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Identificacion de arbovirus en mosquitos
vectores (Aedes spp.) de Oaxaca mediante
gRT-PCR.

Ramirez-Palacios LR,* Landeta-Velazquez S,! Miguel-Lopez G,* Martinez-Muiiez JP,* Cruz-
Altamirano E,* Tapia-Pastrana G*

Resumen

Introduccion: El virus del Dengue (DENV) es el principal arbovirus en México, del 2014 al 2017 se presentaron
79,743 casos en México (3% en Oaxaca); en 2015 se reportaron los primeros casos de virus Chikungunya (CHIKV)
en México y hasta finales de 2016 se registraron 1,209 casos en Oaxaca. El virus Zika (ZIKV) comenzé a circular
en nuestro pais a finales de 2015, alcanzando 8,174 casos en 2016 (6% en Oaxaca).

Material y Métodos: Se realizd un estudio transversal, observacional para identificar Aedes spp. en 7 localida-
des de Oaxaca y su infeccién por arbovirus (DENV, CHIKV y ZIKV) mediante gRT-PCR.

Resultados: Se capturaron e identificaron Aedes aegypti en todas las localidades estudiadas y Aedes albopictus
en la de la regién Costa; se identificé ZIKV y DENV-1 en A. aegypti, cocirculacion de DENV-1y ZIKV en A. aegypti
y se describe por primera vez, la presencia de ZIKV en A. albopictus.

Conclusiones: La presencia de mosquitos A. aegyptiy A. albopictus infectados con arbovirus en algunas locali-
dades indican un potencial muy alto para el establecimiento de las 2 especies con el correspondiente riesgo del
incremento de brotes por arbovirus y la potencial presentacién de coinfecciones que dificulten el diagnéstico
clinico. Aportaciones a la salud: Se describe la circulacién y cocirculacién de DENV y ZIKV en algunas localida-
des; también, se reconocié la distribucién vectorial (Aedes spp) incluyendo la descripcién de Aedes albopictus en
la regién costa del estado, ademas del primer reporte de dicho vector infectado con ZIKV en Oaxaca.

Palabras clave: Virus Dengue, Arbovirus, PCR en tiempo real, Aedes spp.

Identification of arboviruses in mosquito vectors (Aedes spp.) of Oaxaca
using qRT-PCR.

Abstract

Introduction: Dengue virus (DENV) is the main arbovirus in Mexico, from 2014 to 2017 found 79,743 cases in
Mexico (3% in Oaxaca); In 2015, the first cases of Chikungunya virus (CHIKV) were reported in Mexico and up to
the end of 2016 there were 1209 cases registered in Oaxaca. Zika virus (ZIKV) began to circulate in our country
at the end of 2015, reaching 8,174 cases in 2016 (6% in Oaxaca).

Material and Methods: A cross-sectional, observational study was conducted to identify Aedes spp. in 7 locali-
ties of Oaxaca and arboviruses (DENV, CHIKV and ZIKV) infection using qRT-PCR.

Results: Aedes aegypti were captured and identified in all the studied localities and Aedes albopictus in the Costa
region; ZIKV and DENV-1 were identified in A. aegypti, co-circulation of DENV-1 and ZIKV in A. aegypti and the
presence of ZIKV in A. albopictus was described for the first time.

Conclusions: The presence of A. aegypti and A. albopictus mosquitoes infected with arboviruses in some loca-
lities indicate a very high potential for the establishment of the 2 species with the corresponding risk of increa-
sed outbreaks by arboviruses and the potential presentation of coinfections that dificult the clinical diagnosis.
Circulation and co-circulation of DENV and ZIKV in some localities is described, shows the vectorial distribution
(Aedes spp) including the Aedes albopictus description in the state coast region, beside the first report of that
vector infected with ZIKV in Oaxaca.

