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RESUMEN

Deteccidén molecular de virus dengue en mosquitos (Aedes aegypti y
Aedes albopictus) de Mexicali, Baja California, México

El dengue es una enfermedad viral de distribucion mundial transmitida por
mosquitos del género Aedes. Los casos clinicos presentan un cuadro con fiebre,
nauseas, dolor de cabeza, sarpullido, dolor muscular y articular, con cuadros
graves que producen fiebre hemorragica, shock y muerte. EI dengue se
diagnostica empleando pruebas seroldgicas que detectan anticuerpos tipo 1gG,
IgM o antigeno viral NS1, asi como empleando distintas plataformas moleculares
gue detectan genes virales que producen resultados con altos niveles de
sensibilidad y especificidad. Ambas técnicas se utilizan en programas de
diagnéstico, genotipificacion y vigilancia epidemiolégica del dengue.
Actualmente, Baja California no cuenta con estudios cientificos que confirmen la
presencia de Aedes aegypti en la region ni la presencia del virus del dengue en
ese vector, siendo el objetivo de este trabajo, identificar la presencia del vector
en la regién y determinar la presencia del virus del dengue en mosquitos Aedes
aegypti. Se muestrearon 4 zonas de Mexicali, Baja California, por medio del uso
de una red de malla fina y la técnica de sebo humano, se obtuvieron un total de
4,161 mosquitos, de enero a octubre de 2023. Las muestras de mosquitos fueron
clasificados morfolégicamente obteniendo un total de 545 mosquitos de la
especie Aedes aegypti. Un total de 436 (80%) identificadas como hembras, las
cuales fueron analizadas por técnicas RT-PCR para la deteccion universal del

virus del dengue, agrupados por mes y zona de muestreo. Se identifico el virus



Dengue en las zonas del norte y sureste de Mexicali, durante los meses de junio,
septiembre y octubre de 2023. Seis de las 11 clases o grupos de A. aegypti
analizadas resultaron positivas para el virus del dengue, lo que representa un
54% del total de muestras. De las hembras analizadas del noroeste, el 50%
resultaron positivas, mientras que para las zonas de noreste y sureste fue de 100
y 66.6%, respectivamente; las muestras colectadas del suroeste fueron negativas

en su totalidad respecto a la presencia del virus

Palabras clave: Dengue, diagndstico, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Molecular detection of dengue virus in mosquitoes (Aedes aegypti and
Aedes albopictus) from Mexicali, Baja California, Mexico.

Dengue is a worldwide viral disease transmitted by Aedes genus. Clinical
manifestations are fever, nausea, headache, rash, muscle and joint pain, with
severe cases resulting in hemorrhagic fever, shock and death. Dengue is
diagnosed using serological tests that detect 1gG, IgM or NS1 viral antigen
antibodies. It is also diagnosed using different molecular platforms which detect
viral genes with high levels of sensitivity and specificity. Both techniques are used
in dengue diagnosis, genotyping and epidemiological surveillance programs.
Currently, Baja California does not have scientific studies that confirm the
presence of Aedes aegypti in the state nor the presence of dengue virus in this
vector. The objective of this work is to identify the presence of the vector in the
region and to determine the presence of dengue virus in Aedes aegypti
mosquitoes. Four areas of Mexicali, Baja California, were sampled using a fine
mesh net and the human tallow technique, a total of 4,161 mosquitoes were
obtained from January to October 2023. The mosquito samples were
morphologically classified, identifying a total of 545 mosquitoes of the genus
Aedes aegypti. A total of 436 (80%) were classified as females, which were tested
by RT-PCR techniques for detection of dengue virus, grouped by month and
sampling area. Dengue virus was identified in the northern and southeastern
areas of Mexicali, during the months of June, September and October 2023. Six
of the 11 classes or groups of A. aegypti tested were positive for dengue virus,
representing 54% of the total number of samples. Of the females tested from the
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northwest, 50% were positive, while for the northeast and southeast it was 100
and 66.6%, respectively; samples collected from the southwest were entirely

negative for the presence of the virus.

Key words: Dengue, diagnosis, Aedes aegypti.
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INTRODUCCION

El dengue es la enfermedad viral mas comun transmitida por artropodos
mosquitos al hombre, convirtiéndo se en un problema serio de salud publica.
Factores relacionados al comportamiento humano como la urbanizacion, el
incremento en los viajes, factores climaticos y factores virales han contribuido al
incremento de casos reportados alrededor del mundo (Gupta et al., 2012). El virus
del dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae,
consta de cuatro genotipos (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4), los cuales
comparten aproximadamente el 65% de su genoma, pero no los relacionan
antigénicamente (Guzman et al., 2010). Los DENV ocasionan patologias que
pueden manifestarse como una infeccién leve asintomatica, hasta un cuadro
severo de fiebre hemorragica, llegando incluso a producir el sindrome de choque
por dengue. Se estima que cerca de 3,600 millones de personas estan en riesgo
de contraer dengue alrededor del mundo con 390 millones de casos de infeccién
cada afio (Murugesan et al., 2020).

El diagndstico preciso en etapas tempranas de la enfermedad es de suma
importancia tanto para el manejo clinico de la enfermedad, como para establecer
las medidas de control y vigilancia epidemioldgica de la enfermedad. El dengue
puede diagnosticarse por medio de los signos clinicos de la enfermedad, sin
embargo, las manifestaciones clinicas facilmente se pueden confundir con otras
enfermedades infecciosas como leptospirosis, malaria y fiebre tifoidea entre

otras; asimismo, la infeccion por dengue también puede diagnosticarse a traves
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de pruebas seroldgicas que detectan anticuerpos tipo IgG e IgM dirigidas contra
proteinas especificas para cada genotipo del dengue o también, a través de
pruebas moleculares como las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que amplifican fragmentos de genes especificos del virus (Gulati and
Maheshwari, 2012; Rafaat et al., 2019).

Actualmente, no se cuenta con disponibilidad de una terapia antiviral
especifica ni eficiente para tratar la infeccion producida por el virus del dengue.
Recientemente Sanofi Pasteur desarroll6 la primera vacuna contra el dengue, la
vacuna Dengvaxia (CYD-TDV), aprobada y comercializada a partir del afio 2015
en 20 paises, sin embargo, debido a problemas de eficacia y seguridad, su uso
esta restringido a personas con evidencia seroldgica al virus y en el grupo de
edad de alto riesgo entre 9 y 45 afios (Herrera, 2021).

Con base en lo anterior se plante6 como objetivo la deteccion
molecular de virus del dengue en mosquitos (Aedes aegypti y Aedes

albopictus) en Mexicali, Baja California.



REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas y estructura del virus del dengue

El dengue es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo, es
producida por el virus del dengue (DENV). El dengue se transmite por la picadura
de mosquitos del género Aedes, de los cuales Aedes aegyptiy Aedes
albopictus se reconocen como los principales vectores de esta familia de virus en
la mayoria de las zonas endémicas del planeta (Ferede et al., 2018; Kamal etal.,
2018; Udayanga et al., 2018). El DENV es capaz de generar enfermedad en
humanos de todas las edades (Tsang et al., 2019); la enfermedad puede generar
un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que puede ir desde un cuadro
leve similar al de la gripe conocido como fiebre por dengue (FD), hasta un cuadro
severo con sintomatologia de fiebre hemorragica, conocido como sindrome de
choque por dengue (SCD) (Guzman et al., 2016). Dentro de los signos tipicos
gue se pueden manifestar en la FD se encuentra la fiebre, dolor de cabeza
intenso, dolores articulares, vémito y erupciones cutaneas, por otro lado, el SCD
es potencialmente mortal ya que pueden ocurrir hemorragias graves, debido
principalmente a una disminucion severa en el nUmero de plaquetas y el deterioro
de 6rganos (CDC, 2021).

Con el propdésito de establecer criterios clinicos uniformes y mas sencillos
gue proporcionen un enfoque global estandarizado para la clasificacion de la
enfermedad, en 2009, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) modificé los

criterios para el manejo clinico del dengue y las clasificaciones existentes de la



infeccion por este virus, sustituyendo al cuadro de Fiebre hemorragica (FHD) y el
sindrome de choque como dengue con o sin signos de alarma y dengue grave

(OMS/TRD, 2009).

