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Introduccion. Aedes aegypti y Ae. albopictus son reconocidos vectores de arbovirus como los del
dengue, la fiebre amarilla, el chikungunya y el Zika, en regiones tropicales y subtropicales del mundo.
En Colombia, la distribucion geogréfica de Ae. albopictus ha sufrido un incremento y hoy incluye
ciudades como Cali y Medellin. Hasta ahora, sin embargo, no se ha recabado informacién concluyente
sobre su infeccion viral y su capacidad de transmision a los humanos.

Objetivo. Determinar la infeccién natural por dengue en ejemplares de Ae. albopictus recolectados en
un area urbana de Medellin.

Materiales y métodos. Se recolectaron individuos de Ae. albopictus en el campus de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin. Se confirmé su clasificacion taxonémica mediante el andlisis del
gen citocromo oxidasa | (COl), y se extrajo el ARN total para la identificacion del virus del dengue y de
los respectivos serotipos. La presencia del genotipo DENV se infirid mediante el andlisis del gen NS3.
Resultados. El andlisis del COI corroboré el estatus taxonémico de Ae. albopictus. Uno de los
mosquitos procesados fue positivo para DENV-2 y el andlisis del NS3 mostr6é una gran similitud con el
genotipo asiatico-americano.

Conclusion. Se reporta la infeccion con DENV-2 en Ae. albopictus en Medellin, Colombia. La presencia
del genotipo asiatico-americano en una zona urbana sugiere su posible circulaciéon entre humanos y
en Ae. albopictus, lo cual alerta sobre su eventual papel en la transmision del DENV-2, y sobre la
necesidad de incluir esta especie en la vigilancia entomolégica en Colombia.
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Aedes albopictus (Skuse, 1894) infected with the American-Asian genotype of dengue type 2
virus in Medellin suggests its possible role as vector of dengue fever in Colombia

Introduction: Aedes aegypti and Ae. albopictus are recognized vectors of dengue, yellow fever,
chikungunya and Zika arboviruses in several countries worldwide. In Colombia, Ae. albopictus
geographical distribution has increased to include highly populated cities such as Cali and Medellin.
Although this species has been frequently found in urban and semi-urban zones in the country, its role
as vector of the dengue fever is poorly known.

Objective: To identify the presence of Ae. albopictus specimens naturally infected with dengue virus
collected in Medellin.

Materials and methods: Insects were collected in the Universidad Nacional de Colombia campus in
Medellin. Individuals were classified as Ae. albopictus and confirmed by DNA barcode region analysis.
Mosquitoes were processed for dengue virus identification, and a fragment of the NS3 gen was
sequenced and compared with DENV-2 genotypes reported in the literature.

Results: Sequence analysis of COI indicated Ae. albopictus individuals were similar to those recently
reported in Colombia, and genetically close to those from other regions worldwide. Among the pools tested
one was positive for DENV-2, and the NS3 analysis indicated it belonged to the Asian-American clade.
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Conclusion: We report the presence Ae. albopictus naturally infected with the Asian-American genotype
of DENV-2 in Colombia. The presence of Ae. albopictus specimens carrying the most common genotype
infecting humans in a highly populated city such as Medellin indicates its potential role as dengue vector
in Colombia and highlights the relevance of including it in current vector surveillance strategies.
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Secree que, aligual que Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762), Ae. (Stegomyia) albopictus (Skuse,
1894) es una especie importante en la transmision
de arbovirus como los del dengue, la fiebre amarilla,
el chikungunya y el Zika en diversas regiones del
mundo. No obstante, su papel real como vector en
Latinoamérica apenas comienza a estudiarse (1).