Keywords: Dengue Virus, Arboviruses, Real-Time Polymerase Chain Reaction, Aedes.
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Introduccion

Los arbovirus (artrophod borne virus) son virus
transmitidos por artrépodos o insectos, estos
incluyen una gran variedad de virus de Acido Ri-
bonucleico (ARN), entre los que destacan, por los
brotes emergentes a nivel mundial y en México,
Alfavirus, principalmente CHIKV y Flavivirus como
DENV y ZIKV.*?>*% Se conocen 2 ciclos de vida en
los arbovirus, el ciclo silvestre o selvatico y el ci-
clo urbano; el primero involucra mamiferos como
primates y roedores, y vectores hematdfagos
como garrapatas, moscas y mosquitos de diferen-
tes géneros y especies.® El ciclo urbano, por su
parte, involucra reservorios accidentales como
el humano, animales domésticos y ganado ade-
mas de vectores antropofilicos como mosqui-
tos A. aegyptiy A. albopictus. La infeccion de los
vectores se da de forma vertical, que implica
la transmision del virus del mosquito hacia los
huevecillos, u horizontal durante la cépula o
cuando la hembra se alimenta de mamiferos
infectados.> Los humanos se exponen a los ar-
bovirus cuando invaden ambientes rurales, o
bien cuando un vector infecta animales domés-
ticos que sirven como reservorios y fuente de
infeccion a mosquitos antropofilicos los cuales
inician el ciclo urbano.®

El dengue es el principal arbovirus en México,
entre los aflos 2014 a 2017 el nimero de casos
registrados fueron 79,743 en todo el pais (3% en
Oaxaca) segun, SINAVE.* Histéricamente se ha
considerado a Oaxaca zona endémica del DENV;
se sabe de la presencia de DENV-1 desde 1979 y
de DENV-2 y DENV-4 desde 1982.” En comunida-
des como Puerto Escondido, Pinotepa Nacional,
Salina Cruz y Huatulco se han identificado los
DENV-1 y DENV-2 (variedad Asidtico-Americano)
asociados a cuadros hemorragicos®*° y recombi-
naciones genéticas del DENV-2 (variedad Asiati-
co-Americano) en regiones del Istmo de Tehuan-
tepec.!* Actualmente se han reportado todos los
serotipos en el estado.*

A partir de 2004, otros arbovirus como CHIKV y
ZIKV comenzaron a expandirse por todo el mun-
do. En 2015 se reportaron los primeros casos de
CHIKV en México con un total de 13,185 casos
(1,209 casos en Oaxaca). Los primeros casos de
ZIKV comenzaron en nuestro pais a finales de

2015, alcanzando un total de 8,174 casos hasta
finales de 2016; de éstos, el 6 % pertenecieron a
Oaxaca.>?

La sintomatologia asociada a estos arbovirus se
caracteriza por cuadros febriles indiferenciados
con presencia de mialgias, artralgias, cefalea,
exantema y en ocasiones complicaciones clinicas
como sindromes hemorrdgicos, e inclusive mi-
crocefalia y sindromes autoinmunes. En Oaxaca,
durante 2018 se reporto la asociacion del CHIKV
con desordenes autoinmunes como lupus erite-
matoso? y de 2016 a 2017 se reportaron 198 ca-
sos de Zika en mujeres embarazadas y dos casos
de microcefalia con una defuncién.>*

Con respecto a los vectores se ha demostrado la
presencia de variabilidad genética en mosquitos
A. aegypti en el estado de Oaxaca en regiones del
Istmo de Tehuantepec y costa asociada a brotes
epidemicos®'*** y la transmision vertical de DENV
en A. aegypti.*® En 2016, se informé de la presen-
cia de A. albopictus en el estado sin especificar
regiones.” Entre las estrategias actuales avaladas
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y el
Centro de Control de Enfermedades (CDC) para
la prevencién y erradicacion de las arbovirosis
se encuentra la vigilancia entomoviroldgica que
consiste en la identificacion de arbovirus en vec-
tores por métodos moleculares como la RT-PCR
en tiempo real (QRT-PCR) con el fin de generar in-
formacién de la distribucién de vectores y la circula-
cién por uno o mas arbovirus que ayude a predecir,
prevenir e identificar zonas de riesgo a infeccion o
coinfeccidn por arbovirus y al establecimiento de
nuevas arbovirosis.'®*

Las condiciones climaticas del estado de Oaxa-
ca favorecen el desarrollo de mosquitos entre
ellos los del género Aedes, estos pueden actuar
como vectores de DENV, CHIKV y ZIKV. Estd do-
cumentada la circulacion de DENV-1y DENV-2 en
localidades como Puerto escondido, Pinotepa y
Huatulco asociadas a cuadros hemorragicos®>°
y recombinaciones genéticas del DENV-2 (varie-
dad Asiatico-Americano) en regiones del Istmo de
Tehuantepec.'! Oaxaca es una zona endémica del
DENV con una gran cantidad de casos y presencia
de todos los serotipos demostrada en los Ultimos
afios.*
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A partir de 2015 el CHIKV se introdujo en el es-
tado y en 2016 aparecio el ZIKV. A pesar de los
reportes de gran cantidad de casos clinicos de es-
tas tres arbovirosis aunado a la presentacion de
complicaciones asociadas tales como microcefa-
lia, sindromes autoinmunes y sindromes hemo-
rragicos, a nivel estatal no existe informacién de
la presencia de vectores y su infeccidn por arbovi-
rus mediante métodos moleculares avalados por
la OMS, OPS y CDC como la gRT-PCR en tiempo
real para la identificacién de arbovirus.