Estructura del virus del dengue
El  virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae,

género Flavivirus, que consta de cuatro genotipos virales (DENV1 - DENV4). El
DENV posee un genoma de ARN de banda sencilla y polaridad positiva con una
longitud promedio de 11,000 nucledtidos que codifica para tres proteinas
estructurales: Capsula (proteina C), prm/Membrana (proteina M) y Envoltura
(proteina E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5). Los cuatro genotipos de esta familia de virus comparten
aproximadamente el 65% de su secuencia de aminoacidos (Guzman et al., 2010,
Murugesan et al., 2020) (Fig. 1), lo cual hace dificil predecir el resultado de una
infeccion, ya que la infeccibn por un genotipo del virus confiere inmunidad
especifica del genotipo, sin embargo, existe un mayor riesgo de desarrollar
dengue grave en una segunda infeccion por un genotipo diferente (Halstead,
2002, Simmons et al., 2012). La proteina C (11kDa) forma la capside que
envuelve al genoma, y esta rodeada por una bicapa lipidica en la que se incrustan
las proteinas prm/M y E (Wilder-Smith et al., 2019), la proteina precursora de
membrana prm (26 kDa) se encuentra presente en los viriones inmaduros, la
transduccion de esta proteina da como resultado, la proteina M (8kDa), ambas
participan en la maduracion del virus (Li et al., 2008). La proteina E, tiene un peso

molecular de 50 kDa, es crucial para la unién y fusién del virus a la membrana de



la célula del huésped y contiene los epitopos necesarios para la neutralizacion
por los anticuerpos que se formaran después de la infeccion (Zhang et al., 2004,
Velandia y Castellanos, 2011). Las proteinas no estructurales desde NS1 a NS5
participan en la replicacion viral ya que juegan un papel importante en la
interaccion con las proteinas del huésped necesarias para la replicacion exitosa

del virus (Dwivedi et al., 2017).
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Figura 1. Estructura del virus del dengue.

La proteina no estructural 1 (NS1) (45 a 55 kDa), es la Unica proteina no
estructural que puede expresarse de diferentes formas, dentro del citosol, unida
a la membrana celular y secretada como hexdmero. La NS1 en su forma
intracelular esta involucrada en la replicacion viral (Muller and Young, 2013), la
NS1 expresada en la membrana celular esta involucrada en los procesos de
transduccion de sefales (Jacobs et al., 2000), por ultimo, la NS1 secretada
(sNS1), interactia con el sistema de complemento y puede permitir que el virus

del dengue evite el sistema inmune. Finalmente, se utiliza como un biomarcador



para el diagnostico de la enfermedad en etapas tempranas (Muller and Young,
2013). La NS2A (22 kDa), esta involucrada en los procesos de ensamblaje y
replicacion viral. Mediante mecanismos que no estan bien definidos, establece si
el ARN mensajero sirve como plantilla para la replicacion viral o si es envuelto
para ser utilizado en el ensamblaje de un nuevo virion. NS2B (14 kDa) es un
cofactor de la proteasa NS3 (Huang et al., 2011). La NS3 (69 kDa) es una
proteina multifuncional, bien caracterizada de actividad catalitica, involucrada en
funciones de trifosfatasa y helicasa durante la sintesis de ARN viral y proteccion
respectivamente (Bollati et al., 2010). La NS4A (16kDa) es una proteina integral
hidrofoba que esta involucrada en la formacion de vesiculas. La NS4B (30 kDa)
es supresora de la sefial del interferon beta e interferon gamma (Miller et al.,
2007). La NS5 (105 kDa) es la unica que tiene actividad polimerasa y
transcripcion de ARN, bloqueo de interferén y metiltransferasa involucrada en la
proteccion del ARN viral (Kroschewski et al., 2008).

Transmision y caracteristicas de los vectores del dengue

El ciclo de transmisién selvatico del virus del dengue tiene lugar en areas
selvaticas de Sudeste Asiatico y Africa Occidental y se transmite por medio de
los vectores Aedes luteocefalo, Aedes furcifer, Aedes taylori y Aedes niveus
donde los primates no humanos son los huéspedes de amplificacion y reservorio
del virus (Diallo et al; 2003). En la actualidad los cuatro genotipos del virus del
dengue estan ampliamente distribuidos en zonas domeésticas y peri-domésticas
de los trépicos, en un ciclo de transmision humana por medio de la picadura de
los mosquitos hembra del género Aedes, principalmente Aedes aegypti y Aedes

albopictus (Gubler, 2002). El mosquito Aedes aegypti habita comiunmente areas



urbanas de zonas tropicales, lo que le permite estar estrechamente relacionado
con el humano, considerandose un vector altamente domesticado. Aedes aegypti
se alimenta principalmente de humanos y su adaptacion le ha permitido
reproducirse y desarrollarse en recipientes de agua artificiales, mientras que
Aedes albopictus es un vector que habita principalmente zonas rurales y
periurbanas, alimentandose del hombre y otros animales domésticos y silvestres
(Powell and Tabachnick 2013; Murray et al., 2013; Gubler, 2014).

La transmision transovarica o transmision vertical en zonas endémicas del
virus, podria ser la pieza clave del mantenimiento del virus del dengue en
periodos inter epidémicos (Angel and Joshi, 2008). La transmision no vectorial ha
sido reportada como resultado de accidentes de laboratorio, transfusion
sanguinea, trasplante de médula ésea o trasplante de 6rganos, sin embargo, este
tipo de transmisién es mas probable en zonas no endémicas de la enfermedad,
situacion que puede estar relacionado a algun viajero que regresa de una zona
endémica (Chen and Wilson, 2016).

Las condiciones ambientales 6ptimas para el desarrollo de Aedes aegypti
incluyen una temperatura entre 20 y 35 °C (Morin et al., 2013). El incremento en
la temperatura beneficia el proceso de desarrollo de los mosquitos en un
fendmeno conocido como periodo de incubacion extrinseco y que beneficia la
transmision del dengue (Ciota et al., 2019), mientras que en climas frios
practicamente se detiene el desarrollo y actividad del mosquito, asi como el
periodo de incubacion extrinseco del virus dentro de Aedes aegypti (Vezzani et
al., 2004, Eisen et al., 2014), mientras que el vector Aedes albopictus soporta

mejor ambientes con bajas temperaturas (Rey and Lounibus, 2015).



El mosquito sano del género Aedes aegypti o Aedes albopictus se infecta
del virus del dengue, cuando se alimenta de un humano infectado en la fase de
viremia de la enfermedad. Durante el periodo de incubacidn extrinseca, el virus
infecta primero las células del intestino medio y luego se disemina para replicarse
en multiples tejidos, infectando finalmente las glandulas salivales entre 5-12 dias
después, en un proceso que esta influenciado por la temperatura ambiente, el
genotipo viral y la competencia del mosquito. Una vez que las glandulas salivales
son infectadas, el mosquito se vuelve infeccioso y capaz de transmitir el virus a
otra persona durante la siguiente alimentacién con sangre, el cual sera portador
del virus y podra o no manifestar un cuadro clinico de la enfermedad (Gubler,
2014). EI mosquito sigue siendo infeccioso de por vida y puede infectar a todas
las personas de las que se alimenta (OMS/TDR, 2009).

La eficiencia de la transmision del virus del dengue depende en buena
medida de una carga viral alta presente en la sangre ingerida del hospedero
portador para que el virus del dengue se encuentre en nimero suficiente para
sobrevivir los mecanismos de defensa del artropodo vector y suficientes
particulas virales logren atravesar las barreras del intestino medio y produzcan la
infeccion primaria y posterior desplazamiento y replicacion en los tejidos de las
glandulas salivales (Scott et al., 1990; Turell et al., 2006). EIl microbioma del
intestino medio del mosquito vector juega un papel importante en la diseminacion
y transmision de bacterias patdgenas, parasitos o arbovirus, esto debido a que la
presencia de bacterias en el intestino medio altera los mecanismos de inmunidad
innata del vector o modulan su metabolismo, lo que puede influir en la trasmision

del virus (Hilgenboecker et al., 2008).



