencial por peso segun el

serotipo del dengue presente.

Para la realizacion de la PCR posterior a la RT se utilizaron los siguientes reactivos:

Tabla 3. Condiciones de reaccion utilizadas para la identificacién del virus dengue
(PCR)

Reactivo Concentracion Volumen

final uL

Agua miliQ -- 12.75
Buffer (500mM, KCI 1000mM Tris-HCI, pH= 8 1X 2.5
MgCI2 50mM 1.5
dNTP’s mix 0.2mM 0.5
D1 0.5um 1.25

D2 0.5 um 1.25
TagDNA pol 25U 0.25
Volumen reactivos 20
cDNA - 5
Volumen total 25

El volumen final de reacciéon fue de 25ul, y las muestras se realizaron en un
termociclador en un curso inicial de cinco minutos a 94°C, 40 ciclos de 1 minuto a 94°

C, 60°C durante un minuto y un ciclo de extension final de 72° C durante 10 minutos

(Lanciotti et al. 1992).

Cada muestra fue a su vez corrida con cuatro cepas correspondientes a cepas de

referencia como controles positivos de DENV1-DENV4 proporcionados por el Centro
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Regional de Investigaciéon "Dr. Hideyo Noguchi", Yucatdn, México. Para DENV-1 la
cepa corresponde a: H15911P5, DENV-2: H17247P4, DENV-3: H87, y DENV-4: H241.
Ademads se conté con un control negativo el cual consistié en los reactivos utilizados

para la PCR, asi como el marcador molecular @X174, Haelll Digest (Biolabs).

Secuencias de los cebadores utilizados:

D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'
D2 S5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3'

Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio. La interpretacion de resultados de los geles fueron de la
siguiente manera:

En la RT-PCR las muestras fueron comparadas con el marcador molecular para cotejar
el tamafio de las bandas en las muestras. Las muestras fueron consideradas positivas al
virus del dengue al observarse de una banda de 511 pb bajo luz ultravioleta; la muestra

se considerd negativa al no presentar esta banda especifica (Lanciotti et al., 1992).

Al encontrar una muestra positiva se realiz6 una PCR anidada para determinar el

serotipo presente en la muestra.
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7.6.3. Determinacion de serotipos virales por medio de PCR anidada

Para la identificacidn del serotipo del virus del dengue en los pools detectados como
positivos, se realiz6 una PCR anidada. Para esto se utilizaron los cebadores D1 y
serotipo-especificos antisentido (TS1, TS2, TS3 y TS4) reportados por Lanciotti (1992).
Estos primers permiten amplificar diferentes tamafios del genoma del virus segun el
serotipo de los cuales para DENV-1 el tamafio de la banda esperada fue de 482 pb, para

DENV-2: 392 pb, DENV-3: 290 pb y DENV-4: 119 pb.

Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

D1 S5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'
TS1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3'

TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3'

TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3'

TS4 5-CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3'

7.6.4. Anélisis de los productos de PCR por electroforesis

Se prepararon geles de agarosa al 1.5% para la visualizacion de bandas de los
productos amplificados en la PCR. Para esto se agregaron 0.6g de agarosa en 40 ml de
TBE 1X (0.4M de Tris, 0.5 M de 4cido bérico y 0.01 M de 4cido etilendiamin
tetracético), tefiido con bromuro de etidio. A 10ul del producto amplificado se le
adicionaron 2ul del tampdn de corrida y se sometio a electroforesis en el gel de agarosa
en una camara submarina para electroforesis (Owl) (Fig. 17) utilizando para ello como

tampon de corrida TBE 1X. Las muestras fueron corridas a 70 V, durante 50 minutos. Al
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finalizar, las bandas del ADN amplificado fueron visualizadas mediante un
transiluminador de luz UV, comparando las bandas obtenidas con un marcador de peso

molecular.