La informacion derivada de esta investigacion
permitird evaluar la presencia de vectores trans-
misores de DENV, CHIKV, ZIKV y potencialmente
de otras arbovirosis en algunas localidades del
estado de Oaxaca; ademads de esto y consideran-
do que la vigilancia virolégica a través de méto-
dos moleculares como la gRT-PCR permiten por
su elevada sensibilidad y especificidad analiticas
la identificacion radpida y precisa de la circulacion
de arbovirus; esto puede coadyuvar, a que en
conjunto con instancias gubernamentales se es-
tablezcan mecanismos de vigilancia que permitan
desarrollar acciones preventivas muy bien dirigi-
das hacia el control del vector infectado, aunado
a la identificacién de las localidades en las que la
poblacidn esta en riesgo de sufrir una infeccién o
coinfeccién o bien al establecimiento de una epi-
demia por los arbovirus circulantes identificados.

En el presente estudio se pretende reconocer la
distribucion de vectores de arbovirosis en algu-
nas localidades del estado y la identificacion de
su infeccion por arbovirus con el fin de evaluar el
riesgo de la poblacién a sufrir infecciones o coin-
fecciones por los virus Dengue, Zika y Chikungun-
ya. El objetivo fue identificar DENV, CHIKV y ZIKV
mediante gRT-PCR en vectores del género Aedes
spp. capturados en comunidades del estado de
Oaxaca.

Material y métodos

Se realizé un estudio transversal y observacional,
con muestreo por conveniencia de mosquitos
adultos hembras del género Aedes (Mayo a Sep-
tiembre de 2016) en localidades de Oaxaca (Rio
Grande, Bajos de Chila, Puerto Escondido, Po-
chutla, Oaxaca de Juarez, Santa Lucia del camino
y San Antonio de la Cal).
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Se incluyeron todos los mosquitos adultos hem-
bras vivas identificados taxonémicamente® como
pertenecientes al género Aedes (aegypti o albo-
pictus) colectados en alguna de las localidades
incluidas en el diseio del estudio; se excluyeron a
todos los mosquitos adultos machos vivos identi-
ficados taxondmicamente?® como pertenecientes
al género Aedes (aegypti o albopictus) y todos los
mosquitos adultos hembras vivos que no perte-
nezcan al género Aedes colectados en alguna de
las localidades incluidas en el disefio del estudio.
Se eliminaron del estudio a todos los mosquitos
adultos hembras identificados taxondmicamen-
te?® como pertenecientes al género Aedes (ae-
gypti o albopictus) colectados en alguna de las lo-
calidades incluidas en el disefio del estudio y que
hayan muerto antes de su analisis.

Captura e identificacion de vectores: Se captu-
raron mosquitos adultos del género Aedes spp.
utilizando muestreo aleatorio estratificado en
cada sitio de captura.’® La captura se realizé en
el interior de viviendas y areas periféricas por 3
horas manteniéndose vivos hasta su andlisis. La
identificacion taxondmica y del sexo del mosquito
se realizé por sus caracteristicas morfoldgicas.?
Por cada sitio de captura se formaron pools de
mosquitos que se colocaron en recipientes para
su preservacion. La cantidad de mosquitos captu-
rados por especie en cada localidad se sometié
a un analisis estadistico de Kruskal-Wallis para
comparacion de poblaciones y los resultados de
captura por especie se expresaron mediante esta-
distica descriptiva con Microsoft Excel 2010.