Epidemiologia
La enfermedad producida por el virus del dengue es un problema de salud

publica en paises de regiones tropicales y subtropicales, sin embargo, el dengue
se ha extendiendo continuamente a nuevas areas geograficas (OMS, 2012,
Cucunawangsih y Lugito, 2017), lo anterior, debido a factores como el
comportamiento humano (expansion geogréfica), factores ecoldgicos (cambio
climatico, adaptacion del vector) y factores virales (evolucion viral) que conforman
un ambiente Optimo para el desarrollo adecuado del vector y el virus (Chen y
Vasilakis, 2011), lo que trae como consecuencia un incremento en la incidencia
del dengue, las epidemias y aumenta la probabilidad de que se presenten formas
mas graves de la enfermedad producida por el virus del dengue (Murray et al.,
2013), lo cual se encuentra estrechamente relacionado con la co-circulacion de
mas de un genotipo del virus del dengue en la misma region (Secretaria de Salud,
2021).

Situacioén epidemioldgica de dengue a nivel mundial

En los ultimos afios se ha registrado un incremento en la incidencia del
dengue en todo el mundo. Debido a que el dengue es una enfermedad que puede
presentarse de manera asintomatica o con sintomas leves, sumado a las
limitantes para establecer el diagnostico de la enfermedad, se estima que el
namero real de casos de dengue es superior al notificado (Waggoner et al., 2016).
Actualmente la enfermedad es endémica en mas de 100 regiones alrededor del
mundo, siendo la region de las Ameéricas, Asia Sudoriental y el Pacifico

Occidental los mayormente afectados (OMS, 2022).
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El nimero de casos de dengue notificados a la OMS alrededor del mundo
se ha multiplicado considerablemente durante las dos ultimas décadas, pasando
de 505,430 casos en el afio 2000 a mas de 2.4 millones de casos en 2010y 5.2
millones en 2019, siendo este el afio que se registraron el mayor niamero de
casos a nivel mundial. En 2020 y 2021, el nimero total de casos parece haber
disminuido, asi como las muertes notificadas, sin embargo, no se cuenta con
cifras exactas, debido a que la pandemia por COVID-19 obstaculizé la
notificacion de casos en las distintas regiones (OMS, 2022).

Situacion del dengue en América

En la regidon de América, el dengue es la arbovirosis que causa el mayor
namero de casos, con epidemias que ocurren de manera ciclica cada 3 a 5 afios
(OPS, 2021), el numero de casos notificados en el afio 2000 fue de alrededor de
400,000 (OMS, 2022), mientras que, en el afio 2013, se registr6 un brote
epidémico con 2.3 millones de casos notificados de los cuales 37,898 fueron
reportados como dengue grave y se presentaron 1,318 muertes (OPS, 2014). Asi
mismo, se reporto la circulacion simultanea de los cuatro serotipos del virus del
dengue en 11 paises de la region de América. En el afio 2019 se reportd el mayor
namero de casos con 3.1 millones de casos de dengue, de los cuales, 28,203
fueron reportados como dengue grave y se notificaron 1,773 defunciones. En el
afio 2021 se reportaron alrededor de 20,368 casos de infeccion por el virus del
dengue en la region de América, donde Nicaragua reporté el mayor numero de
casos con 4,297, seguido de Colombia con 4,118 casos, Paraguay con 3,790
casos; mientras que en México y Ecuador se reportaron 1,951 y 1,670 casos,

respectivamente (OPS, 2021).



11

La region de América Latina se encuentra permanentemente afectada por
Aedes aegypti, favoreciendo la transmision del dengue gracias a la
compatibilidad para el vector con el clima tropical y a la circunstancia de que
frecuentemente, los recursos para personal de salud e infraestructura médica,
asi como los programas de control de vectores se encuentran limitados
(Rodriguez-Morales et al., 2016; Lippi et al., 2019).

Situacién epidemiolégica del dengue en México

El dengue sigue presentando un patron ciclico, donde aproximadamente
cada 5 afios ocurre un incremento en el nimero de casos debido principalmente
a la introduccion de una nueva cepa/serotipo del virus del dengue, seguido de un
periodo de disminucion de casos (OPS, 2021). En México, se presentaron brotes
producidos por el virus del dengue en los afios 2007, 2009, 2012 y 2013. A partir
del afio 2014 y hasta 2018 se presentd un periodo con una reduccion en los casos
de dengue con un total de 11, 593 casos confirmados con 7, 972 como dengue
no grave, 2, 823 reportados como dengue con signos de alarma y 798 como
dengue grave, sin embargo, recientemente en 2019, se present6 un nuevo brote
epidemioldgico por el virus el dengue en México, dando como resultado que para
el periodo comprendido de 2000 a 2019 se presentaron mas de 518,000 casos

confirmados por dengue (Arredondo- Garcia et al., 2020).

Respuesta inmune celular
La respuesta inmune celular mediada por las células T CD8+ y CD4+, es

uno de los componentes mas importantes en la inmunidad especifica contra el
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virus del dengue (Rothman, 2011), con una respuesta solida contra las proteinas
virales, particularmente contra los epitopos de NS3 (Duangchinda et al., 2010).
Diversos estudios in vitro han proporcionado evidencia de que la respuesta
inmune mediada por células T en una infeccion secundaria heterdloga por el virus
del dengue, pueden causar un fendmeno llamado pecado antigénico original, el
cual consiste en la activacion de células T de menor avidez por el genotipo
infectante, pero reaccionan mejor contra genotipos previamente infectantes
(Mathew and Rothman, 2008). Durante una infeccion primaria, se producen
células Ty células T de memoria de reaccion cruzada. Al producirse la infeccién
secundaria con un genotipo heterdlogo, las células T CD8+ altamente reactivas
con avidez por la infeccion secundaria por el virus del dengue se activan
masivamente e inducen una gran produccion de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias como IFN-y TNF-q, IL-13, y en menor cantidad IL-10. Ademas,
se expanden los linfocitos T CD8+ de baja avidez que producen reactividad
cruzada. Las células T CD8+ de reactividad cruzada contra genotipos heterdlogos
pueden perder su actividad citolitica (Martina, 2009). Esto puede retrasar la
eliminacién del virus del dengue, prolongar la activacion de las células T CD8+
de reactividad cruzada e inducir un alto nivel de citoquinas proinflamatorias y
otros factores solubles. En conjunto, estos factores afectan a la permeabilidad
vascular, lo que conduce a una mayor incidencia de dengue grave

(Mongkolsapaya et al., 2003).
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Respuesta humoral y respuesta dependiente de anticuerpos

La patogenia de la infeccion por el virus del dengue y las manifestaciones
graves del dengue es muy compleja y no se comprende por completo (Sellahewa,
2013), la interaccion de varios factores, como el genotipo viral, los antecedentes
genéticos del huésped, la respuesta inmunitaria a infecciones previas por
dengue, influyen mucho en el resultado y la gravedad de la enfermedad (Dussart
et al., 2012, Halstead, 2019).

