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Resumen

El dengue, zika y chikungunya son problemas de salud publica mundial. Estas enfermedades
son transmitidas por mosquitos del género Aedes. En México, la presencia de Aedes aegypti y
Ae. albopictus han propiciado el ingreso, establecimiento y la propagacion de estas
enfermedades.

En el presente estudio se realizaron muestreos para colectar adultos de mosquitos Ae. aegypti
y Ae.albopictus en domicilios con casos sospechosos de chikungunya o/y dengue en
municipios de la region Soconusco del estado de Chiapas. También se muestrearon cuatro
viviendas cercanas habitadas por personas sanas sin sintomas aparentes de las enfermedades
como casas controles. Ademas se realizaron muestreos en panteones en los varios municipios
de la region. Los mosquitos colectados fueron identificados por especie y sexo, y después
analizados a traves de RT-PCR duplex para la deteccion de virus de dengue y/o chikungunya.
Un total de 1311 mosquitos del género Aedes fueron colectados durante todo el estudio en
casas y cementerios. En viviendas se colectaron un total de 824 mosquitos de la especie Ae.
aegypti y 96 Ae. albopictus. Mientras que en cementerios se colectaron 174 Ae. aegypti y 217
Ae. albopictus. Se formaron 49 pools de Ae. aegypti (28 de hembras y 21 de machos) y 17
pools de Ae. albopictus (10 de hembras y 7 de machos). En los analisis de RT-PCR no se logro6
la amplificacion del genoma de los virus chikungunya y dengue y no fue posible determinar la
tasa de infeccion en ambas especies de mosquitos.

Las cantidades de mosquitos colectados de ambas especies son similares a los colectados en
otros estudios en los cuales si lograron detectar virus CHIKV y DENV y determinar la tasa de
infeccion en poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albopictus. Esto no significa la ausencia de la
transmision de estos virus, pero es probable que las prevalencias para ambas enfermedades
fueran bajas durante el muestreo y dificiles de detectar con las poblaciones de vectores

colectadas.

Palabras clave: Ae. aegypti, Ae. albopictus, mosquitos infectados.
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l.- Introduccién

Las enfermedades transmitidas por vectores (ETV’s) son un problema de salud publica a nivel
mundial, y representan el 17% de la carga de enfermedades infecciosas (WHO, 2014). En los
ultimos afios se ha observado el surgimiento y resurgimiento de epidemias causadas por
arbovirus, principalmente por virus como el dengue, la encefalitis japonesa, la fiebre amarilla,
la encefalitis equina venezolana, virus del oeste del Nilo, Chikungunya y Zika, por mencionar
algunos (Gubler, 2002). El aumento de estas epidemias esta relacionado con factores sociales,
econdmicos, bioldgicos y ambientales, que influyen en la dispersion de los vectores, e
incrementan la distribucion de las arbovirosis en paises que hasta hace poco no se reportaban
casos, al igual que contribuyen a la reaparicion de brotes en lugares en las que se creia habia

control sobre ciertos virus (Weaver & Reisen, 2010).

El virus dengue pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, el cual posee cuatro
serotipos, DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN- 4. (Gubler, 1998). DENV es de origen zoonético, y
se transmite principalmente entre los seres humanos por la picadura de mosquitos infectados
de las especies Aedes aegyptiy Ae. albopictus (Gubler, 2011; Sim & Hibberd, 2016). La
mayoria de las infecciones por este virus son asintomaticas. Sin embargo, el virus puede
causar fiebre benigna del dengue (FD), y los sintomas pueden aparecer en un lapso de 3-14
dias después de la infeccion. Los principales sintomas son: fiebre elevada, dolor de cabeza
muy intenso y dolor retro ocular. Existen también formas més graves de la enfermedad, como
fiebre hemorragica del dengue (FHD), la cual es una complicacion potencialmente mortal
porque cursa con extravasacion de plasma, acumulacién de liquidos, dificultad respiratoria,
hemorragias graves o falla organica, o sindrome de choque del dengue (DSS)( Dick et al.,
2012). En las ultimas décadas la incidencia de dengue oscil6 entre 2.4 millones de casos en
todo el mundo y se estima que cada afio unas 500,000 personas padecen dengue grave

(principalmente nifios) de los cuales aproximadamente el 2.5% fallece (WHO, 2016).

El nimero de casos notificados paso de 2,2 millones en 2010 a 3,2 millones en 2015, En este
mismo afio, se notificaron 2,35 millones de casos tan solo en la Region de las Américas, de los

cuales méas de 10,200 casos fueron diagnosticados como dengue grave y provocaron 1,181
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defunciones (WHO, 2016), en México en lo que va del 2016 se han reportado 16,510 casos
confirmados, de los cuales 796 casos fueron en Chiapas (SINAVE 2016).

El virus chikungunya pertenece al género Alphavirus, de la familia Togaviridae, del que se
han reconocido 3 genotipos: el asiatico, el del oeste africano y el del este-central-sur africano
(Tsetsarkin et al., 2011). Este virus evolucioné como una infeccién urbana en las zonas
tropicales y subtropicales del viejo mundo, y es transmitido principalmente por los mosquitos
Ae. aegypti y Ae. albopictus, ambos estrechamente relacionados con el ambiente humano
domiciliar y peridomiciliar (Jupp & Mclntosh, 1998). Este virus es el agente etiol6gico de la
fiebre chikungunya (CHIK), esta enfermedad tiene un periodo de incubacion de 3-7 dias en los
gue no presentan sintomas. Posterior a ese periodo, los pacientes sintomaticos generalmente
reportan un inicio abrupto de la enfermedad que se caracteriza por fiebre alta, dolor de
espalda, dolor de cabeza, fatiga y poliartralgia, estos signos suelen ser incapacitantes y de
efecto crdnico (Powers & Logue, 2007). Las complicaciones graves no son frecuentes aunque
puede ser causa de muerte en personas mayores 0 que tienen enfermedades cronico-
degenerativas (OMS 2016).