Extraccion de ARN: Los mosquitos se colocaron
por 10 minutos a-80°Cy se formaron los pools con
un minimo de 20 mosquitos por pool y se depo-
sitaron en un tubo con 1.5 ml de medio de trans-
porte viral. Los mosquitos fueron homogeneiza-
dos (TissueRuptor, QIAGEN) y se centrifugaron a
14,000 rpm por 10 min (Centrifuga, Microfuge
20R, Beckman Coulter) y se conservo el sobre-
nadante. La extraccién del ARN viral se realizd a
partir del sobrenadante obtenido utilizando el kit
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) siguiendo
las indicaciones del fabricante y el templado ob-
tenido se eluyd hasta un volumen de 60ul alma-
cenandose a -80 °C hasta su uso. La pureza del
ARN se evalué mediante la relacién (260/280 nm)
obtenida del ARN (BioPhotometer plus, Eppen-
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dorf) y la integridad de este se evalud por electro-
foresis en gel de agarosa al 1.5%. El corrimiento
del gel se realizé en una cdmara de electroforesis
por 30 min a 100 V y se utilizé una solucién TAE
1X como amortiguador de corrimiento. Los geles
se visualizaron y se documentaron en un transilu-
minador ultravioleta (Benchtop 2V).

Para la identificacion de DENV, CHIKV y ZIKV se
utilizaron los protocolos de Johnson?!, Lanciotti??
y Lanciotti®® respectivamente los cuales incluyen 6
juegos de oligonucledtidos (2 primers y 1 sonda tag-

man cada uno); cuatro de ellos (Biosearch technolo-
gics, USA) se utilizaron para identificar el ARN de los
4 serotipos del DENV, uno (Tib molbiol, USA) para
identificar el ARN de CHIKV vy el otro (Tib molbiol,
USA) para identificar el ARN de ZIKV (Tabla 1).

Las reacciones de qRT-PCR fueron realizadas en
un volumen de 25 pl en una placa éptica de re-
accion utilizando un termociclador ABI FAST 7500
(Applied Biosystems). La mezcla de amplificacion
para las reacciones contienen 5 ul del templado y
20 ul de la mezcla maestra de reaccion (Tabla 2).

Tabla 1. Secuencias de los primers y sondas utilizados en el ensayo de gRT-PCR para la identificacion
de ARN de DENV 2!, CHIKV?? y ZIKV 23 en mosquitos Aedes spp.
Region amplificada

Oligonucledtido Secuencia (5°'a3")

Primer D1F CAA AAG GAA GTC GTG CAA TA Proteina NS5
Primer D1C CTG AGT GAA TTC TCT CTA CTG AAC C (DENV-1)
Sonda B-D1P FAM - CAT GTG GTT GGG AGC ACG C - BHQ1

Primer D2F CAG GTT ATG GCA CTG TCA CGA T Proteina E
Primer D2C CCA TCT GCA GCA ACACCATCT C (DENV-2)
Sonda B-D2P TEXAS RED- CTC TCC GAG AAC AGG CCT CGA CTT CAA - BHQ2

Primer D3F GGA CTG GAC ACA CGC ACT CA Proteina E
Primer D3C CAT GTC TCT ACC TTC TCG ACT TGT CT (DENV-3)
Sonda B-D3P Cy5 - ACC TGG ATG TCG GCT GAA GGA GCT TG - BHQ3

Primer D4F TTG TCC TAA TGA TGC TGG TCG Proteina NS3B
Primer D4C TCC ACC TGA GAC TCC TTC CA (DENV-4)
Sonda B-D4P HEX - TTC CTA CTC CTA CGC ATC GCA TTC CG - BHQ1

Primer 6857 TCA CTC CCT GTT GGA CTT GAT AGA Proteina NSP4
Primer 6981c TTG ACG AAC AGA GTT AGG AAC ATA CC (CHIKV)
Sonda 6920 TEXAS RED - AGG TAC GCG CTT CAA GTT CGG CG - BHQ - BHQ2

Iniciador 1086 CCG CTG CCC AAC ACA AG Proteina E
Iniciador 1162  CCA CTA ACG TTC TTT TGC AGA CAT (ZIKV)

Sonda 1107-R CAL FLUOR RED - AGC CTA CCT TGA CAA GCA GTC AGA CAC TCA A - BHQ2

Tabla 2. Elaboracion de la mezcla maestra de reaccion utilizadas en el protocolo de gRT-PCR para
la identificacion de ARN de arbovirus en mosquitos Aedes spp.