Fig. 17. Cdmara electroforética utilizada y colocacién de muestras en gel de agarosa

7.6.5. Aislamiento viral en células C6/36 a partir de macerado de mosquitos

La linea celular C6/36 (Igarashi, 1978) es una clona obtenida de la linea original de Ae.
albopictus establecida por Singh y Pavri (1967) que presenta una alta sensibilidad a los
virus del dengue (Gubler et al., 1985). Algunas cepas de dengue son capaces de producir
efecto citopatico de tipo sincicial en las C6/36. Con mucha frecuencia se observa
toxicidad en las células a causa de los indculos empleados (IMT, 2003).

Se cultivaron células C6/36 en una botella de 25 cm? a 28°C sin atmésfera de CO,,
hasta formar una monocapa confluente. Para infectar las células, el medio de cultivo se

reemplazé con 2 ml de medio de mantenimiento (L.-15 suplementado con SBF al 2% en
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lugar del 5%). Cincuenta microlitros del macerado de mosquito se adicionaron a la

botella de cultivo y se incubaron durante una hora a 37°C.

La botella fue incubada a 28°C sin atmodsfera de CO, durante 15 dias, durante este
periodo se revisaron los posibles cambios en la morfologia celular cada dos dias.
Después de 15 dias post-infeccion se realizd la cosecha de las células por raspado
mecanico. La suspension viral obtenida se proces6 a 4°C y se dividi6 en alicuotas de 250
puL en una proporciéon 80:20 suspension celular/mezcla de congelacién. La mezcla de
congelacion empleada se prepard en una proporcién 90:10 suero bovino fetal/ NaHCO;

al 7.5%. Las muestras fueron almacenadas a -80°C.

7.7. Analisis estadistico

Un Andlisis de varianza (ANOVA) se utiliz6 para calcular si la presencia de los
mosquitos Aedes por el método de ovitrampas y aspirador motorizado de espalda fueron
estadisticamente diferentes en las 5 localidades (Zar 1999). Ademds una prueba de
Tukey se utiliz6 para comparar pares de medias aritméticas entre las localidades y
nimeros de Ae. albopictus / Ae. aegypti usando el software SPSS (SPSS 19.0, SPSS

Inc., Chicago, I1.).

40



8. RESULTADOS

8.1. Colecta de huevos con ovitrampas

En total fueron colocadas 420 ovitrampas en las cinco localidades muestreadas,
aunque solo 409 (97.4%) fueron recuperadas. Después de cinco dias de permanecer las
ovitrampas en cada punto de colocacién se obtuvieron 358 (87.5%) ovitrampas
positivas. En Guadalupe, en la localidad de Rincén de la Sierra se encontré la mayor
positividad de ovitrampas (99%) y en la localidad Antonio Villalén el menor nimero de
huevos ovipuestos (77.6%) de los cinco sitios de estudio. (Tabla 4). El anélisis ANOVA
mostré diferencias significativas entre las cinco localidades de la presencia de los
mosquitos Aedes (F = 5,953, gl 4, p <0.001). En total se obtuvieron 18,571 huevos de
ovitrampas en las cinco localidades. En Rincon de la Sierra se reportd la tasa més alta de
la oviposicién (8,551 huevos), seguido de Mahuacates con 6,128 huevos de Aedes sp. De
las 358 ovitrampas positivas sélo 1,965 (10.6%) de los huevos llegaron a la etapa adulta.
Mahuacates fue la localidad que tuvo la mejor tasa de eclosioén con 593 (30.2%) adultos
y la zona de mds baja tasa fue el drea de alimentos (restaurantes) la cual presenté 60
(3.1%) adultos emergidos. En total 1,280 (65.1%) huevos fueron los emergidos como
adultos Ae. albopictus de los cuales: 698 (35.5%) fueron hembras y 582 (29.6%)
machos. En Mahuacates se encontré la mayor frecuencia de Ae. albopictus, con 586
(29.8%) adultos, de estos comprendieron 323 (16.4%) hembras y 263 (13.4%) machos.
En Antonio Villalén reportamos la menor presencia Ae. albopictus con 16 (0.8%)