La epidemia causada por CHIKV se extendi6 en Africa, Medio Oriente, Europa, India y el
sudeste de Asia a partir del 2005 (Morrison, 2014). Posteriormente, la transmisién autdctona
del CHIKV se detect6 en la isla St. Martin, en el caribe Americano en diciembre de 2013
(Fischer, et al., 2014; Cassadou et al., 2014). Desde entonces, la CHIKF ha sido reportada en
varios paises del Caribe, asi como en el continente Americano. El mosquito Ae. aegypti ha
sido el unico vector implicado en los brotes de América (Vega et al., 2015; Diaz-Gonzélez et
al., 2015). El namero de casos notificados en el continente Americano, desde el reporte del
primer caso autoctono, hasta la semana epidemiolégica (SE) 48 del 2016 asciende a 185,238
casos confirmados (OPS/OMS., 2016). En México fue detectado el virus por primera vez en
el estado de Jalisco como caso importado (Rivera et al., 2014). En Noviembre del 2014, se
reportd el primer caso autoctono en el estado de Chiapas (Fernandez-Salas et al., 2015). Ya en
el 2015 la enfermedad se habia dispersado a 28 estados de la republica Mexicana, y hasta la
semana epidemioldgica 47 del 2016 se reportan 12,428 casos confirmados, de los cuales 825

de ellos corresponden a los confirmados en el estado de Chiapas (SINAVE, 2016a).
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Las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus se consideran invasoras, ya que han colonizado
exitosamente muchos sitios fuera de sus ambitos nativo. Esta dispersion hace que estas
especies sean de las mas importantes a nivel mundial, principalmente en la transmision de las
enfermedades causadas por DENV y CHIKV. (Diallo et al., 2014; loos et al., 2014,
Ledermann et al., 2014). En lo que respecta al continente Americano, se sabe que grandes
regiones estan altamente infestadas con mosquitos Ae. aegypti y Ae. albopictus (Vega et al.,
2014). En México Ae. aegypti se encuentra presente desde que re-infesto el pais en 1965 por la
frontera norte y en 1977 en la frontera sur. En tanto que Ae. albopictus fue reportado por
primera vez en 1993 en la frontera norte y en el 2002 en la frontera sur (Ibafiez-Bernal y
Gomez-Dantés, 1995; Martinez & Estrada, 2003).

Las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus han sido los principales vectores del DENV en
paises latinoamericanos en donde el dengue es endémico, como México. Este hecho aumentd
la vulnerabilidad de la poblacién a las infecciones emergentes por CHIKV, ya que este virus
tiene los mismos determinantes epidemioldgicos de transmision que DENV (Fernandez-Salas
et al., 2015). La capacidad vectorial de Ae. aegypti y Ae. albopictus para transmitir CHIKV se
demostré experimentalmente en poblaciones de ambas especies provenientes de diversas
regiones del continente americano (Vega et al., 2014, 2015). Sin embargo, hasta la fecha solo
se ha comprobado la participacion de Ae. aegypti como transmisor de CHIKV en el sur de
Meéxico (Diaz-Gonzélez et al., 2015; Dzul-Manzanilla et al. 2015).

La tasa de infeccion es una estimacion de la prevalencia de la infeccion por arbovirus en una
poblacion de mosquitos. Se supone que cuando aumenta la tasa de infeccién, también aumenta
el riesgo de transmisién de arbovirus a humanos y animales (Bustamante et al., 2010). Por lo
que la estimacion de la tasa de infeccion en vectores puede ser una herramienta para la
vigilancia de estas enfermedades, y también ayudan a medir el éxito de los programas de
control (Katholi et al., 2006). Se han realizado diversos estudios a nivel mundial, con el fin de
estimar la tasa de infeccién de CHIKV y DENV en poblaciones de aedinos. En estos estudios
se han encontrado distintas tasas de infeccién que varian desde 1.5 hasta 52 mosquitos
infectados por cada 1000 mosquitos, en investigaciones para la deteccion de infeccion por
dengue. Por otra parte en la deteccion de CHIKV se reportan tasas de infeccion que van desde

32.2 a 530 mosquitos infectados por cada mil mosquitos (tabla 1).
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Tabla 1.- Resumen de tasas de infeccion reportadas a nivel mundial

Pais donde se | Virus Vector Tasa de infeccién Autor
realizé el estudio | estudiado | estudiado

Venezuela DENV Ae. aegypti DENV-1 52/1000 Urdaneta et al. (2005)
DENV-2 7/1000

DENV-3 32/1000
DENV-4 13/1000

. aegypti 1.55/1000 Das et al, (2013)

. albopictus | 4.74/1000

. 10.87/1000 en hembras | Dutta et al. (2015)
Gleal ol 11.03/1000 en machos

México . aegypti 33.3/1000 Pérez-Castro et al. (2016)

Tailandia . albopictus | 530/1000 Thavara et al. (2009)
. aegypti 100/1000

Gaboén . albopictus | 25/1000 Pages et al. (2009)

México . aegypti 32.3/1000 Diaz-Gonzélez et al. (2015).

23.32/1000 Dzul et al. (2015)

En este estudio se analizaron mediante RT-PCR ddplex adultos de mosquitos Ae. aegypti y Ae.
albopictus, los cuales se colectaron en domicilios en los cuales habian personas con sintomas
que indicaban probables casos de DENF y CHIKF y en domicilios control (donde no habia
casos probables), asi como en cementerios de municipios de la region Soconusco del estado de
Chiapas, con el proposito de detectar la infeccion por CHIKV y DENV en estas especies y

calcular su respectiva tasa de infeccion.
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I11.- Objetivos

Objetivo general

Determinar las tasas de infeccion de virus chikungunya y virus dengue en mosquitos Ae.

aegypti y Ae. albopictus en la region Soconusco, Chiapas.

Objetivos especificos

« Comparar las tasa de infeccion de CHIKV y DENV en mosquitos adultos Ae. aegypti

y Ae. albopictus de localidades de regién Soconusco.