DENV CHKV ZIKV Volumen 1X
Reactivo Volumen 1X (pl) Volumen 1X (pl) ((T]))
2X PCR Master mix 12.5 12.5 12.5
Agua grado PCR 5.45 6.6 6.35
Primer Forward 0.125 (Denv-2, Denv-4); 0.25 (Denv-1 Denv-3) 0.25 0.25
Primer Reverse 0.125 (Denv-2, Denv-4); 0.25 (Denv-1 Denv-3) 0.25 0.25
Sonda 0.045 0.15 0.15
Superscript III RT/

Platinum® Tag Mix 0.5 0.25 0.5
ARN 5 5 5
Volumen final 25 25 25
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Los protocolos de gRT-PCR utilizados se indican
en la Tabla 3. Cada una de las ocasiones en que
se realizaron los protocolos se utilizé un control
positivo para cada uno de los arbovirus, un con-
trol negativo (agua grado biologia molecular) y
un control negativo de extraccion con el fin de
validar adecuadamente cada analisis.

La fluorescencia de fondo se considerd para obte-
ner el valor correcto del ciclo umbral o corte; por
esto, el umbral fue considerado por encima de
la fluorescencia de fondo para cada corrida en la
fase exponencial de la curva de amplificacion. Los

valores de amplificacion se expresaron en valores
de Ct (del inglés Cyclethreshold), donde el Ct es el
ciclo a partir del cual los valores de fluorescencia
relativa rebasan el punto de corte o umbral. Para
identificar a una muestra como positiva para cual-
quiera de los arbovirus identificados se considerd
la obtencién de una curva sigmoidea caracteris-
tica con un Ct menor o igual a 37. Los resultados
de la presencia de los arbovirus en los pools de
mosquitos obtenidos se expresaron como positi-
VOS 0 negativos y se expresaron como porcentajes
donde el total de pools obtenidos represento el
100 %.

Tabla 3. Protocolos de amplificacion de qRT-PCR para identificacién de arbovirus en mosquitos Aedes

spp.

DENV CHIKV
Temperatura Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo
50°C 30 min 1 50°C 30 min
95°C 10 min 1 95°C 15 min
95°C 15 seg 45 95¢°C 15 seg
60°C 1 min* 60°C 1 min*

*Etapa de recoleccion de datos

ZIKV
Ciclos Temperatura  Tiempo Ciclos
1 50°C 30 min 1
1 95°C 15 min 1
45 95°C 15 seg 45
60°C 1 min*

Resultados

En las 7 localidades evaluadas (Rio Grande, Bajos
de Chila, Puerto Escondido, Pochutla, Oaxaca de
Judrez, Santa Lucia del Camino y San Antonio de
la Cal) se capturaron 1,341 mosquitos hembras
del género Aedes. A continuacion, se identifica-
ron taxondmicamente obteniéndose 1,025 Aedes
aegypti (76.4 %) y 316 Aedes albopictus (26.6 %).
De acuerdo con las localidades evaluadas se ob-

tuvieron los siguientes resultados: Rio Grande
(128 A. aegypti y 46 A. albopictus), Bajos de
Chila (131 A. aegyptiy 27 A. albopictus), Puerto
Escondido (221 A. aegyptiy 103 A. albopictus),
Pochutla (119 A. aegypti y 140 A. albopictus),
Oaxaca de Judrez (145 A. aegypti), Santa Lucia
del camino (94 A. aegypti) y San Antonio de
la cal (187 A. aegypti). En total se formaron 48
pools, 40 pertenecientes a la especie A. aegypti y
8 de A. albopictus (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion e identificacion de vectores en las localidades evaluadas.

Aedes spp. A. aegypti A. albopictus

Localidad No. de No. de No. de No. de No. de No. de

moscos (%) Pools moscos (%) Pools moscos (%) Pools
Rio Grande 174(12.98%) 6 128(9.55%) 5 46(3.43%) 1
Bajos de Chila 158(11.78%) 6 131(9.77%) 5 27(2.01%) 1
Puerto Escondido 324(24.16%) 10 221(16.48%) 8 103(7.68%) 2
Pochutla 259(19.31%) 8 119(8.87%) 4 140(10.44%) 4
Oaxaca de Juarez 145(10.81%) 6 145(10.81%) 6 0(0%) 0
Santa Lucia del Camino 94(7.01%) 4 94(7.01%) 4 0(0%) 0
San Antonio de la Cal 187(13.94%) 8 187(13.94%) 8 0(0%) 0
Total 1341(100%) 48 1025(76.44%) 40 316(23.56%) 8

Avances en Ciencia, Salud y Medicina
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El analisis estadistico de Kruskal-Wallis por
especie arrojo una p >0.05 para mosquitos A.
aegypti y demostré estadisticamente que no
hubo diferencias significativas con respecto
a la cantidad de mosquitos A. aegypti captu-
rados en cada localidad; sin embargo, para A.

albopictus se obtuvo una p <0.05 que demos-
trd variacion entre la cantidad de mosquitos A.
albopictus capturados entre las localidades. Los
datos obtenidos del analisis de frecuencia den-
tro de cada localidad por especie se aprecian
en la tabla 5.