La respuesta inmune celular juega un papel muy importante en el control
de la infeccion por el virus del dengue, la cual genera una respuesta rapida y
potente, principalmente contra la proteina E, prM y las proteinas no estructurales
NS3, NS5 y NS1 (Valdes et al., 2000). La infeccién primaria por un genotipo
proporciona una inmunidad de por vida contra ese genotipo especifico, pero solo
inmunidad transitoria contra otros genotipos (Endy et al., 2004). La reinfeccion o
segunda infeccidbn por un genotipo heterogéneo, puede dar lugar a
manifestaciones clinicas mas graves, como fiebre hemorragica del dengue vy el
sindrome de choque por dengue. Debido a una respuesta dependiente de
anticuerpos (ADE), que es causado cuando el virus de una infeccion secundaria
es reconocido por anticuerpos (IgG), pero no neutralizado, por anticuerpos
generados en la infeccion previa por un genotipo distinto, los cuales a su vez
facilitan su internalizacion en las células diana del DENV (monocitos, macréfagos
y células dendriticas) usando el receptor Fcy (Mathew and Rothman, 2008,
Guzman et al., 2013, Caceres et al., 2019). Esto puede llegar a presentarse en
nifios lactantes que han recibido inmunidad pasiva de la madre (Garcia-Campos

et al., 2010). Se cree que se debe a la reaccién cruzada de los anticuerpos
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especificos dirigidos contra la proteina E y la prM que contribuyen al desarrollo
de la enfermedad grave del dengue al facilitar el aumento de la infeccion
dependiente de anticuerpos (Da Silva et al.,, 2012), esto debido a que los
anticuerpos especificos de reaccion cruzada de la proteina E, al superar cierto
umbral de concentracion son capaces de brindar proteccion, pero con el paso del
tiempo, disminuye la concentracion, volviendo al individuo susceptible de la
infeccion con otros genotipos del virus (Whitehorn y Simmons, 2011). Mientras
gue estudios in vitro han demostrado que los anticuerpos anti-prM de reaccion
cruzada con otros genotipos del dengue, incluso en concentraciones altas no
logran neutralizar el virus del dengue, pero si pueden potencializar la ADE
(Dejnirattisai et al., 2010, Beltramello et al., 2010). La proteina NS1 se considera
responsable de la mayoria de las caracteristicas fisiologicas del dengue grave
(Halstead et al., 2019), de igual manera se ha demostrado que la reaccion
inmunologica generada por la presencia del anticuerpo especificos anti-NS1 esta
involucrado en la patogenia del virus, debido a la liberacion exacerbada de

citosinas y quimiocinas por parte del endotelio celular (Bhatt et al., 2021).

Métodos convencionales para la deteccién del virus del dengue

Un diagnéstico ideal para el virus del dengue debe ser rapido, simple, de
alta sensibilidad y especificidad, de preferencia capaz de diferenciar entre una
infeccion primaria y una secundaria (Peeling et al.,, 2010). El dengue puede
diagnosticarse por medio de los signos clinicos de la enfermedad, sin embargo,

las manifestaciones clinicas facilmente se pueden confundir con otras
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enfermedades infecciosas como leptospirosis, malaria, influenza, chikungunya y
fiebre tifoidea entre otras (Hunsperger et al., 2016); por lo tanto, es de suma
importancia la confirmacion por medio de métodos diagndsticos de laboratorio
(Muller et al., 2017). Los métodos convencionales para la deteccion del virus del
dengue por laboratorio se basan en pruebas serologicas que detectan
anticuerpos especificos tipo IgM e IgG o el antigeno viral NS1, y también por
medio de pruebas moleculares a través de reaccioén de cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR) (Rafaat et al., 2019, Kabir et al., 2020). La
eleccion del método diagndstico depende de la etapa clinica del paciente con
dengue, la identificacion del antigeno NS1 y las pruebas moleculares como los
RT- PCR, son recomendadas durante la etapa febril cuando el paciente es
virémico, las pruebas seroldgicas son utilizadas a partir de que la viremia
desciende ya que coincide con la posibilidad de detectar anticuerpos especificos

del dengue (Halstead, 2007, Andries et al.,2015).

Diagnastico clinico

Con el propésito de establecer criterios clinicos uniformes y mas sencillos
gue proporcionen un enfoque global estandarizado para la clasificacion de la
enfermedad, en 2009, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) modificé los
criterios para el manejo clinico del dengue y las clasificaciones existentes de la
infeccion por este virus, sustituyendo al cuadro de Fiebre hemorragica y el
Sindrome de choque como dengue con o sin signos de alarma y dengue grave

(OMS/TRD, 2009) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Criterios clinicos para la clasificacion del dengue en humanos.

Dengue sin signos de

alarma

Dengue con signos de

alarma

Dengue severo

Probable dengue:

Vivir o haber viajado a
areas de dengue
epidémico.

Fiebre mas 2 de los
siguientes criterios:

Nauseas
Vémito
Sarpullido
Achaques
Positivo a la
prueba del
torniquete
Leucopenia
Cualquier signo
de alarma

Con signos de alarma:

Requiere observacion y
atencién médica.
e Sensibilidad o

dolor abdominal
Vomito
persistente
Sangrado de
mucosas
Letargia,
inquietud
Agrandamiento
de higado (2cm)
Acumulacion de
liquido

Laboratorio:
aumento del
hematocrito
concurrente con
una rapida
disminucién del
recuento
plaguetario.

1.Pérdida grave de
plasma que conduce a:
e Choque
e Acumulacion de
fluidos con
distrés
respiratorio.

2.Sangrado severo

3.Afectacion severa de
organos:
e Dario hepatico
importante (AST
0 ALT<=1000
U/L)
e SNC.: consciencia
alterada
e Corazony otros
organos

(Adaptado de OMS, 2009).

Se debe considerar al dengue como posible causa de enfermedad en un

paciente con una sintomatologia clinicamente compatible, que vive o ha viajado

recientemente a una zona endémica de la enfermedad dentro de las dos

semanas anteriores a la aparicion de los sintomas. Todos los pacientes con

sospecha clinica de dengue deben recibir un tratamiento adecuado para reducir
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el riesgo de complicaciones derivadas del aumento de la permeabilidad vascular,
la fuga de plasma y el dafio generalizado de 6rganos, sin esperar a recibir los

resultados de las pruebas de diagnéstico (CDC, 2021).

Diagnastico serolégico

Las pruebas serolégicas son utilizadas ampliamente sobre todo en zonas
endémicas de la enfermedad y en paises con recursos limitados, ya que son
econdmicas Yy faciles de manejar. Las pruebas mas utilizadas actualmente son
las ELISA, para la deteccién anticuerpos IgM e IgG, el antigeno no estructural
(NS1), asi mismo en los ultimos afios se han desarrollado pruebas de diagnostico
rapido, se utilizan comuinmente para la deteccion de DENV debido a su
simplicidad y rapidez (Parkash y Shued, 2015, Blacksell, 2012). Las pruebas
disefiadas para detectar el antigeno NS1, especifico del dengue o los anticuerpos
tipo IgM, se encuentran entre los métodos de diagnéstico mas comunes utilizados
para la deteccion de la infeccion por el virus del dengue (Parkash y Shued, 2015).
Las pruebas de flujo lateral son rapidas y tardan entre 10 y 30 minutos en
completarse, aunque tienen menor sensibilidad y especificidad que las pruebas
ELISA y muestran reactividad cruzada con otros flavivirus (Suzuki et al., 2017).
Por otra parte, los sistemas ELISA requieren equipos costosos para su analisis y

automatizacion (Liu et al., 2020).

Pruebas ELISA basadas en IgM
Durante una primera infeccion por dengue, la IgM es la primera en aparecer, se

produce cinco dias después de presentar sintomas y alcanza su pico maximo
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aproximadamente dos semanas después, puede persistir en circulacion de 2 a 3
meses, durante una segunda infeccion los niveles de IgM se mantienen bajos,
mientras que los niveles de IgG se elevan (OMS/TDR, 2009, Chanama et al.,
2004). Generalmente, las pruebas ELISA disponibles comercialmente que
detectan anticuerpos tipo IgM muestran niveles de sensibilidad que van desde
61.5 - 99.0% y niveles de especificidad entre 79.9 — 97.8%. Las pruebas de flujo
lateral reportan niveles de sensibilidad mas bajas que van de 20.5 al 97.7% y
niveles de especificidad del 76.6 al 90.6%. Las principales desventajas de las
pruebas que detectan anticuerpos tipo IgM son su reactividad cruzada y la

incapacidad para identificar el serotipo viral especifico (Hunsperger et al., 2009).

Pruebas ELISA basadas en NS1
El antigeno no estructural NS1 juega un papel importante en la replicacion del
DENYV en la célula huésped. El antigeno se produce y se descarga en el torrente
sanguineo de los pacientes infectados y es considerado como un biomarcador
esencial para detectar la infeccidon por flavivirus en etapas tempranas (Chan et
al., 2017; Kabir et al., 2020). Actualmente, existen al menos siete pruebas para
detectar el antigeno NS1 disponibles comercialmente y cuatro de ellas son
pruebas rapidas (Pal et al., 2014; Trojanek et al., 2016). Las siete pruebas son:
Dengue NS1 Ag STRIP (BioRad, Marnes-la-Coquette, Francia), Platelia Dengue
NS1 Ag ELISA (BioRad), Dengue NS1 Detect Rapid Test (InBiosInternational),
DENV Detect NS1 ELISA (InBios International), Panbio Dengue Early Rapido

(Alere, Waltham, WA, EUA.), Panbio Dengue Early ELISA (22 generacion (Alere)
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y prueba rapida SD Bioline Dengue NS1 Ag (Abbott, Abbott Park, IL, EUA.)