La fiebre por dengue se reconoce ampliamente
como una de las infecciones virales con mayor
incidencia en el mundo, tal como ocurre en gran-
des ciudades de Colombia, como Medellin, Cali
y Cdcuta, entre otras. La infeccién es causada
por algunos de los genotipos que componen el
acervo genético de los cuatro serotipos del virus del
dengue (DENV-1 a DENV-4). El surgimiento de los
focos epidémicos de dengue y de la fiebre hemo-
rragica por dengue se ha asociado a la presencia
de uno cualquiera de estos cuatro serotipos, asi
como a la circulacion simultanea de genotipos
debida a la colonizacién o al surgimiento de linajes
mas patégenos en un periodo determinado (2).
Se han descrito cinco genotipos epidémicos del
DENV-2: el asiatico | (AS-I), el asiatico 1l (AS-1I), el
asiatico-americano (AS/AM), el cosmopolita (COS)
y el americano (AM) (3), de los cuales el AM y el
AS/AM son los més frecuentemente asociados a
focos epidémicos de dengue en muchas regiones
tropicales y subtropicales de Suramérica, incluida
Colombia (4).

Aedes albopictus es originario del oriente de India
(5), desde donde se dispers6 por el oeste hasta
las islas Mauricio y Madagascar y, posteriormente,
colonizé mudiltiples regiones en el continente ameri-
cano. En América se ha reportado desde 1981 en
los Estados Unidos (6), pais en el cual se distribuye
ampliamente, incluso en zonas con presencia de
Ae. aegypti, por lo que representa un gran riesgo
para la poblacién y un importante reto para las
autoridades de salud (7). Aedes albopictus se
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encuentra también en México (8) y en diversos
paises de Centroamérica. En Suramérica, Ae.
albopictus se detect6 en Brasil en 1986 (9), donde la
especie se ha distribuido rapidamente hacia zonas
urbanas (10), y se ha evidenciado como vector del
virus del dengue (11). También se ha reportado en
Argentina (12), desde donde se cree que ha seguido
dispersandose hacia las regiones mas al norte del
Cono Sur. Aunque su rango de expansion es aun
dificil de precisar, contintia siendo objeto de interés
por su potencial papel como vector (1,5).

En Colombia, Ae. albopictus se reportd inicialmente
en 1998 en la ciudad de Leticia, en el departamento
de Amazonas, limitrofe con Brasil (13). Afios mas
tarde, se report6 en Cali (14) y, mas recientemente,
en el municipio de La Tebaida, departamento
del Quindio (15), y en Istmina, departamento del
Choco, limitrofe con Panama (16). En Medellin,
la presencia de Ae. albopictus ha sido constante
desde el 2011, y frecuentemente se han encon-
trado individuos en zonas céntricas de la ciudad
como el Jardin Botanico Joaquin Antonio Uribe
(17) y el campus de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin (18).

A pesar de su importancia como potencial vector
del dengue y otros arbovirus en Colombia, la infor-
macion sobre su ecologia y evolucién, asi como
sobre su papel epidemioldgico, es aln escasa.
El Unico trabajo publicado hasta la fecha sobre
la infeccion viral en Ae. albopictus en el pais, se
hizo en individuos recolectados en el municipio de
Buenaventura (Valle del Cauca) durante los afios
2002 y 2004 (19). En ese estudio se reportd la
infeccion natural de Ae. albopictus con el DENV-1
y el DENV-2, y se sugirid su posible papel en la
dinamica de trasmision del dengue en esa loca-
lidad (19). En el resto del pais, a pesar de que la
especie se viene reportando cada vez con mayor
frecuencia, persiste un gran desconocimiento sobre
su capacidad de infeccién, asi como sobre los
serotipos y los genotipos virales circulantes.

En el presente trabajo se reporta la infeccién de Ae.
albopictus con el genotipo asiatico-americano del
DENV-2 en Medellin y se aporta informacion sobre el
posible origen de este vector en el Valle de Aburra.
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Materiales y métodos
Insectos y extraccion de ADN

Se recolectaron nueve individuos en areas de fito-
telmata en un relicto de bambu americano (Guadua
sp.) y en un arbol de jardin (Ficus sp.) (figura 1)
durante enero y febrero de 2016 en el campus de
la Universidad Nacional de Colombia, localizado
en el area urbana de la ciudad.