adultos, de los cuales 14 (0.7%) fueron hembras y 2 (0.1%) machos. Por otro lado, Ae.
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aegypti representd el 34.9% de los mosquitos totales emergidos. La localidad en la que
se obtuvo mayor nimero de mosquitos de esta especie fue Antonio Villalén, con 301
(15.3%) adultos, mientras que en Mahuacates encontramos las cifras de poblacién mas
bajas, con 7 (0.3%) adultos, incluyendo ambos sexos. De 685 adultos totales Ae. aegypti,
320 (16.3%) fueron hembras y 365 (18.6%) machos. Se encontré que la localidad de
Antonio Villalén tuvo los nimeros mas altos de hembras con 143 (7.3%) adultos y 158
(8%) machos. Por otra parte, se observé una interesante superposicion de Ae. albopictus
y Ae. aegypti la cual se registr6 en las cinco localidades. Se encontr6 la coincidencia de
ambas especies en 31 (8.7%) de 358 ovitrampas positivas. En Rincon de la Sierra
obtuvimos los numeros mds altos de ovitrampas con solapamiento de especies,
encontrando esto en 16 (4.5%) de ellas. En general, las ovitrampas tuvieron un éxito
mayor para obtener mas Ae. albopictus (65.1%) que Ae. aegypti (34.9%). La proporcion
de adultos emergidos fue muy cercana entre ambos sexos, es decir, 1,018 (51.8%)

hembras y 947 (48.2%) machos.
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Tabla 4. Numero de Aedes albopictus y Ae. aegypti emergidos desde huevos a la etapa adulta obtenidos de ovitrampas colocadas en
cinco sitios de muestreo de los municipios Guadalupe y Santiago, cerca de la ciudad de Monterrey (abril-octubre, 2010).

Superposicion de

Ae. albopictus Ae. aegypti Ae. albopictus y Ae.
aegypti
Ovitrampas Positivas Numero  Adultos Ovitrampas Adultos
colocadas ahuevos de huevos emergidos hembras machos Total hembras machos Total positivas Aedes
Localidad (n) n (%) ovipuestos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Antonio Villal6n 98 76 (77.6) 1,104 317 (16.1) 14 (0.7) 2(0.1) 16 (0.8) 143 (7.3) 158 (8) 301 (15.3) 2(0.6) 5(0.3)
Area Restaurantes 20 18 (90) 147 60 (3.1) 150.8)  12(0.6) 27 (1.4) 16 (0.8) 17(0.9) 33(1.7) 1(0.3) 7 (0.4)
Panteén S. Marco 93 80 (86) 2,641 559 (28.4) 196 (10) 150 (7.6) 346 (17.6) 98 (5) 115(5.9) 213 (10.9) 11 (3) 141 (7.1)
Mahuacates 98 85 (86.7) 6,128 593 (30.2) 323 (16.4) 263 (13.4) 586 (29.8) 3(0.1) 4(0.2) 7(0.3) 1(0.3) 3(0.2)
Rincén de la Sierra 100 99 (99) 8,551 436 (22.2) 150(7.6) 155(7.9) 305 (15.5) 60 (3.1) 71 (3.6) 131 (6.7) 16 4.5) 340 (17.2)
Total 409 358 (87.5) 18,571 1,965 (100) 698 (35.5) 582 (29.6) 1,280 (65.1) 320 (16.3) 365 (18.6) 685 (34.9) 31 (8.7) 496 (25.2)
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8.2. Colecta de mosquitos adultos con aspirador de espalda