(Blacksell et al., 2012; Pal et al., 2014).

El dispositivo Detect NS1 ELISA (InBios International) es el Unico producto
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en el mercado y reporta una
sensibilidad del 95.9%, lo que lo convierte en el producto superior entre sus pares
(89.4% de BioRad y 85.6% de Panbio) (Anderson et al., 2014), asi como una

especificidad de 100% (Gaikwad et al., 2017).

Pruebas ELISA basadas en IgG
Los anticuerpos especificos del dengue tipo IgG, durante la primera infeccion se
incrementan lentamente, apenas son apreciables al final de la primera semana
después de presentarse los sintomas, en el caso de una segunda infeccion, los
niveles de IgG se incrementan drasticamente y pueden ser detectables incluso
en la fase aguda (OMS/TDR, 2009). Blacksell et al. (2012), realizaron un estudio
comparativo de siete sistemas ELISA comerciales, entre las cuales se
encontraban las dirigidas contra IgG, de las comparfias Standard Diagnostics
(Sedl, Corea del Sur) y Panbio Inc. (Brisbane, Australia ahora Alere Inc.,
Waltham, WA, EE. UU.). Obteniendo como resultados una sensibilidad del 81.2%
y 63.5% y especificidad del 39.8% y 95.3% respectivamente. Se concluyo que las
pruebas que detectan IgG no son suficientes para establecer un diagnostico en
la etapa temprana de la enfermedad, comprobando que la ELISA que detecta
anticuerpos tipo IgM y la proteina NS1 del virus del dengue son mas utiles para

establecer el diagnostico de una infeccion aguda.
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Existen ademas otros dispositivos ELISA que detectan anticuerpos tipo IgG de
empresas como Inbios (Seattle, WA, EE. UU.), Abcam (Cambridge, MA, EE. UU.)
y Euroimmum (Lldbeck, Alemania). En un estudio donde se comparo el
desempeiio de estos dispositivos se observé que las pruebas que detectan
anticuerpos tipo IgG tenian una alta tasa de falsos positivos y una alta reactividad
cruzada (Lee et al., 2019). Debido a la reactividad cruzada con otros anticuerpos
IgG producidos contra distintos flavivirus, es dificil determinar un caso de
enfermedad empleando sélo pruebas basadas en la deteccion de anticuerpos

tipo 1gG (Calvert et al., 2018).

Pruebas basadas en la amplificacion de acidos nucleicos

Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (NAAT), son pruebas
moleculares que requieren de la extraccion de &cidos nucleicos de las muestras,
sus resultados pueden ser tanto cuantitativos como cualitativos y pueden
utilizarse para la serotipificacion del virus, presentan mayor precision y
sensibilidad que las pruebas seroldgicas, lo que permite una deteccion de la

infeccion en fase aguda (Kabir et al., 2021).

Pruebas basadas en la deteccion de técnicas de reaccion en

cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
En la actualidad, los métodos moleculares encuentran amplias aplicaciones en el
diagndstico e investigacion de virus patdogenos, siendo el método de PCR uno de

los métodos mas utilizados (Artika et al., 2020). La invencion de la técnica de



21

PCR revolucion6 el mundo de la biologia molecular y es hasta la fecha una
herramienta fundamental en laboratorios de investigacion (Rathakrishnan y
Sekaran, 2013). La evolucion de la técnica de PCR convencional dio lugar a el
desarrollo de la técnica RT-PCR, reaccidbn en cadena de la polimerasa

cuantitativo (g-PCR) y RT-PCR/g-PCR combinados (Singh et al., 2014).

Con laincorporacion de la transcriptasa reversa (RT), fue posible la transcripcion
del ARN viral obtenido de muestras de sangre, plasma, orina y suero a ADN
complementario (ADNc) seguido de la amplificacion (Rathakrishnan y Sekaran,
2013). Una de las técnicas mas utilizadas en el diagnéstico del dengue era la de
PCR anidado, la cual inicia con la transcripcién inversa y amplificacion utilizando
cebadores de una regidn conservada del genoma del virus del dengue, seguida
de la segunda etapa que es la de amplificacion utilizando un cebador especifico
de cada genotipo del dengue, los productos de la reaccion son separados por
electroforesis, lo que permite diferenciar entre los genotipos del virus del dengue

(Lanciotti et al., 1992, Guzman et al., 2010).

Pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real o
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
La técnica RT-PCR fue considerada la prueba de oro para la deteccion de acidos
nucleicos de una variedad de patdégenos, sin embargo, el desarrollo de la técnica
de PCR en tiempo real tuvo mejor aceptacion debido a sus niveles de
sensibilidad, rapidez y el menor riesgo de contaminacion (Mackay et al., 2002,

Wang and Gubler, 2018). EI PCR en tiempo real es una técnica que se utiliza
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para medir cuantitativamente las cantidades iniciales de ADN, ADNc o ARN de
una muestra, es un proceso que se lleva a cabo en un solo paso, eso quiere decir
gue el andlisis se lleva a cabo al mismo tiempo de la reaccién, esto se logra
gracias a los fluoréforos que reaccionan con el producto de amplificacion y hacen

posible su medicién con un instrumento (VanGuilder et al., 2008).

Actualmente se han disefiado distintas plataformas de RT-PCR para la
deteccién y la genotipificacion de DENV, pero solo hay dos plataformas que
recientemente han sido aprobadas por la FDA: el ensayo multiplex de RT-PCR
en tiempo real CDC DENV 1-A y el Triplex RT-PCR (Santiago et al., 2013;
Santiago et al., 2018).

El ensayo multiple CDC DENV-1-4 RT-PCR en tiempo real es utilizado
para la deteccién e identificacién de los cuatro genotipos del virus del dengue de
muestras de suero y plasma de pacientes que presentan signos y sintomas
compatibles con la infeccién por dengue. El ensayo multiplex CDC DENV-1-4 RT-
PCR en tiempo real se puede ejecutar de forma separada o en formato multiplex,
ambos formatos proporcionan la misma sensibilidad (CDC, 2021).

Santiago et al., (2013) realizaron un estudio retrospectivo con 102 casos
de dengue confirmados por seroconversion de anticuerpo tipo IgM anti-DENV en
muestras de pacientes convalecientes, el ensayo RT-PCR detect6 ARN de DENV
en el 98.04% de las muestras agudas. Utilizando la secuenciacion como
indicador positivo, el ensayo RT-PCR tuvo una concordancia positiva del 97.92%
en 86 pacientes con sospecha de dengue con una sola muestra de suero agudo

y una concordancia negativa del 100%. Después de extensas validaciones, el
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rendimiento del ensayo RT-PCR, no produjo resultados falsos positivos para
agentes etiologicos de otras enfermedades febriles y no se vio afectado por
niveles patolégicos de biomoléculas potencialmente interferentes. Estos
resultados indican que el ensayo CDC DENV-1-4 RT-PCR proporciona una
plataforma de diagnostico confiable capaz de confirmar el dengue en casos
sospechosos.

Alm et al., (2015) realizaron un estudio donde describieron y validaron
ensayos de RT- PCR en tiempo real para cada genotipo en una sola reaccion y
su rendimiento se comparé con el ensayo CDC DENV 1-4 RT-PCR con 85
muestras de pacientes que presentaban dengue agudo. Obtuvieron como
resultado que los ensayos RT-PCR eran especificos para cada genotipo y
mostraron reaccion cruzada contra otros flavivirus, ademas, de las 85 muestras
confirmadas con dengue agudo se obtuvo el 100% de concordancia positiva con
la de CDC DENV 1-4 RT-PCR en formato singleplex, con lo cual concluyeron que
los ensayos RT-PCR son una alternativa a métodos ya existentes para la
genotipificacion del virus del dengue.