» Determinar la probable participacion de Ae. aegypti y Ae. albopictus en la transmision

de CHIKV y DENV en el soconusco de Chiapas.
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V.- Metodologia

4.1.- Tipo de estudio.

El presente estudio fue de tipo transversal en el que se realizaron muestreos para colectar
mosquitos adultos de las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus en viviendas que se habian
reportado personas con sintomas relacionados con la enfermedad de chikungunya pero que
pueden ser confundidos con los de dengue. Asimismo, se realizaron nuestros entomolégicos

en panteones de varios municipios de la Region del Soconusco, Chiapas.

4.2.- Muestreo de mosquitos

Los muestreos se realizaron de noviembre del 2015 a febrero del 2016, en localidades de los
municipios de Tapachula, Huixtla, Metapa, Cacahuatan, Huehuetan y Tuxtla chico de la
region del Soconusco, en el estado de Chiapas. En dichas localidades se pidié informacion en
los centros de salud sobre casos probables de chikungunya y dengue. En base a dicha
informacién se realiz6 la basqueda y localizacién de casas donde habia personas con los
sintomas mas frecuentes de estas enfermedades. En las casas con reporte de personas con
sintomas de las enfermedades se les solicito la anuencia a los jefes de familia para realizar un
muestreo entomoldgico a través de un consentimiento informado. Una vez que se autorizo el
acceso a los domicilios con probables casos, se procedidé al muestreo. Por cada casa con
probable caso se muestrearon otras cuatro casas vecinas en un radio de 100 m, en las cuales no
habian personas con sintomatologia asociada a chikungunya y dengue. En estas viviendas
también se les solicito su participacion a través del consentimiento informado. También se
realizaron muestreos extradomiciliares de mosquitos los cuales se llevaron a cabo en
panteones. En Tapachula, se muestrearon los panteones Jardin, Pantedn Municipal, Rio
Florido y Raymundo Enriquez. Asi como los panteones municipales de Huehuetan,
Cacahuatéan, Huixtla y Tuxtla Chico. ElI muestreo entomolégico en las casas se llevo a cabo a
través de la busqueda de mosquitos con la ayuda de una lampara manual en el interior y en
exterior de los domicilios. Todos los lugares que servian como refugio de mosquitos fueron
inspeccionados para la colecta de dichos insectos en sus sitios de reposo. Una vez que se
localizaron los mosquitos se realizé la captura con una red entomologica y tubo colector. Los

muestreos en panteones, se realizaron por transectos y se hizo la busqueda de mosquitos en
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refugios naturales y vegetacion adyacente, asi como en sitios con criaderos naturales y
artificiales. En estos sitos se realizaron redadas con la red entomoldgica para realizar las
capturas y también se usoé el tubo colector. Los mosquitos capturados en casas y panteones, se
confinaron en vasos de plastico transparente con capacidad de 207 ml, cubiertos en la parte
superior por una tela tul y sostenido por el borde con una liga latex #8. Los mosquitos
capturados fueron transportados al insectario del Centro Regional de Investigacion en Salud
Publica (CRISP). Todos los mosquitos colectados fueron sacrificados de inmediato en el
interior del insectario. El cuarto de insectario asignado a este estudio estaba aislado por cinco
puertas de seguridad con el exterior. Por lo que no existi riesgo de que los mosquitos
colectados pudieran escapar al exterior. La identificacion de los mosquitos adultos de las
especies Ae. aegypti y Ae. albopictus se realizaron mediante claves taxondmicas pictéricas
(Rueda, 2004). Después de su identificacion los mosquitos fueron almacenados

individualmente en viales ependorff de 1.5 ml a -70° C.
4.3.- Extraccion de RNA

Los mosquitos se maceraron individualmente y después se realizo la extraccion del material
genético con el reactivo Trizol, siguiendo las instrucciones del proveedor. Cada mosquitos fue
contenido en un vial tipo ependorff de 1.5 ml, al cual se le agregd 200 pl de trizol se agitd por
5 minutos a temperatura ambiente y se le agregd 40 pl de cloroformo, mezclando de 5 — 10
segundos en el vortex, se centrifugd por 10 min a 14000 rpm a 4°C. El sobrenadante se
transfirio a tubos limpios y rotulados, se le agregé 100ul de isopropanol, consecutivamente se
incubo por 15 sobrenadante, y al precipitado se le agrego 100 ul de etanol al 70% se
homogenizo suavemente, nuevamente se centrifugé a 14000 rpm por 10 min, después se
decanto el sobrenadante y se dejo secar la pastillas por cinco min o hasta que se evaporé el
etanol. Finalmente se agrego6 20 ul de agua libre RNAsas, el RNA se almacend -20°C hasta su
uso para la RT-PCR.
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4.4 - Deteccidn viral

Una vez extrajo el RNA de cada mosquito, se hicieron pools de los extractos de RNA, los
cuales se agruparon por lugar de captura, especie y sexo, para formar 69 pools conformados
por grupos que variaron de 12 especimenes como minimo hasta 23 como maximo. Antes de la
deteccion viral los pools de RNA seran sometidos a pruebas de control de calidad, para este
estudio se medirda la concentracion de RNA de cada pool por espectrofotometria en
NanoDob® vy se correrd una RT-PCR con primer de un gen constitutivo.