Un total de 704 Ae. albopictus y Ae. aegypti fueron obtenidos mediante el aspirador
motorizado de espalda, correspondiendo a 472 (67%) hembras y 232 (33%) machos
(Tabla 5). Ambas especies estuvieron presentes compartiendo areas peridomesticas, en
las cinco localidades de estudio. Sin embargo, en Mahuacates fueron capturados los
nimeros mdas altos de mosquitos Aedes 309 (43.9%), mientras que en el drea de
alimentos (restaurantes) fueron capturados sélo 20 (2.8%) adultos. Del total de
mosquitos colectados se identificaron como Ae. albopictus 556 (79%) mosquitos de los
cuales 405 (57.5%) fueron hembras y 151 (21.5%) machos. Mahuacates mostré los
nimeros mas altos de Ae. albopictus, con 279 (39.6%) adultos, que comprendieron 226
(32.1%) hembras y 53 (7.5%) machos. Rincén de la Sierra registré 225 (32%) de Ae.
albopictus, con 147 (20.9%) hembras y 78 (11.1%) machos. En el drea de alimentos
(restaurantes) no se encontrd presencia de esta especie. El total de adultos de Ae. aegypti
obtenidos con el aspirador de espalda fue de 148 (21%) que correspondieron a 67 (9.5%)
hembras y 81 (11.5%) machos. Rincén de la Sierra reportd la mayor abundancia de Ae.
aegypti 48 (6.8%), mientras que en el drea de alimentos se encontraron sélo 20 (2.8%)
mosquitos. En Rincén de la Sierra se encontraron mas hembras Ae. aegypti 30 (4.3%),
mientras que en Antonio Villalén se reporté una mayor cantidad de machos con 25
(3.6%) Ae. aegypti (Tabla 2). Los resultados mostraron que el aspirador de espalda tuvo
mayor eficacia al colectar 556 (79%) Ae. albopictus que 148 (21%) Ae. aegypti en las
cinco localidades. Del mismo modo, se pudo notar que el aspirador de espalda capturd

mds hembras Aedes (67%) que machos (33%). Sin embargo, los resultados de las
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ovitrampas en este estudio indicaron que éstas son un mejor método que el aspirador de

espalda para obtener Ae. albopictus y Aedes aegypti en los sitios de estudio.

Ademais se lograron colectar con aspirador de espalda las siguientes especies diferentes

al género Aedes:

Tabla 5. Especies colectadas con aspirador de espalda ademas del género Aedes

Apis Drosophila | Chironomus
Municipio | Culex sp. | Toxorhynchites sp. mellifera sp. sp.
Guadalupe 30 3 2 1 4
Santiago 45 7 0 1 0
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Tabla 6. Numero de adultos Ae. albopictus y Ae. aegypti colectados con el aspirador de espalda en cinco sitios de muestreo de los
municipios Guadalupe y Santiago, cerca de la ciudad de Monterrey (abril-octubre, 2010).

Ae. albopictus + Ae. aegypti Ae. albopictus Ae. aegypti

hembras machos Total hembras machos Total hembras machos Total

Localidad n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Antonio Villal6n 1(0.1) 26 (3.7) 27 (3.8) 1(0.1) 1(0.2) 2 (0.3) 0 25 (3.6) 25 (3.6)
Area de Restaurantes 10(1.4) 10 (1.4) 20 (2.8) 0 0 0 10 (1.4) 10(1.4) 20 (2.8)
Pante6n San Marco 37 (5.3) 38(5.4) 75 (10.7) 31 (4.4) 19 (2.7) 50 (7.1) 6 (0.8) 19 (2.7) 25 (3.6)
Mahuacates 247 (35.1) 62 (8.8) 309 (43.9) 226 (32.1) 53(7.5) 279 (39.6) 21 (3) 9(1.2) 30 (4.2)
R. de la Sierra 177 (25.1) 96 (13.7) 273 (38.8) 147 (20.9)  78(11.1) 225 (32) 30 (4.3) 18 (2.6) 48 (6.8)
Total 472 (67) 232 (33) 704 (100) 405 (57.5) 151(21.5) 556 (79) 67 (9.5) 81 (11.5) 148 (21)
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8.3. Deteccion de virus del dengue por RT-PCR

Un total de 144 pools de mosquitos Aedes fueron procesados mediante RT-PCR. El
rango de mosquitos varié de 1 a 25 adultos por pool. Se obtuvieron 68 pools de adultos
Ae. albopictus emergidos de ovitrampas y 35 de adultos capturados con el aspirador de
espalda. En cuanto a los pools de Ae. aegypti se obtuvieron 32 provenientes de
ovitrampas y 9 del aspirador de espalda. S6lo un pool de 4 hembras Ae. albopictus
criadas desde huevo al estado adulto obtenido en la localidad de Mahuacates fue
detectado como positivo para la presencia de DENV por RT-PCR (Tabla 6). El hallazgo
encontrado en esta investigacién acerca de la transmisién transovédrica de DENV
permiti6 documentarse para Ae. albopictus en esta region del noreste de México. El
producto de amplificacion de DENV-RNA mostr6 una banda de 511 pb (Figura 18)
utilizando los primers D1 (foward) y D2 (reverse). Sin embargo, con los primers
especificos de tipo utilizados en esta investigacion no fue posible determinar el serotipo
presente en la muestra positiva a DENV. A su vez, con la finalidad de comprobar el
resultado obtenido se corrieron nuevamente dos veces mds el pool positivo con el
macerado de mosquitos. El proceso incluyé desde la extraccion de RNA hasta la
identificacion del serotipo presente en la muestra. Nuevamente, se observé la banda
correspondiente a 511 pb, especifica de dengue. Sin embargo, no fue posible identificar
el serotipo. Por otra parte, en cultivo celular también se observdé la banda