La co-circulacion de diferentes flavivirus en una sola area geografica
aumento la urgencia de un nuevo ensayo capaz de detectar multiples virus al
mismo tiempo sin empeorar el rendimiento diagnostico (Cleton et al., 2015).
Como respuesta a los desafios de diagnéstico presentados por la epidemia del
virus del Zika (ZIKV), los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) desarrollaron el ensayo Trioplex RT-PCR en tiempo real

para la deteccion simultanea de ARN del virus ZIKV, DENV y Chikungunya
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(CHIKV) en suero humano, o en sangre completa en acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Santiago et al., 2018).

En un estudio realizado por Colombo et al.,, (2019) se analizo el
rendimiento diagndstico del ensayo de RT-PCR en tiempo real Trioplex para
determinar la sensibilidad, especificidad y precision del método. EI método
multiplex mostré6 que la prueba presenta una sensibilidad del 95% y una
especificidad del 100%, por lo que se concluyo que el ensayo Trioplex es de gran

utilidad para el diagndstico con precision de casos de dengue.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es una enfermedad viral, epidémica, transmitida principalmente
por mosquitos Aedes aegypti. Actualmente, el dengue es la enfermedad
transmitida por artropodos mas importante a nivel mundial en términos de
morbilidad e impacto econémico, sobre todo en paises en desarrollo (Harapan et
al., 2020). Los primates, incluido el hombre, son el hospedero principal del virus
del dengue donde mantiene un ciclo epidémico, pero se desconoce si este virus
es capaz de transmitirse, replicarse y mantenerse entre las distintas especies
animales que conviven con el hombre (Gwee et al., 2021). A la fecha no existe
en nuestro medio evidencia cientifica que confirme la presencia del dengue, ni
estudios sobre la competencia del virus en estas especies. En Baja California, la
Secretaria de Salud ha notificado casos de dengue desde el afio 2015, sin
embargo, se carece de evidencia cientifica sobre la presencia de Aedes aegypti
en la zona de Mexicali, Baja California, no obstante que investigaciones
realizadas en San Luis Rio Colorado, Sonora y el sur del estado de California,
EUA, han reportado la presencia de Aedes aegypti (Jones et al., 2016; Pless et
al., 2022). Por lo anteriormente expuesto, surge la necesidad de identificar y
clasificar las especies de mosquitos presentes en nuestro medio para confirmar
la presencia de Aedes aegypti y/o Aedes albopictus, principales vectores del
dengue, y posteriormente probarlas bajo RT-PCR para realizar la deteccion el

virus.



JUSTIFICACION

Los cuatro serotipos del dengue producen una de las enfermedades
transmitidas por artropodos mas importantes de distribucién mundial que afectan
al hombre. EIl virus es transmitido principalmente por mosquitos del género
Aedes. Factores como el crecimiento de la poblacion, la urbanizacion, el cambio
climatico y la domesticacion de sus vectores han favorecido la propagacion de la
enfermedad (OMS, 2022). Se sabe que los primates, incluyendo el hombre, son
los principales hospederos del virus del dengue, sin embargo, no existe en
nuestro medio evidencia cientifica sobre la capacidad del virus de replicarse y
mantener el ciclo infeccioso en otras especies animales. Recientemente se ha
reportado evidencia de infeccién por virus del dengue en aves, bovinos, equinos,
porcinos, roedores, caninos y otros animales, sin embargo, se requieren de mas
estudios en diferentes especies animales para comprender mejor el papel que
juegan como potenciales reservorios en la trasmision de esta enfermedad

(Gween et al., 2021).

En Baja California no se cuenta con evidencia cientifica que confirme la
presencia de las especies de mosquitos Aedes aegypti o Aedes albopictus, en la
zona de Mexicali. Este proyecto beneficiara al sector salud al generar informacion
cientifica sobre la presencia del vector, el virus del dengue, con lo cual se podran
disefiar e instrumentar medidas epidemioldgicas mas adecuadas para su control,

beneficiando indirectamente a la poblacion de Mexicali.



OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la presencia del virus del dengue en mosquitos Aedes aegypti y

Aedes albopictus en Mexicali, Baja California, México.

Obijetivos especificos
e Capturar e identificar taxondmicamente mosquitos del género Aedes

aegypti y Aedes albopictus, capturados en Mexicali, Baja California,
México.

e Disefiar, estandarizar e instrumentar una plataforma molecular de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real de transcripcion reversa que
amplifica un fragmento homdélogo del gen NS5 (RdRp) presente en los
cuatro genotipos del virus del dengue.

e Utilizar la plataforma de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real de transcripcién reversa para amplificar el ARN del virus del dengue a
partir de muestras de mosquitos presentes en Mexicali, Baja California,
México.

e Identificar la distribucion del dengue por sectores en Mexicali, Baja

California.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio
Se realiz6 un estudio epidemiologico de tipo transversal en la ciudad de

Mexicali, Baja California, México. Se muestrearon mosquitos Aedes aegypti, y
Aedes albopictus, fueron clasificados y sexados, para posteriormente analizar las
hembras y detectar Dengue. Todos los andlisis se realizaron en el Laboratorio de
Serologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV) de la
Universidad Autonoma de Baja California (UABC), ubicado en la carretera

Mexicali-San Felipe Km 3.5, Laguna Campestre, Mexicali, BC, México.

Duracion del estudio
Las etapas de trabajo de campo, clasificacion taxonémica y morfologica

de los mosquitos capturados, procesamiento de muestras y ejecucion de pruebas
de laboratorio se realizaron en el periodo comprendido de los meses de enero a

octubre de 2023.

Lugar de toma de muestra
Se realizaron colectas de mosquitos en 4 cuadrantes (noroeste, suroeste,

noreste y sureste) de Mexicali, Baja California. Los cuadrantes estan divididos
horizontalmente por el boulevard Adolfo Lopez Mateos y verticalmente por el
boulevard Lazaro cardenas. El cuadrante del noreste esta delimitado hasta la

calzada Heroico Colegio Militar, el noreste abarca hasta la calle Novena, el
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suroeste hasta la calzada Laguna Xochimilco y hacia el sur hasta la

carretera San Felipe y el sureste va hasta el fraccionamiento Condesa (Figura 2).

Figura 2. Cuadrantes de muestreo de mosquitos.

Criterios de inclusion y de exclusién
Se establecié como criterio de inclusion todo mosquito que sea identificado

y clasificado morfolégicamente como hembra de las especies Aedes aegypti y

Aedes albopictus como objeto de estudio para este proyecto.

Tamafio de muestra
Se realiz6 un muestreo por conveniencia donde se llevaron a cabo al

menos 3 muestreos en los cuadrantes seleccionados de Mexicali, Baja California.
Obteniendo un total de 4161 mosquitos, siendo 545 Aedes aegypti y ningun

mosquito Aedes albopictus.
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Metodologia
Captura y clasificacion de mosquitos

Se realiz0 la captura de mosquitos en los cuadrantes establecidos en el
Municipio de Mexicali, Baja California. Los sitios seleccionados para muestrear
se caracterizan por estar dentro de la zona urbana, puntos cercanos a areas
verdes y fuentes de agua lo que propicia a un ambiente ideal para un criadero de
mosquitos. La colecta se realizd una vez por mes en los diferentes puntos de
colecta, de enero a octubre de 2023. La captura se realizd6 mediante el uso de
una red de malla fina para uso entomoldgico, la cual se utiliz6 para capturar
mosquitos que se encontraban entre el pasto alto o volando, moviendo la red de
lado a lado en repetidas ocasiones (INDRE, 2009) y mediante la técnica de sebo
humano, la cual consiste en la exposicion desnuda desde las rodillas para abajo,
con la intencién de que el mosquito se pose para alimentarse, una vez que se
sienta la presencia del mosquito, para realizar su captura se requiere la ayuda de
un tubo colector (Secretaria de Salud, 2020). Los mosquitos capturados fueron
clasificados por especie y sexo siguiendo las metodologias para clasificacion
morfologica descritas por Rueda (2004) y por Ramberg (2017), donde mencionan
las caracteristicas claves para identificar al vector Aedes aegypti y Aedes
albopictus. Para fines de este estudio, se seleccionaron solo las hembras de
Aedes aegypti 0 Aedes albopictus. Posterior a su clasificacion, se realizé una
seleccion de los ejemplares mejor conservados (que su anatomia esté en
Optimas condiciones), finalmente se agruparon en 11 grupos totales (4 mosquitos
por grupo de la misma zona), en total se obtuvieron 4 grupos para el Noroeste, 2

Sureste, 3 Suroeste y 2 para el Noreste). Los tubos con los mosquitos
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seleccionados para el estudio, fueron almacenados a -20°C hasta el momento

del procesamiento para extraccion de ARN.