Tabla 5. Andlisis de frecuencia de mosquitos capturados en localidades del estado de Oaxaca.
A. aegypti A. albopictus

Localidad No. de No. de No. de No. de No. de No. de

moscos moscos moscos moscos moscos moscos

(Media) (Minimo) (Minimo) (Maximo) (Minimo) (Maximo)
Rio Grande 25.6 £ 1.1 24 27 9.2 £6.7 5 21
Bajos de Chila 26.2 £ 2.2 24 30 54+2.1 2 8
Puerto Escondido 24.5 + 3.8 15 28 11.4 £ 6.5 1 21
Pochutla 14.8 £ 10.6 3 26 17.6 £ 8.1 8 28
Oaxaca de Juarez 24.1 £ 0.54 23 26 --- --- --=
Santa Lucia del Camino 23.5+ 1.55 21 28 --- --- ---
San Antonio de la Cal 23.375+ 0.98 20 28 --- --- ---

El ARN extraido a partir de mosquitos se evalud
mediante la cuantificacién de la relacidn de la ab-
sorbancia a 260/280 nm (Tabla 6).

Posteriormente se realizé la evaluacién de la in-
tegridad del ARN obtenido mediante electrofo-
resis en geles de agarosa al 1.5%. En la Figura 1,
se muestran resultados representativos de algu-
nos pools en donde se observan dos bandas en

Tabla 6. Cuantificacion del ARN extraido de Aedes spp.
Se expresa el andlisis de algunos pools analizados de ma-
nera representativa.

Clave Relacién (260/280 nm) ARN (ng/ pl)
P1 1.36 70.9
P4 1.19 67.6
P5 1.21 71.9
P8 1.48 98.9
P9 1.32 75
R3 1.21 52.2
R6 1.44 71.5
B6 1.58 50.1
H2 1.78 94.2
H3 1.73 82.8

todas las muestras con una relacién en tamafio
2:1 correspondientes al radio aproximado entre
las subunidades 28S y 18S del ARN con lo que se
comprueba que el ARN obtenido tiene una inte-
gridad aceptable.

Figura 1. Analisis electroforético de ARN de
mosquitos Aedes spp. en gel de
agarosa al 1.5%.
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De los 48 pools evaluados, 16 (33.33%) mostra-
ron positividad al menos a un arbovirus. En to-
dos los pools positivos se identificd el ZIKV (16
pools, 33.3%) de los cuales 13 pools (27.08%)
correspondieron a A. aegypti y 3 pools (6.25%)
a A. albopictus. Con relacién a DENV, se obtuvie-
ron 2 pools (4.16%) positivos y estos correspon-
den a A. aegypti en donde se tipifico DENV-1. De

manera adicional, se encontré que en estos 2
pools también se identificd ZIKV por lo que se
documenta la cocirculacién de ellos en 2 de las
comunidades estudiadas. En ninguno de los
pools analizados se encontré CHIKV (Tabla 7) y
fue relevante que todas las muestras positivas
mostraron graficas de amplificacién caracteris-
ticas (Figura 2).

Tabla 7. Identificacion de arbovirus en mosquitos Aedes spp. por localidad estudiada en el estado de
Oaxaca.

A. aegypti A. albopictus

Localidad No. de DENV CHIKV ZIKV No.de DENV CHIKV ZIKV

Pools (+) (+) (+) Pools (+) (+) (+)
Rio Grande 5 0 0 3 (6.25%) 1 0 0 1(2.08%)
Bajos de Chila 5 1* (2.08%) 0 1 (2.08%) 1 0 0 0
Puerto Escondido 8 1** (2.08%) 0 5 (10.41%) 2 0 0 2(4.16%)
Pochutla 4 0 0 0 4 0 0 0
Oaxaca de Juarez 6 0 0 1 (2.08%) 0 0 0 0
Santa Lucia del Camino 4 0 0 1 (2.08%) 0 0 0 0
San Antonio de la Cal 8 0 0 2 (4.16%) 0 0 0 0
Total 40 2 (4.16%) 0 13 (27.08%) 8 0 0 3(6.25%)

*En ambos pools positivos a DENV se identifico DENV-1. En estos mismos pools se identificé también ZIKV con lo que se describen
la cocirculacion de estos arbovirus en las localidades de Bajos de Chila y Puerto Escondido.