correspondiente a dengue pero tampoco se logré identificar el serotipo (Fig. 19).
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511bp

Fig. 18. Resultado de la amplificacion del RNA del virus del dengue en Ae. albopictus
de un pool positivo en la localidad de Mahuacates, Santiago, NL. Carril 1: marcador
molecular @X174 (pb), Carriles 2-5: Controles de referencia positivos DENV1-DENV4,
Carril 6: amplificacion de RNA de dengue virus en Ae. albopictus de una ovitrampa,
Carril 7: control negativo (reactivos PCR).

511 pb

Fig. 19. Resultado de la amplificacion del RNA del virus del dengue cultivado en
células C6/36 producto de un pool de mosquitos Ae. albopictus de la localidad
Mahuacates, Santiago, NL. Carril 1: marcador molecular @X174 (pb), Carriles 2-5:
Controles de referencia positivos DENV1-DENV4, Carril 6: amplificacion de RNA de
dengue virus en Ae. albopictus de una ovitrampa, Carril 7: control negativo (reactivos
PCR)
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Tabla 7. Pools de hembras y machos Ae. albopictus y Ae. aegypti procesados para la bisqueda de RNA del virus dengue por RT-PCR
en cinco sitios de muestreo de los municipios Guadalupe y Santiago, cerca de la ciudad de Monterrey (abril-octubre, 2010).

Aedes albopictus Aedes aegypti
Ovitrampas Aspirador de espalda Ovitrampas Aspirador de espalda
Pools Pools DENV Pools
No. Promedio positivos No. Promedio positivos a No. Promedio positive No. Promedio positivos
Localidad pools de adultos aDENV  pools de adultos DENV pools de adultos pools pools  de adultos a DENV
Antonio Villalon 2 5.3 0 2 1 0 13 22.3 0 1 25 0
Area de Restaurantes 2 134 0 0 0 0 2 16.5 0 2 10 0
Pante6n San Marco 16 20.5 0 4 10.8 0 9 23.4 0 2 10.7 0
Mahuacates 30 16.7 1 16 12.8 0 2 3.5 0 2 13.7 0
R. de la Sierra 18 15.8 0 13 14.2 0 6 20.8 0 2 23.2 0
Total 68 1 35 0 32 0 9 0
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8.4. Cultivo celular C6/36 con macerado de mosquitos infectados

El volumen empleado para realizar la infeccion celular fue arbitrario, considerando
que se desconocia el titulo viral y la capacidad infecciosa en el macerado de mosquito.
Cada dos dias se realizé evaluacién morfolégica por microscopia de contraste de fases
para confirmar cambios en la monocapa celular. Los cambios iniciales en las células se
observaron a partir de 4 dias post-infeccién. Gradualmente se comenzaron a percibir
formacion de sitios liticos y aumento en la cantidad de detrito celular. A los 15 dias post-
infeccién los focos liticos se observan mejor distribuidos en la totalidad de la monocapa.
Aparecen estructuras resultantes de la fusion de varias células, aparentando ser células
gigantes. A diferencia del cultivo mantenido como control sin infeccion, las células se

perciben estresadas y de forma irregular (Fig. 20).