Extracciéon de ARN de mosquitos

La extraccion de ARN se realizo utilizando la técnica descrita por Armas y
colaboradores (2005); brevemente, los mosquitos son pulverizados después de
ser sometidos a ultracongelacion en nitrégeno liquido por 3 minutos,
reconstitucion en 500 pl de agua grado biologia molecular y repeticién del
procedimiento por un total de tres veces. Posteriormente, las muestras son
centrifugadas a 12,000 rpm para obtener un sobrenadante clarificado que
contiene al virus. Se utilizaron 200 pl del sobrenadante clarificado para la
extraccion de ARN. La extraccion se realizd empleando los juegos de reactivos
comerciales Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissues Module Kit de Bio
Rad (Hércules, California, USA), nimero de catalogo 7326830. EI ARN extraido
fue reconstituido en un volumen final de 30 ul empleando la solucion de
rehidratacion suministrada con los reactivos y ésta se almacend en congelaciéon

a -20°C hasta el momento de realizar las pruebas de RT-PCR en tiempo real.

Oligonucledtidos para la secuencia de un fragmento homologo de la NS5

polimerasa de los 4 genotipos del virus dengue

Para el disefio de los oligonucleétidos se utilizaron los programas

GenneRunner version 6.1, disponible en http://www.generunner.net/ y el

programa OligoCalc version 3.2, disponible en:

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. A partir de estos



http://www.generunner.net/
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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programas se disefiaron, evaluaron y seleccionaron los juegos de
oligonucledtidos que cumplen con las caracteristicas fisicas y quimicas de
longitud de 20-24 nucledtidos con un contenido de GC entre 35 y 60%,
manteniendo una temperatura de fusion entre 45-65 ° C, evitando repeticiones
>3 nucledtidos G o C continuos, y verificando que las secuencias positiva y
negativa no produzcan complementariedad y evitar la formacion de dimeros u
otro tipo de estructuras secundarias aberrantes.

Se utilizé la plataforma PCR en tiempo real con transcriptasa reversa para
la amplificaciéon del ARN correspondiente a la secuencia del gen NS5 de una
region homéloga para los cuatro genotipos de dengue, disponibles en las bases
de datos bajo los codigos DENV1: NC 001477.1, DENV2: NC 001474.2,
DENV3: NC_001475.2, DENV4: NC_002640.1. La plataforma de PCR en tiempo
real esta disefiada para generar un producto de amplificacion de 78 pares de
bases (pb) empleando el oligonucleétido de banda positiva con secuencia 5'-
GACTAGAGGTTAGAGGAGAC-3' y el oligonucledtido de banda negativa con
secuencia 3-AGACAGCAGGATCTCTGGTC-5’ (Cuadro 2).

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por Synbio Technologies (Nueva
Jersey, EUA), empacados y enviados liofilizados. Los oligonucleétidos fueron
reconstituidos con agua grado biologia molecular. Brevemente, los tubos con el
liofilizado se centrifugaron a maxima velocidad por 10 segundos; posteriormente,
dentro de la campana de flujo laminar, se agrega a cada tubo 10 veces el valor
de la concentracion en nanomoles (nM) referida por el fabricante para obtener

una concentracion estandar de 100 micromolar (UM). Los tubos se mezclaron en
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vortex por 30 segundos a maxima velocidad, incubados en refrigeracion a 4°C

por 60 minutos y mezclados nuevamente en vortex a maxima velocidad.

Cuadro 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos para un fragmento homologo

del gen de la polimerasa de los cuatro genotipos del dengue.

Gen Oligonucleo6tidos Amplicon Tm

Dengue virus
RdRp 78 nt 78.3°C

DENV1: Set 1:
NC_001477.1

DENV2: PolF1: 5- GACTAGAGGTTAGAGGAGAC -3’

NC_001474.2 PolR1: 3'- AGACAGCAGGATCTCTGGTC -5’
DENV3:
NC_001475.2
DENV4:
NC_002640.1

La concentracién de trabajo de los oligonucle6tidos reconstituidos fue de
10 pM para lo cual se hara una dilucion de la mezcla de la concentracion estandar
1:10 en agua grado biologia molecular y separada en alicuotas de 200 pl cada
una. Las soluciones estandar y las de trabajo de los oligonucleétidos se
almacenaron en congelacion a -20°C hasta el momento de las pruebas de RT-

PCR en tiempo real.

Estandarizacion para la prueba RT- PCR en tiempo real

Con el proposito de establecer las cantidades y concentraciones Optimas
de reactivos para las reacciones de PCR en tiempo real se prob¢ el juego de
oligonucledtidos por triplicado a 200 nM, 400 nMy 800 nM con 1 pl, 2 puly 3 pl de

ADN templete en un volumen total de reaccion de 20 pl, empleando una mezcla
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maestra formulada con el fluor6foro SYBR Green (Bio Rad, Hércules, CA, USA),

una tincién fluorescente de alta afinidad para ADN de doble banda (Cuadro 3).

Protocolo para la prueba RT- PCR en tiempo real

Los extractos de ARN obtenidos de los mosquitos fueron probados por
triplicado en un termociclador Bio Rad CFX96 (BioRad, Hercules, Carolina, EUA).
En cada corrida de RT-PCR en tiempo real se utilizaron tres controles positivos
de ARN, tres controles de mezcla maestra sin ARN templete, tres controles
negativos de agua grado biologia molecular y tres controles negativos con aire.
Los parametros de transcripcion reversa, desnaturalizacion, hibridacién y
extension se calcularon empleando la herramienta Protocol Autowriter de la
paqueteria CFX96, tomando en consideracion el tamafio del producto del PCR,
la secuencia de los oligonucledtidos y el tipo de enzima de la mezcla maestra.
Asimismo, para cada corrida se realiz6 el analisis de curva de disociacién a partir
de 80°C y hasta 95°C con incremento de 0.5°C para la identificacién de productos
de amplificacién de PCR especificos para cada gen analizado y poder discriminar

entre artefactos distintos a la amplificacién del templete de ADN esperado.
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Cuadro 3. Optimizacidon de reactivos, concentracion y volumen final para el

fragmento homologo gen polimerasa de los 4 genotipos del dengue.

Reactivo 200 nM 400 nM 800 Nm
Mezcla maestra 5.0 ul 5.0 ul 5.0 ul
Templete DNA 1-2-3 pl 1-2-3 pl 1-2-3 pl
Oligonucledtido

0.5 ul 1l 2 ul
Positivo
Oligonucledtido

0.5 ul 1l 2 ul
Negativo
H20 3-2-1 ul 2-1-0 ul 0-0-0 pl
Volumen final 10 pl 10 ul 10-12 pl

*El ADN templete fue agregado al final en una campana de seguridad

diferente.

Los resultados de las pruebas por RT-PCR en tiempo real fueron

considerados positivos cuando la muestra correspondiente logré una sefial

fluorescente de amplificacion por encima del valor de corte que la paqueteria

CFX96 calcul6 en cada corrida en un méaximo de 40 ciclos. Los resultados fueron

considerados negativos cuando la muestra correspondiente no logré desarrollar

una sefal fluorescente de amplificacién por encima del valor de corte en un

maximo de 40 ciclos.




RESULTADOS

Se colectaron un total de 4,161 mosquitos en 4 cuadrantes de Mexicali de
enero a octubre del 2023. Del total de moscos capturados, 545 (13.1%) fueron
clasificados con éxito como Aedes aegypti (Figura 3), y no se encontré evidencia

de mosquitos Aedes albopictus en estas zonas.
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Figura 3. Mapa de la distribucion de mosquitos del género Aedes aegypti en Mexicali,

Baja California.