La deteccion de CHIKV y DENV se realizd por la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa duplex con retrotranscriptasa (D-RT-PCR) usando el kit Access quick 1-step RT-
PCR (Promega, Madison, WI). Los primers que se utilizaron para la detecciéon de CHIKV
estan dirigidos para amplificar fragmentos del gen de la proteina El: CHIK1 5’-
ACGCAGTTGAGCGAAGCAC-3’ y CHIK2 5’-CTGAAGACATTGGCCCCAC-3’ y para
DENV se amplificara el fragmento del gen C-prM : DEN1 5’-
TCAATATGCTGAAACGCG(ACT)GAGAAACCG-3 y DEN2 5’-
TTGCACCA(AG)CA(AG)TC(AT)ATGTC(AT)TCAGGTTC -3’ (Dash et al., 2004). En la D-
RT-PCR se usé un volumen final de 25 ul que contendra 2,5 U de Tfl ADN polimerasa, 1,5
mmol / L MgS04, 2,5 U de transcriptasa inversa del virus del Myeloblastoma aviar (AMV-
RT), y 20 pmol de los primers sentido y antisentido mencionados anteriormente. Las
condiciones de la reaccion de RT-PCR fueron: 45 ° C durante 45 min para la transcripcion
reversa, seguido de la desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante dos min. Posteriormente 35
ciclos de desnaturalizacion a 94 ° C durante 30 segundos, hibridacion de 55 ° C durante un
min, la extension a 72 ° C durante un min, y una extension final a 72 ° C durante diez min
(Dash et al., 2008). Después de la amplificacién, los productos de PCR se sometieron a
electroforesis y se documentaron los geles de agarosa tefiido con bromuro de etidio al dos por

ciento en un transiluminador de luz UV.
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V.- Resultados.

5.1 Infestacion de Ae. aegypti y Ae. albopictus en casas con casos sospechosos y casas

control

En el muestreo a viviendas se inspeccionaron un total de 130 casas, de las cuales 26 fueron de
casos probables de CHIKF y/o DENF, y 104 casas funcionaron como control en los 3
municipios muestreados. En el municipio de Tapachula se muestrearon un total de 21
viviendas con casos sospechosos y 84 viviendas control. Los muestreos en este municipio se
realizaron en dos zonas. La primera fue la zona urbana que comprende la ciudad de
Tapachula, en la cual se muestrearon nueve viviendas con casos probables, y 36 viviendas
control. Las nueve casas con casos probables fueron positivas a Ae. aegypti y solo una lo fue a
Ae. albopictus. Asimismo, las 36 viviendas control fueron positivas a Ae. aegypti y ninguna a
Ae. albopictus. Los muestreos en la zona rural del municipio de Tapachula se realizaron en el
Ejido Hidalgo y Rio Florido. En el Ejido Hidalgo se muestrearon nueve domicilios con casos
sospechosos y 36 casas control. Ocho de los nueve domicilios con sospechosos fueron
positivos para Ae. aegypti, y dos casas positivas a Ae. albopictus. En tanto que en 34 de las 36
casas control se colectd la especie Ae. aegypti, mientras que 25 viviendas estuvieron infestadas
de mosquitos Ae. albopictus. En Rio Florido se muestrearon solo tres viviendas con casos
probables y 12 casas control. De las tres casas de personas con sintomas, dos fueron positivos
a la especie Ae. aegypti y ninguna vivienda fue positiva Ae. albopictus. En las viviendas
control 11 de 12 fueron positivas a Ae. aegypti y una a Ae. albopictus. En los municipios de
Huixtla y Metapa, los muestreos fueron Gnicamente en las cabeceras municipales, siendo estas
zonas semi-urbanas. En Huixtla se inspeccionaron tres viviendas con casos probables en las
que todas fueron positivas solo para Ae. aegypti. También se muestrearon 12 casas control de
las cuales 10 fueron positivas a Ae. aegypti y no se encontrd Ae. albopictus. Finalmente en
Metapa se muestrearon dos casas con probables casos, las cuales estaban infestadas solo con
Ae. aegypti. Asimismo, siete de las ocho casas control se encontraron con Ae. aegypti y en

ninguna se detect6 con Ae. albopictus (Tabla 3).
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Tabla 2.- Proporcién de casas con infestacion de mosquitos adultos Ae. aegypti y
Ae. albopictus en domicilios con casos sospechosos de DENF y CHIKF en
localidades de la Regidn soconusco, Chiapas.

Viviendas con probables casos

Viviendas control

# de casas

Ae. aegypti

Ae. albopictus

n viviendas

n viviendas

# de casas

Ae. aegypti

Ae. albopictus

n viviendas

n viviendas

MUNICIPIOS Inspeccionadas positivas (%) positivas (%) nspeccionadas positivas (%) positivas (%)
TAPACHULA
Zona urbana
-Cd. Tapachula 9 9 (100%) 1(11.11%) 36 36 (100%) 0
Zona rural
-Ejido hidalgo 9 8(88.8%) 2 (22.2%) 36 34 (94.4%) 25(69.4%)
-Rio florido 3 2(66.6%) 0 12 11(91.6%) 1(8.3%)
3 3(100%) 0 12 10(83.3%) 0
2 2(100%) 0 8 7(8705%) 0

5.2.- Muestreo entomoldgico de viviendas

Ae. aegypti y el 55.5 % a Ae. albopictus (Tabla 3).

Un total de 1311 mosquitos Aedes spp. fueron colectados durante el periodo de noviembre del
2015 a febrero del 2016 en viviendas y panteones en localidades de tres municipios de la
region del Soconusco, Chiapas. En los muestreos en casas se colectaron 920 mosquitos Aedes
spp. de los cuales el 56.5 % corresponde a la especie Ae. aegypti y el 43.5 % Ae. albopictus.

En panteones fueron capturados 391 especimenes, de estos 44.5 % pertenecieron a la especie

Tabla 3.- Numero de mosquitos adultos colectados en viviendas por

localidad en municipios de la region del Soconusco, Chiapas.