Fig. 20. Progreso de la infeccién viral registrado a varios tiempos en células C6/36
(40x, contraste de fases): a. 6 dias post-infeccion, b. 8 dias post-infeccion, c. 10 dias
post-infeccion, d. 12 dias post-infeccion, e. 13 dias post-infeccidn, f. Células C6/36 sin
infeccion viral
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9. DISCUSION

En esta investigacion reportamos dos resultados interesantes sobre el papel de Ae.
albopictus como vector potencial de DENV en México. En primer lugar, la infeccion
transovdrica de DENV del mosquito hembra criada a adulto a partir de huevos obtenidos
de ovitrampas y segundo, se encontrd que Ae. aegypti y Ae. albopictus, se superponen en
los sitios de colecta. En cuanto a la infecciéon por DENV, los primers utilizados para
realizar la RT-PCR por el método de Lanciotti no fueron capaces de determinar cudl de
los serotipos de DENV 1-4 se encontraba presente en la muestra bajo nuestras
condiciones de laboratorio. El escenario epidemioldgico con la transmision del dengue
activo en las localidades del estudio sefial6 a Ae. albopictus como el vector que ocasiona
los casos. Esta es la segunda vez en las Américas, que Ae. albopictus ha sido encontrado
infectado verticalmente con el DENV, similar a Reynosa, una ciudad situada a 200 km
de distancia de nuestra drea de estudio (1995) (Ibafiez-Bernal et al., 1997). Este hallazgo
puede estar relacionado con la aparicion de brotes de dengue en Santiago en la
temporada de colecta, donde se reportaron 21 casos de dengue cldsico y 2 casos de
dengue hemorragico (SSA Nuevo Ledn, 2012). El pool positivo se obtuvo en el verano
del 2010, que también es consistente con estudios de Ae. albopictus en Rajashtan, India,
que reportaron una mayor transmision transovarica por DENV durante la temporada de
verano (Angel y Joshi, 2008). Curiosamente, nuestro anélisis molecular sélo fue capaz
de identificar las regiones Flaviviridae de RNA sin tener éxito en la determinacién de los
serotipos de DENV 1-4, aunque se ha documentado que el método RT-PCR es util para
el diagnoéstico rapido de DENV con alta sensibilidad y especificidad. Numerosos

factores pueden afectar la deteccion de DENV en los mosquitos, es decir, la temperatura
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de refrigeracion, incluyendo la técnica adecuada para las colectas de campo y el manejo
de muestras en laboratorio (Lambrechts et al., 2010). Esta técnica tiene un nivel de
sensibilidad de entre 1.000 y 100.000 equivalentes de genoma viral en la RT-PCR para
detectar el RNA del virus del dengue, y en la segunda ronda, o PCR anidada hay 100
equivalentes de genoma viral para detectar el virus en su vector (Lanciotti, 1992).
Debido a que estos grupos se recogieron en un ambiente natural, las concentraciones
virales son desconocidas y probablemente esta carga viral fue demasiado baja como para
detectar el serotipo de la PCR anidada. Ademds, varios estudios han sugerido que la
vigilancia de la transmision vertical se produce a una tasa muy baja (Akbar et al., 2008).
Por desgracia, no fue posible realizar una RT-PCR mediante la técnica de Seah y col.
(1995) con la muestra del pool positivo de hembras Ae. albopictus criadas desde huevo
para complementar el hallazgo. Este ensayo de PCR anidada es especifico para la
deteccion y tipificacion de solamente los virus del dengue utilizando primers dentro del
gen NS3. Aparentemente, estos primers parecen ser significativamente mas sensibles a
la deteccion de dengue RNA viral. Por otra parte, la superposicion de Ae. aegypti y Ae.
albopictus en las poblaciones de los cinco sitios de estudio sefiala que las consecuencias
de un punto de vista ecoldgico y epidemioldgico de la vista. La competencia por un
nicho tiene un papel con el desplazamiento de Ae. aegypti por Ae. albopictus en las
zonas suburbanas y rurales, mientras que en las zonas urbanas Ae. aegypti es la especie
predominante como se documenta en Florida (O'Meara et al., 1995). Sin embargo, en
términos de competencia del vector, en nuestras localidades el dengue es endémico con
Ae. aegypti como el vector principal. Gubler y Kuno (1997) afirman que la viremia alta
se asocia tipicamente en casos de dengue hemorrdgico asociados con la transmision de