Figura 2. Graficas de amplificacidon caracteristicas en la identificacion de arbovirus
por gRT-PCR en Aedes spp. A). Grafica de amplificacion de DENV-1 (Ct = 34) en
mosquitos A. aegypti (Pool P4). B). Grafica de amplificacion de ZIKV (Ct = 21) en
mosquitos A. aegypti (Pool R3). C). Grafica de amplificacion de ZIKV (Ct = 33) en
mosquitos A. albopictus (Pool P10).
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Discusion

Vectores: De acuerdo con los objetivos plantea-
dos en el presente trabajo, se capturd e identifico
al mosquito A. aegypti en todas las localidades
en estudio. El hallazgo de A. aegypti en esta in-
vestigacion coincide con reportes previos para
nuestro estado* asi como con reportes, en loca-
lidades como Puerto Escondido y el Istmo de
Tehuantepec.®!>1%24 De forma adicional y cum-
pliendo con los objetivos planteados, aunque
de manera sorpresiva, se identificé y capturd
en las comunidades de Bajos de Chila, Puerto
Escondido, Rio Grande y Pochutla al mosquito
A. albopictus, vector secundario de arbovirosis
como Dengue, Zika y Chikungunya.?® La presen-
cia de esta especie fue descrita por primera vez
en Oaxaca en 2016 aunque sin especificar una
region en particular,’’ y por primera vez, du-
rante esta investigacion en las localidades eva-
luadas durante el mismo afio. Por lo anterior,
nuestro trabajo confirma la presencia de este
mosquito en Oaxaca y proporciona de manera
inicial datos especificos de la ubicacidon de este
vector en el estado. La presencia de A. albopic-
tus en una mayor proporcion que A. aegypti en
la localidad de Pochutla es un comportamiento
previamente observado y descrito en el conti-
nente asiatico, donde A. albopictus es capaz de
coexistir y mermar a poblaciones de mosquitos
A. aegypti*® lo que demuestra el riesgo del esta-
blecimiento de esta especie en otras zonas del
estado ya que las condiciones medio ambienta-
les permiten la reproduccién del género Aedes,
incluso en zonas templadas del estado, como
la Sierra Norte, donde puede habitar también.
Se ha descrito que A. albopictus se alimenta
preferentemente de mamiferos silvestres como
ganado, roedores, aves y murciélagos, mismos
gue estan presentes en las comunidades eva-
luadas y en otras partes del estado formando
parte del ciclo silvestre de los arbovirus lo que
puede facilitar el establecimiento de estas nue-
vas arbovirosis de forma endémica.®*?’ La iden-
tificacion de A. aegypti y A. albopictus en las
localidades de estudio incrementa el riesgo de
infeccion por arbovirus, como se ha documen-
tado en paises como Indonesia, Micronesia y
Brasil donde la presencia de estos vectores esta
directamente relacionada con los brotes masi-
vos de ZIKV y CHIKV en la poblacién.?

Identificacion de arbovirus en vectores: Los re-
sultados, en relacion a los hallazgos de la infec-
cion en mosquitos con predominio de ZIKV en
esta investigacidn, concuerdan con los reportes
de casos clinicos de esta enfermedad transmi-
tida por vector en humanos durante el 2016 en
nuestro estado con respecto a otras arbovirosis,
como Dengue y Chikungunya.?®** La presencia
de este arbovirus con predominio en mosquitos
A. aegypti, confirman su comportamiento como
vector principal de ZIKV mismo que ha sido aso-
ciado a brotes epidémicos alrededor del mundo
durante 2016.2%%3° Por otro lado, el hallazgo de
ZIKV en mosquitos silvestres A. albopictus es el
primero en Oaxaca y fue el segundo en el pais du-
rante 2016, esto destaca la importancia de este
vector que en ausencia de A. aegypti se puede
comportar como vector principal durante brotes
epidémicos debidos a este virus u otros como
Dengue y Chikungunya o bien potencialmente
desplazarlo y ocupar el nicho estableciéndose
de manera permanente.’323 E| hallazgo de ZIKV
tanto en A. aegypti como en A. albopictus resalta
la alta probabilidad de infeccidn por esta arbovi-
rosis en la poblacion de las localidades evaluadas,
y que no hay que dejar de reconocer que ha sido
asociada a complicaciones reconocidas como por
ejemplo dos casos de microcefalia y sindrome de
Guillan-Barre, asi como defunciones en Oaxaca®*y
también en otros paises como Brasil.3#%*