MUNICIPIO

TAPACHULA
ZONA URBANA
CD. TAPACHULA
ZONA RURAL
EJIDO HIDALGO
RIO FLORIDO

HUIXTLA
METAPA

TOTALES

Hembras

263

126

31
30

466

Ae. aegypti

Machos

222

96

16
12

358

Ae. albopictus

Hembras

Machos

13
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En el municipio de Tapachula, se colectaron un total de 831 mosquitos Aedes spp. de los
cuales el 58.48% fueron colectados en la zona urbana y 41.52% en la zona rural . Las
localidades de la zona rural fueron el Ejido Hidalgo con el 38% de los mosquitos colectados
en este municipio y Rio Florido con el 3.49 %. En la zona urbana fueron colectados 486
especimenes; de estos 485 mosquitos eran de la especie Ae. aegypti y solo un espécimen de
Ae. albopictus. En domicilios con casos probables de DENF y/o CHIKF en la zona urbana se
colectaron 103 especimenes de Ae. aegypti, de los cuales 56 fueron hembras y 46 machos, con
un promedio de colecta de 6.22 hembras y 5.11 machos por vivienda. La unica hembra de la
especie Ae. albopictus se colectd en un domicilio con probable caso. En las viviendas control
de la zona urbana se capturaron un total de 383 mosquitos. Todos los especimenes eran de la
especie Ae. aegypti, de los cuales, 207 fueron hembras y 176 machos. EI promedio de hembras
capturadas en casas control fue de 5.75 y de machos fue 4.89 por vivienda, No se colectaron
ejemplares de mosquitos Ae. albopictus.

En el Ejido Hidalgo en la zona rural del municipio de Tapachula se colectaron un total de 316
mosquitos; de estos, 222 fueron Ae. aegypti y 94 Ae. albopictus. En los domicilios con casos
en esta localidad fueron colectados 46 Ae. aegypti, 13 hembras y 29 machos con promedios de
1.44 hembras y 3.22 machos por vivienda. Asimismo, se colectaron cuatro Ae. albopictus, dos
machos y dos hembras, con un promedio de captura en comdn de 0.22 mosquitos por vivienda.
En las casas control del Ejido Hidalgo se colectaron un total de 266 mosquitos Ae. aegypti, de
los cuales 113 eran hembras y 63 machos, con un promedios de 3.14 hembras y 1.75 machos
capturados por vivienda. En esta misma localidad se colectaron un total de 90 Ae. albopictus
de los cuales 59 fueron hembras, con un promedio de 1.64 mosquitos por vivienda y 31
machos con un promedio de 0.86 mosquitos. En Rio Florido se colectaron un total de 29
mosquitos; de estos, 28 pertenecieron a la especie Ae. aegypti y uno a Ae. albopictus. En esta
localidad, los mosquitos capturados en viviendas con probables casos fueron en total seis
mosquitos Ae. aegypti, tres hembras y tres machos. Mientras que en las casas control se
colectd un total de 23 mosquitos, de los cuales 13 mosquitos fueron hembras de Ae. aegypti y
nueve machos, con promedios de 1.08 y 0.75 por vivienda respectivamente. En las casas
control de esta localidad se colecté solo una hembra de la especie Ae. albopictus. En la zona
urbana de Huixtla, la Unica especie colectada fue Ae. aegypti, con 47 especimenes. En las

casas con caso probable se colectaron 9 mosquitos, de los cuales siete hembras y dos machos
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se capturaron en estos domicilios, con promedios de 2.33 y 0.67 mosquitos por vivienda
respectivamente. Mientras que en las casas control los mosquitos Ae. aegypti capturados
fueron 24 hembras y 14 machos, y el promedio de captura fue de 2.0 y 1.17 mosquitos
respectivamente. Por ultimo en zona urbana de Metapa se colectaron 42 mosquitos de la
especie Ae. aegypti. En esta localidad no se capturaron ejemplares de la especie Ae.
albopictus. En viviendas con casos probables se colectaron siete hembras y seis machos de Ae.
aegypti, con promedios de 3.5 y 3.0 especimenes por vivienda respectivamente. Mientras que
en los domicilios control se colectaron 23 hembras de Ae. aegypti y seis machos, con

promedio de 2.88 hembras y 0.75 machos por vivienda (Tabla 4).

Tabla 4.- Cantidad y promedios de mosquitos adultos de Ae. aegypti y Ae.
albopictus registrados en colectas efectuadas en domicilios con casos probables de
dengue y chikunguya y casas control, en la Region Soconusco, del estado de
Chiapas.
DOMICILIOS CON CASOS PROBABLES
Ae. aegypti Ae. albopictus
MUINICIPIOS Casas | Hembras Promedio Machos Promedio Hembras Promedio Machos Promedio
hembras machos hembras machos
TAPACHULA
ZONA URBANA
CD. TAPACHULA | 9 56 6.22 46 5.11 1 0.11 0
ZONA RURAL
EJIDO HIDALGO 9 13 1.44 29 3.22 2 0.22 2 0.22
RIO ELORIDO 3 3 1.00 3 1.00 0 - 0 -
HUIXTLA 3 7 2.33 2 0.67 0 - 0
METAPA 2 7 3.50 6 3.00 0 0
DOMICILIOS SIN CASOS PROBABLES
Ae. aegypti Ae. albopictus
MUNICIPIOS Casas | Hembras Promedio Machos Promedio Hembras Promedio Machos Promedio
hembras machos hembras machos
TAPACHULA
ZONA URBANA
CD. TAPACHULA | 36 207 5.75 176 4.89 0 - 0
ZONA RURAL
EJIDO HIDALGO 36 113 3.14 63 1.75 59 1.64 31 0.86
RIO FLORIDO 12 13 1.08 9 0.75 1 0.08 0 -
HUIXTLA 12 |24 2.00 14 117 0 .
METAPA 8 23 2.88 6 0.75 -