De todos ellos 12 (2.2%) fueron capturados durante el mes de junio, 378
(69.3%) en el mes de septiembre y 155 (28.4%) durante el mes de octubre (Figura
4). Del total de moscos identificados como Aedes aegypti, 436 (80%) fueron

clasificados como hembras (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Mes y cuadrante donde se encontraron hembras Aedes aegypti.
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Cuadrantes Hembras Aedes aegypti
Junio Septiembre Octubre
Noroeste 0 170 31
Suroeste 10 20 0
Noreste 0 35 16
Sureste 0 110 44
Total 10 335 91
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Figura 4. Cantidad de mosquitos colectados por mes.
Resultados de la estandarizacion del RT-PCR en tiempo real para un fragmento
homaologo de la polimerasa NS5.

Los resultados de la amplificacion y la curva de disociacion simultaneos
para NS5 demostraron que la combinacién 6ptima de reactivos para obtener la
méaxima sefial de amplificacion en las muestras se logra mezclando los
oligonucledtidos a una concentracién de 400 nM con 1 pl de ADN templete,
aplicando un ciclo de transcripcion reversa a 50°C durante 10 minutos, seguido
de un ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido de 40
ciclos de 15 segundos de desnaturalizacién a 95 °C, 15 segundos de hibridacion
con una temperatura de 47.5°C y un ciclo final de extension de 15 segundos a 72

°C (Figura 5).
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Figura 5. Curva de amplificacién de los controles de NS5 y Curva de disociacion (Tm) de los
controles positivos.

Resultados de la curva estandar del gen NS5

A partir del ADN control para NS5 se construyd una curva estandar para
la RT-PCR cuantitativa empleando diluciones seriadas 10x a partir de una
muestra de ADN estandarizada desde 10 x 107 hasta 10 x 10°! obtenidas para
la curva de calibracién de la prueba. Todas las diluciones seriadas fueron
probadas en series de 8 repeticiones por dilucion en la plataforma RT-PCR y el
ciclo de umbral trazado en un gréfico que muestra el factor de dilucién y ajuste

los datos aplicando una ecuacion de regresion lineal (Figura 6).
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Figura 6. Curva estandar para el gen NS5 polimerasa del virus del dengue.
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Resultados de RT-PCR para la deteccion del dengue

Un total de 44 hembras de Aedes aegypti agrupadas en 11 grupos de 4
hembras cada uno, fueron probadas por RT-PCR en tiempo real. Un total de 6
(54%) grupos resultaron positivos al virus del dengue, durante los meses de
septiembre y octubre. De los grupos analizados en el noroeste el 50% (2/4)
resultaron positivos, el 100% de los grupos del noreste y el 66.6% de los grupos
del sureste fueron positivos, mientras que los grupos analizados del suroeste

fueron negativos.



DISCUSION

El mosquito Aedes aegypti, tiene gran impacto en la salud publica ya que
es el vector principal de los virus causantes de diferentes enfermedades como:
dengue, zika, chikungunya y fiebre amarilla (Kraemer et al., 2017). El dengue es
una de las enfermedades de mayor impacto en el mundo, se estima que hay més
de 400 millones de casos reportados por afio y esto debido principalmente a la
gran capacidad de adaptacién a nuevos nichos ecolégicos de su vector principal

Aedes aegypti (Brady y Hay; 2020).

En el presente estudio se colectaron 545 mosquitos del género Aedes
aegypti, el 97.8% se colectaron durante los meses de septiembre y octubre, 11
grupos de 4 mosquitos hembras fueron probadas bajo la plataforma desarrollada
de RT-PCR que amplifica un fragmento de la NS5 polimerasa homadlogo entre los
4 genotipos del dengue, que permitid obtener un diagndstico de Pan-Dengue. El
54.6% (6/11) de los grupos de A. aegypti evaluados mediante RT-PCR resultaron
positivos al virus Dengue. La situacion del dengue en el norte del pais no ha sido
foco de atencién en los ultimos afios, debido a que no se han presentado numero
elevado de casos, sin embargo, en 2022, Sonora fue el estado donde se reportd
la mayor cantidad de casos de dengue en el pais con un total de 2,257 casos. La
Secretaria de Salud ha reportado 86 casos de dengue en Baja California entre
2020 y 2023, reportando mayor frecuencia en 2022 con 60 casos, de los cuales
56 se presentaron en el municipio de Ensenada y solo 2 casos fueron registrados
en Mexicali, todos los casos reportados fueron tipificados como dengue genotipo

41
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2. Mientras que, en el afio 2023, hasta el momento se han registrado 29 casos, y
encontramos en circulacion los genotipos 1, 2y 3.

La situacion del dengue en el sur de México es grave, estados como
Veracruz, Tabasco, Quintana Roo, Yucatan, Tamaulipas, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca y San Luis Potosi, han encabezado la lista de casos reportados al
Panorama epidemioldgico de dengue en los ultimos afios, lo cual podria atribuirse
a que son regiones que cuentan con las condiciones climaticas y ambientales
favorables para la presencia del vector y la transmision del virus del dengue
(Sanchez de la Cruz et al., 2020). Hasta la semana 46 de 2023, el panorama
epidemioldgico del dengue ha reportado que los estados que presentan la mayor
cantidad de casos son Yucatan y Quintana Roo con mas de 9 mil casos
reportados y en ambos estados se reportan circulando los 4 genotipos del dengue

(Secretaria de salud, 2023).

Se presentd una mayor frecuencia de A. aegypti durante los meses de
septiembre y octubre, cuando las condiciones climaticas en Mexicali se
consideran favorables para la presencia del mosquito ya que las temperaturas
oscilan entre 20°C y 35°C, temperaturas que son similares a las de ciudades que
colindan con Mexicali, donde anteriormente se realizaron estudios donde se
establecio la presencia y distribucion del mosquito Aedes aegypti. Metzger et al.
(2017) reportaron la presencia del vector en el Valle Imperial en California desde
el 2014, destacando mayor actividad del vector durante los meses de septiembre
y octubre. De igual manera, Ernst et al., (2017) colectaron un total de 371

mosquitos en Nogales y 455 mosquitos en Hermosillo, durante los meses de julio
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a septiembre, observando una diferencia significativa mayor para Hermosillo en
el mes de septiembre, en el que se reportan temperaturas de entre 37-25°C. De
la Mora-Covarrubias et al. (2010) realizaron un estudio similar en Chihuahua,
para conocer la distribucion y deteccion del virus del dengue por medio de la
técnica RT-PCR en mosquitos Aedes aegypti, durante los meses de julio y agosto
de 2005, estudiando 42 muestras y obteniendo como resultados un total de 57%
de las muestras positivas al virus del dengue, cabe destacar que reportaron una
baja densidad debido a que el estudio se realiz6 fuera de la temporada de lluvias
con temperaturas que alcanzaban los 40°C.

En este estudio no se encontraron mosquitos de Aedes albopictus, sin
embargo, Mexicali, colinda con California, USA donde se ha encontrado en la
ciudad de Los Angeles ubicada a una distancia de 360 km de Mexicali (Porse et
al., 2015). En México, los estados mas cercanos al sitio de estudio donde se ha
encontrado A. albopictus son Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas y Sinaloa, esto
es debido a que esta especie requiere condiciones ambientales favorables para
su establecimiento, tales como clima humedo tropical-subtropical, abundante
vegetacion en selvas perennes y lluvias constantes derivadas de tormentas
tropicales (Ortega-Morales et al., 2022), condiciones climaticas que no presenta

Mexicali, Baja California.



CONCLUSION

Este es el primer estudio en Mexicali, Baja California donde se identifica
Aedes aegypti, la plataforma realizada permitio identificar el virus Dengue,
encontrandose en todo el norte y el sureste de la ciudad. En este estudio no hubo
presencia de Aedes albopictus, principalmente porque las condiciones climéticas
no le favorecen para prevalecer en esta area. Se recomienda la vigilancia
epidemioldgica de todos los virus en los que puede participar como vector el

mosquito A. aegypti.
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