Con respecto al DENV, en los resultados obteni-
dos solo se demostrd la circulacion del DENV-1 en
el vector A. aegypti en dos de las comunidades
evaluadas (Bajos de Chila y Puerto escondido). La
presencia de este serotipo coincide con reportes
de investigaciones previas realizadas en Puer-
to Escondido y otras comunidades de la regién
como Pinotepa Nacional, Salina Cruz y Huatulco
en donde se ha identificado el DENV-1 a partir de
muestras clinicas.®>'° La identificacion de DENV
en menor porcentaje que ZIKV (a pesar de su re-
conocida endemicidad) durante la presente in-
vestigacion pueden atribuirse a factores como la
previa inmunizacion a este serotipo por parte de
la poblacién lo que implica una rapida respuesta
inmune con disminucién de cargas virales en los
reservorios o bien a la competencia vectorial en-
tre ZIKV y DENV®?” aunado a la presencia de una
gran cantidad de personas susceptibles a la infec-
cion por ZIKV ya que es un arbovirus de reciente
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introduccidn al pais. La identificacion de DENV-1
y ZIKV, en un mismo pool en las comunidades de
Bajos de Chila y Puerto Escondido demostraron
cocirculacién que permea en la potencial proba-
bilidad de una coinfeccién en la poblaciéon, dato
previamente documentado en humanos durante
2016 y asociado a cuadros clinicos atipicos deri-
vados de la coinfeccidn por estos arbovirus lo que
dificultaria el diagndstico clinico.?**” Aunque no
se identifico cocirculacién del DENV y CHIKV du-
rante la investigacion, la cocirculacién y coinfec-
cion en humanos particularmente con el DENV-1
se ha documentado en paises como Colombia®
e India,* por lo que no se excluye esta posibili-
dad en un futuro en las localidades evaluadas.
La presencia de A. albopictus en todos los sitios
de captura, vector principal del CHIKV durante
los brotes registrados a partir de 2004 en todo
el mundo®4+42y |a ausencia de este arbovirus en
vectores de todas las comunidades evaluadas du-
rante el 2016 sugiere la ausencia de mamiferos
silvestres (roedores, primates) que mantengan
el ciclo silvestre de los arbovirus u otros factores
como la competencia vectorial entre virus del
Zika, Dengue y Chikungunya.®?’ La transmisién
vertical de Chikungunya no ha sido documentada
en vectores en Oaxaca y también puede contri-
buir a la ausencia de este arbovirus que pese al
brote ocurrido en 2015 en el estado parece haber
desaparecido en 2016.
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Conclusiones

e Se capturaron e identificaron taxondmica-
mente mosquitos A. aegypti en las locali-
dades de Rio Grande, Bajos de Chila, Puerto
Escondido, Pochutla, Oaxaca de Juarez, Santa
Lucia del camino y San Antonio de la cal.

e Se describid por primera vez la presencia de
A. albopictus en las localidades de Rio Gran-
de, Bajos de Chila, Puerto Escondido y Po-
chutla pertenecientes a la region Costa de
Oaxaca.

e Se identifico ZIKV en el mosquito A. aegyp-
ti en las localidades de Rio Grande, Bajos de
Chila y Puerto Escondido pertenecientes a la
region costa de Oaxaca y en las localidades
de Oaxaca de Judrez, Santa Lucia del camino
y San Antonio de la Cal, pertenecientes a la
region de Valles Centrales de Oaxaca.

e Se reporté por primera vez en el estado la
presencia de ZIKV en mosquitos A. albopictus
en las localidades de Bajos de Chila y Puerto
Escondido.

e Se reafirmd la presencia del DENV-1 circulan-
do en las localidades de Puerto Escondido y
Rio Grande pertenecientes a la region Costa
de Oaxaca.

e Se demostrd la cocirculacién de DENV-1 y
ZIKV en mosquitos A. aegypti de las localida-
des de Bajos de Chila y Puerto Escondido.
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