% Instituto Nacional de Salud Pdblica

México

TASA DE INFECCION POR VIRUS CHIKUNGUNYA Y DENGUE EN MOSQUITOS Aedes spp. EN LA REGION SOCONUSCO, CHIAPAS,
MEXICO

5.3.- Muestreo entomoldgico en cementerios

El muestreo extradomiciliar se realizO en panteones de varios municipios de la region
Soconusco Yy se colectaron un total de 391 mosquitos, de los cuales 174 eran de la especie Ae.
aegypti y 217 fueron Ae. albopictus. En el municipio de Tapachula los muestreos se realizaron
en el pante6n Municipal y el pantedn Jardin de la zona urbana, y los panteones de los ejidos
Rio Florido y Raymundo Enriquez de la zona rural en los cuales se colectaron un total de 388
mosquitos. En el Pantedn Jardin se colectaron 121 mosquitos de la especie Ae. aegypti, de los
cuales 21 eran hembras y 47 machos. Mientras que de la especie Ae. albopictus fueron 38
hembras y 15 machos. En el panten Municipal de Tapachula se colectaron un total de 78
mosquitos de los cuales 30 se identificaron como Ae. aegypti (12 hembras y 18 machos) y 48
fueron de la especie Ae. albopictus (22 hembras y 26 machos). En el pantedn de Rio Florido
en la zona rural de Tapachula se colectaron un total de 189 mosquitos, de los cuales 76
mosquitos pertenecieron a la especie Ae. aegypti (35 hembras y 41 machos) y 113 fueron de la
especie Ae. albopictus (85 hembras y 28 machos). En el pantedn del ejido Raymundo Enriquez
no se logré colectar ningdn mosquito. En el pante6n Municipal de Huixtla se colectaron
unicamente 3 hembras Ae. albopictus. En los panteones de Cacahuatan, Huehuetan y Tuxtla
chico no se lograron capturar ningiin mosquito adulto de Ae. aegypti y Ae. albopictus (Tabla
5).

Tabla 5.- Namero de mosquitos adultos Ae. aegypti y Ae. albopictus colectados
durante los muestreos en panteones de la region del Soconusco, Chiapas.
Aedes aegypti Aedes albopictus

Hembras capturadas | Machos capturados | Hembras capturadas | Machos capturados
Tapachula
Pante6n Jardin 21 47 38 15
Pante6n Municipal 12 18 22 26
Panteén Rio florido B85 41 85 28
Panteén Ejido Raymundo 0 0 0 0
Enriquez
Huixtla
Pante6n Municipal 0 0 3 0
Cacahuatéan
Pante6n Municipal 0 0 0 0
Huehuetan
Pante6n Municipal 0 0 0 0
Tuxtla chico
Pante6n Municipal 0 0 0 0
Totales 68 106 148 69
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5.4 Extraccion de RNA

Los 1311 mosquitos colectados en viviendas y cementerios fueron macerados para la
extraccion de RNA de forma individual. Para la especie Ae. aegypti se realizaron 998
extracciones de RNA y se formaron un total de 49 pools (28 de hembras y 21 de machos).
Mientras los extractos de RNA para Ae. albopictus se realizaron 313 extractos, de los cuales se

conformaron un total de 17 pools (10 de hembras y 7 de machos) (Tabla 5).

Tabla 5.- Descripcion de los pools analizados

Pantedn
Pantedn Jardin
Pantedn Municipal
Pantedn de Rio florido
Pantedn Jardin
Pante6n Municipal
Pantedn Rio florido
Pantedn Jardin
Pantedn Municipal
Pantedn Rio florido
Pantedn Jardin
Pante6n Municipal

Pantedn Rio florido

Colecta en viviendas Colecta en panteones
No de pool Especie Sexo Localidad | No de pool Especie Sexo
Pool 1-13 Ae. aegypti hembra Tapachula Pool 1 Ae. aegypti hembra
Pool 14-24 Ae. aegypti macho Tapachula Pool 2 Ae. aegypti hembra
Pool 25-31 Ae. aegypti hembra E. Hidalgo Pool 3-4 Ae. aegypti hembra
Pool 32-36 Ae. aegypti macho E. Hidalgo Pool 5-6 Ae. aegypti machos
Pool 37-38 Ae. aegypti hembra Metapa Pool 7 Ae. aegypti machos
Pool 39 Ae. aegypti macho Metapa Pool 8-9 Ae. aegypti machos
Pool 40-41 Ae. aegypti hembra Huixtla Pool 10-11 Ae.albopictus hembra
Pool 42 Ae. aegypti macho Huixtla Pool 12 Ae.albopictus hembra
Pool 43 Ae. aegypti hembra Rio florido Pool 13-16 Ae.albopictus hembra
Pool 44 Ae. aegypti macho Rio florido Pool 17 Ae.albopictus machos
Pool 45-47 Ae. albopictus hembra E. Hidalgo Pool 18-19 Ae.albopictus machos
Pool 48-49 Ae. albopictus macho E. Hidalgo Pool 20-21 Ae.albopictus machos

Los resultados del andlisis del RNA por Nano Drob® nos indican que efectivamente
obtuvimos RNA, ya que en todas las muestras se detectaron diversas concentraciones de RNA
las cuales variaron de 0.5 ng/pl hasta 765.4 ng/ul. Mientras que el analisis de calidad del RNA
mediante RT-PCR con primer disefiados para amplificacién de actina que amplifica a 500 pb,
demostraron la viabilidad de material genético, ya que los primers para actina lograron

amplificar en todas las muestras probadas (Fig. 1).
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Figura 1.- Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR duplex (tincién con bromuro de etidio al 2%). Lineal: Marcador de peso
molecular 100 pb; lineas 2: controles negativo; linea 3, 4 y 5: pools de vivienda No 6, 24 y 47 positivos a actina: linea 6 y 7: pools de

panteones positivos a actina.

5.5 Deteccidn viral mediante RT-PCR duplex

Previo al ensayo definitivo se realizo la estandarizacion de la RT-PCR con controles positivos
para RNA de DENV, CHIKV y un mix de ambos controles. Esta estandarizacion nos confirmé
la factibilidad de usar los primers para la deteccién de DENV y CHIKV en una RT-PCR
duplex (Fig. 2).
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Figura 2.- Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR duplex (tincion con bromuro de etidio al 2%). Lineal: Marcador de peso
molecular 100 pb; lineas 2: controles negativo; linea 3: RNA control positivo para DENV (511 pb) ; linea 4: RNA control positivo para
CHIKYV (205 pb) ; linea 5: mix RNA control positivo para DENV-CHIKV (511 y 205 pb).