Ae. aegypti, mientras que titulos bajos de virus se encuentran mas asociados a casos de
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dengue clasico y Ae. albopictus. En la revision de los viejos criterios de incriminacion
vectorial (Harwood y James, 1977), parece que en el Nuevo Mundo las poblaciones de
Ae. albopictus indican que tarde o temprano los casos por este vector aumentaran . Por
ejemplo, la asociacion con el huésped en condiciones naturales y de conexién especifica
en el tiempo y espacio con infecciones clinicas fueron registradas durante el brote de
Hawaii 2001-2002 (Effler et al., 2005). La consistencia en albergar al agente infeccioso
es apoyado por la transmision vertical de Reynosa (Ibafiez-Bernal et al., 1997) y los
resultados de este estudio. Numerosos informes experimentales de infecciones de
laboratorio se han realizado para la transmision experimental (Hawley, 1988). Por otra
parte, han ocurrido brotes de dengue autéctono como ocurrié en Key West Florida
(MMWR, 2010) donde Ae. aegypti fue incriminado aunque Ae. albopictus se encontrd
presente al ser colectados, esto podria ser una aproximacion al concepto de gradiente
biologico y las poblaciones de vectores, por ejemplo, baja y alta en relaciéon a la
incidencia de bajo y alto de los casos. A pesar de una revision exhaustiva para la
comparacion de la susceptibilidad de DENV en el campo y de laboratorio concluyé el
importante papel de Ae. aegypti como responsable de grandes epidemias (Lambrechts et
al., 2010), los mismos autores revelaron en un meta-andlisis que Ae. albopictus en
laboratorio aumenta su susceptibilidad a las infecciones con el virus, sin embargo, la
efectividad para la transmision del virus disminuye al paso de las generaciones. Como
afirman, el estado de este vector lleva un proceso dindmico que en el futuro podria
cambiar de manera epidemiol6gicamente importante. En la dltima década se dieron
informes de que Ae. albopictus transmite dengue hemorragico, del cual el DENV-1 ha
sido responsable. Esto ocurrié en Singapur, en donde ademads se realizan experimentos

de competencia entre las especies de vectores en evolucion (Chung, 2002).
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10. CONCLUSION

Como ya se menciond, Ae. albopictus en México no es considerado vector del
dengue. Debido a esto, no existen reportes de las consecuencias epidemioldgicas reales
que implica la presencia de este mosquito en la naturaleza. Ae. albopictus es una especie
que se ha expandido ampliamente en el mundo debido a sus caracteristicas bioldgicas y
Nuevo Leoén no es la excepcion. Esta especie ha tenido un gran éxito de adaptacion y
extension debido a sus caracteristicas bioldgicas y los rdpidos ritmos en las actividades
humanas. En este estudio, el virus del dengue fue detectado en un pool de cuatro
hembras Ae. albopictus sin embargo no se logré identificar el serotipo presente debido a
las bajas concentraciones de particulas virales y como consecuencia la poca
amplificacion en el producto de la PCR anidada. Esta hallazgo sugiere que la
transmision vertical del virus del dengue en Ae. albopictus se encuentra presente en la
localidad de Mahuacates en Santiago, la cual concuerda con las caracteristicas
bioldgicas que busca este vector. Asi mismo, los resultados indican que este mosquito
juega un importante rol en el mantenimiento del virus de forma vertical o transovérica
en la naturaleza, esto posiblemente indicando un mecanismo de persistencia del dengue
virus sin un medio ambiente urbano. Por lo anterior, debemos tomar acciones firmes en
la evaluacién constante de las posibles implicaciones y evolucion de esta especie en los
sitios donde es reportado. De tal forma que pueda ser prevenida una epidemia a causa de
este mosquito que en la actualidad no es controlado y que habita principalmente areas
alejadas a la mancha urbana. La primer alerta ya fue emitida en 1995 y recientemente
con esta investigacion se hace un llamado a continuar con la labor de seguimiento de Ae.

albopictus ya que nuevamente ha sido encontrado infectado con dengue.
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