Finalmente se realizo la deteccion molecular por RT-PCR duplex de DENV Y CHIKYV de 49
pool de mosquitos colectados de viviendas, de los cuales 13 estaban conformados por hembras

Ae. aegypti y 11 pools de machos colectadas en Tapachula; siete pool de hembras y cinco pool
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de machos Ae. aegypti capturados en el Ejido Hidalgo; dos pools de hembras y uno de machos
Ae. aegypti de Metapa; dos pools de hembras y uno de machos Ae. aegypti de Huixtla; un pool
de cada sexo de Ae. aegypti de Rio florido y 3 pool de hembras y dos de machos Ae.
albopictus del Ejido Hidalgo. Posterior a la RT-PCR se realizd la lectura mediante
electroforesis. En las 49 muestras analizadas no se observan ninguna de las bandas de interes,
la valides del ensayo se comprob6 con la presencia de las bandas del control positivo y la
ausencia de estas en el control negativo, sin embargo se observan algunas bandas tenues en las
lineas 49 y 52, que corresponden a los pools 44 (machos Ae. aegypti de Rio florido) y 47
(hembras Ae. albopictus del Ejido Hidalgo) respectivamente (Fig. 3).
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Figura 3.- Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR duplex (tincién con bromuro de etidio al 2%) de muestras obtenidas de
viviendas. Lineal: marcador de peso molecular (100 pb); lineas 2: controles negativo; linea 3: mix RNA control positivo para DENV-CHIKV
(205 y 511 pb); linea 4: pool 1; linea 5: pool 2; linea 6: pool 3; linea 7: pool 4; linea 8: pool 5; linea 9: pool 6; linea 10: pool 7; linea 11; pool
8; linea 12: pool 9; linea 13: pool 10; linea 14: pool 11; linea 15: pool 12; linea 16: pool 13; linea 17: pool 14; linea 18: pool 15; linea 19; pool
16; linea 20: pool 17; linea 21: marcador de peso molecular (100 pb); linea 22: pool 18; linea 23: pool 19; linea 24: pool 20; linea 25: pool 21;
linea 26: pool 22; linea 27; pool 23; linea 28: pool 24; linea 29: pool 25; linea 30: pool 26; linea 31: pool 27; linea 32: pool 28; linea 33: pool
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29; linea 34: pool 30; linea 35: pool 31; linea 36: pool 32; linea 37: pool 33; linea 38: pool 34; linea 39: pool 35; linea 40: pool 36; linea 41;
marcador de peso molecular (100 pb); linea 42: pool 37; linea 43: pool 38; linea 44: pool 39; linea 45: pool 40; linea 46: pool 41; linea 47:
pool 42; linea 48: pool 43; linea 49: pool 44; linea 50: pool 45; linea 51: pool 46; linea 52: pool 47; linea 53: pool 48; linea 54: pool 49.

Por otra parte se analizaron 21 pool colectados de panteones, nueve de estos pools estaban
conformados por mosquitos de la especie Ae. aegypti, de los cuales un pool de hembras y dos
de machos se obtuvieron en el pantedn Jardin; un pool de cada sexo en el Pantedn Municipal y
dos pools por cada sexo en el panteén de Rio florido. Mientras que 12 pool se conformaron
por mosquitos Ae. albopictus, de los cuales dos pool de hembras y uno macho provinieron del
panteon jardin; un pool de hembras y dos de machos en el Panten Municipal y cuatro pools
de hembras y dos pools de machos del pantedn de Rio florido. Tampoco se observan bandas
definidas para ninguno de los virus en estudio, pero, al igual que en algunas muestras de
viviendas, se logran apreciar bandas tenues de las lineas 6 y 7 los cual corresponden al pool 5
y 6 (machos Ae. aegypti de panteon Jardin), en la lineas 8 donde estan los pool 7 (machos Ae.
aegypti del Panteon Municipal), en las linea 9 y 10 de los pools 8 y 9 (machos Ae. aegypti del
panteon de Rio florido), la linea 11 correspondientes a el pools 10 (hembras Ae. albopictus del
panteon Jardin) y la linea 13 donde esta el pool 12 (hembras Ae. albopictus del panteon

municipal) (Fig. 4).
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Imagen 4.- Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR duplex (tinciéon con bromuro de etidio al 2%) de
muestras obtenidas de panteones. Lineal: marcador de peso molecular (100 pb); linea 2: pool 1; linea 3: pool 2; linea 4: pool

3; linea 5: pool 4; linea 6: pool 5; linea 7: pool 6; linea 8: pool 7; linea 9; pool 8; linea 10: pool 9; linea 11: pool 10; linea 12:
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pool 11; linea 13: pool 12; linea 14: pool 13; linea 15: pool 14; linea 16: marcador de peso molecular (100 pb); linea 17; pool
15; linea 18: pool 16; linea 19: pool 17; linea 20: pool 18; linea 21: pool 19; linea 22: pool 20; linea 23: pool 21.

Los pools en los que no habia plena seguridad de considerarlos negativos, se sometieron a un
nuevo analisis, este ultimo ensayo confirmo que los 69 pools analisadas fueron negativos para

DENV y CHIKV en ambas especies y en sus respectivos sexos (Fig. 5).

Imagen 5.- Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR duplex (tincion con bromuro de etidio al 2%) de
repeticiones de muestras obtenidas viviendas y panteones. Lineal: marcador de peso molecular (100 pb); linea 2: control
negativo; linea 3: pool 44; linea 4: pool 47; linea 5: pool 5; linea 6: pool 6; linea 7: pool 7; linea 8: pool 8; linea 9; pool 9;

linea 10: pool 10; linea 11: pool 12; linea 12: marcador de peso molecular (100 pb).
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V1.- Discusién

En el muestreo entomoldgico se encontraron algunas diferencias en los niveles de infestacion
de las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus en domicilios de personas con sintomas de casos
probables y controles, en los municipios de la regién del Soconusco, Chiapas. En la zona
urbana Ae. aegypti fue la especie mas abundante con 574 ejemplares colectados en
comparacion con un solo ejemplar de Ae. albopictus. Mientras que en la zona rural se
colectaron 250 adultos Ae. aegypti y 96 especimenes de Ae. albopictus. En la zona rural
también se observd mayor abundancia de la especie Ae. aegypti comparado con Ae.
albopictus; sin embargo, la diferencia entre estas especies no es tan grande como en la zona
urbana. Estos resultados son similares a un estudio anterior en el cual Ae. aegypti predomind
sobre Ae. albopictus en viviendas (Casas-Martinez et al., 2013). Por el contrario, en general en
el muestreo en cementerios se obtuvo mayor abundancia de mosquitos de la especie Ae.
albopictus comparada con Ae. aegypti. Sin embargo, en el panteén Jardin de la ciudad de
Tapachula la abundancia de Ae. aegypti fue ligeramente mayor que Ae. albopictus (Tabla 5).
La mayor abundancia de Ae. aegypti sobre Ae. albopictus en sitios extradomiciliares también
ha sido reportada anteriormente (Casas-Martinez et al., 2013). Sin embargo, en este estudio la

mayor abundancia de adultos en cementerios fue obtenida por la especie Ae. albopictus.

Algunos autores recomiendan que los muestreos de mosquitos debe realizarse en donde hay
mayores densidades del vector, esto con la finalidad de tener éxito en la vigilancia virologica y
reducir costos de muestreo (Guedes et al., 2010; Chen et al., 2010). En este sentido aunque
nuestros muestreos se realizaron durante el periodo de secas, la cantidad de mosquitos
colectados es similar a la de otros estudios realizados en distintas partes del mundo (Urdaneta
et al., 2005; Thavara et al., 2009; Pages et al., 2009; Das et al., 2013; Dutta et al., 2015; Diaz-
Gonzaélez et al., 2015; Pérez-Castro et al., 2016).

La vigilancia de la carga virica en mosquitos silvestres ha sido sugerida como un sistema de
monitoreo sensible para la prediccion y monitoreo de epidemias, ya que los mosquitos son
indicadores de los virus que estan en circulacion durante su ciclo de alimentacidn sanguinea en
hospederos humanos (Sanchez-Casas, 2013). La tasa de infeccion por DENV y CHIKV en
aedinos, ha sido objeto de estudio en regiones donde las enfermedades causadas por estos

virus son endémicas, ya que son complementarias en la vigilancia epidemioldgica. Ademas
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este tipo de estudios permite ubicar el vector como el elemento primordial e indispensable en
el ciclo de transmision durante las investigaciones epidemioldgicas (Chow et al., 1998; Liotta
et al., 2005).

En el presente trabajo de tesis se analizaron por RT-PCR 69 pool de mosquitos Ae. aegypti y
Ae. albopictus que se colectaron en viviendas y sitios extradomiciliares de localidades del
Soconusco de Chiapas. Los resultados del analisis molecular de los mosquitos obtenidos en
viviendas nos indican que es posible que durante los muestreos no se hayan colectado
mosquitos infectados ya que no se obtuvo amplificacion de genoma viral de DENV y CHIKV.
Estos datos son similares a los obtenidos por Sanchez-Rodriguez et al. (2014) en mosquitos
Ae. aegypti colectados en Nuevo Leon en los cuales no se logré detectar DENV. Por otra
parte, en ese mismo estudio si detectaron DENV en Ae. albopictus, con una tasa de infeccion
de 0.54/1000. En un estudio en Guerrero se pudo determinar la tasa de infeccion por DENV en
mosquitos Ae. aegypti, las cuales fueron de 0.46 — 9.77 /1000 mosquitos para DEN-1 y de
30.99 / 1000 para DEN-2 (Dzul-Manzanilla et al. (2015). Por otra parte, en un estudio anterior
en la regiéon del Soconusco se determiné que la tasa de infeccion para CHIKV fue de
32.3/1000 en mosquitos Ae. aegypti (Diaz-Gonzaélez et al., 2015). Asimismo, Dzul-Manzanilla
et al. (2015), reportaron una tasa de infeccion en Ae. aegypti de 8.81/1000 mosquitos para
CHIKYV en el estado de Guerrero. Sin embargo, en el presente estudio no se determinaron
mosquitos Ae. aegypti infectados con dicho virus. Una diferencia entre estos estudios y el
presente es que ellos utilizaron una técnica de RT-PCR de tiempo real y en esta tesis se utilizd

punto final.

Por otra parte, la probabilidad de encontrar mosquitos infectados aumenta al realizar este tipo
de estudios en sitios con epidemia reciente, ya que la transmision de la enfermedad es
focalizada (Favier et al., 2005). Si bien en el primer semestre del 2015 se dio el mayor nimero
de casos de CHIKF, para el inicio de los muestreos en Noviembre del mismo afio el nimero de
casos habia disminuido en regién. Sin embargo, aln persistia la epidemia causada por CHIKV.
Por otro lado, los casos de DENF aumentaron del 2014 al 2015(SINAVE, 2016b).
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VI11.- Conclusiones

La mayor infestacion en viviendas por Ae. aegypti y en panteones por Ae. albopictus pueden
tener importantes implicaciones en el control de estos mosquitos. Estos vectores estan
asociados con poblaciones humanos lo que conlleva a un mayor riesgo en la transmision de
DENV y CHIKV, y otras enfermedades transmitidas por vector. Por esta razon, el uso
apropiado de la informacion puede aumentar la efectividad de las medidas de prevencién y
control de estos vectores. En cuanto a la deteccion viral, no se logré la amplificacion de
genoma viral de CHIKV y DENV, por tal motivo no fue posible determinar las tasas de
infeccion de virus chikungunya y virus dengue en mosquitos Ae. aegypti y Ae. albopictus en la
region Soconusco, del estado de Chiapas. Estos resultados no indican que dichos virus no
estén circulando en esta region, ni que no existe transmisién natural del virus entre hospedero-
vector-hospedero, mucho menos que haya erradicacion de la enfermedad. Sin embargo, estos
resultados nos indican que la prevalencia de casos de dengue y chikungunya en la época de
muestreo pudo ser baja, lo que podria dificultar la deteccion viral en ambas especies de

vectores colectadas.
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