Los mosquitos se almacenaron vivos en tubos
conicos de 1,5 ml hasta su identificacion taxono-
mica con la clave de Forattini (20). A cinco de los
nueve mosquitos se les removieron las dos patas
posteriores para su validacién molecular usando el
gen citocromo oxidasa | (COI). Se extrajo el ADN
total de cada ejemplar utilizando solucién tampén de
macerado segun protocolo previamente reportado
para mosquitos (21). Los restos de los mosquitos se
almacenaron en RNAlater® en grupos compuestos
por uno a cuatro individuos segln el lugar de su
captura, para su posterior procesamiento.

Amplificacion del gen COIl en Aedes albopictus

Se amplificé un fragmento de 700 pares de bases
(pb) del gen COI, propuesto como el cédigo de
barras genético en diferentes organismos (22),
mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) usando los iniciadores MTNF y MTNR,
como se ha reportado previamente (23).

Las condiciones de amplificacién consistieron en
una etapa inicial de desnaturalizacion a 94 °C
durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C
durante 60 segundos, a 50 °C durante 60 segundos
y a 72 °C durante otros 60 segundos,y una etapa
de extension final a 72 °C durante cinco minutos.

Los productos de la amplificacion se visualizaron
en un gel de agarosa al 1 %, teflido con bromuro de
etidio. Todos los productos positivos se purificaron
y se enviaron a la empresa Macrogen (http://dna.
macrogen.com) para su secuenciacion.

Extraccion del ARN, sintesis del ADN
complementario y tipificacion del DENV

En cada grupo de mosquitos se extrajo el ARN
total usando el estuche RNeasy Mini Kit® (Qiagen)
segln el protocolo recomendado por el fabri-
cante. Para la sintesis del ADN complementario
de un fragmento de 470 pb del gen NS3, se
hizo una PCR con transcripcién inversa (reverse
transcription-PCR, RT-PCR) usando el iniciador
DV3 (5'-AARTGIGCYTCRTCCAT-3") previamente
reportado para dengue (24). Las condiciones de la

Infeccién natural por virus del dengue en Ae. albopictus

Figura 1. Lugares de recoleccién de Ae. albopictus en el
campus de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin
(coordenadas geogréficas: 6°26'07,5”N, -75°57'69,8"0; World
Geodetic System, WGS 84) Fotos: Alejandra M. Clavijo

RT-PCR consistieron en un volumen final de 20 pl
de una mezcla que contenia 10 pl de ARN total, 4
pl de solucion tampoén (5x), 2 pl de dNTP (10 mM),
2 ul del iniciador DV3 (10 uM), y 2 pl de 20 x 103U/
pl de transcriptasa inversa (Thermo®). Esta mezcla
se amplificé durante un ciclo de 60 minutos a 42 °C
seguido por un ciclo de 10 minutos a 90 °C, segln
protocolo descrito previamente (24).

EI DENV se tipificé mediante una PCR semianidada
en dos pasos: inicialmente se usaron los iniciadores
DV1 (5-GGRACKTCAGGWTCTCC-3") y DV3 (24)
para amplificar un fragmento de 470 pb del gen
NS3. Las condiciones de la PCR consistieron en un
volumen final de 25 pl que contenia 3 ul de ADNc, 2,5
ul de solucion tampdn (10x), 2 pl de MgCl, (25 mM),
2,5l de dNTP (2 mM), 0,5 pl de los iniciadores DV1
y DV3 (10 pM), y 5U/ul de polimerasa (Thermo®).

El perfil de amplificacion consistié en una etapa ini-
cial de desnaturalizacién a 95 °C durante un minuto,
seguida de 30 ciclos a 95 °C durante 30 segundos,
a 50 °C durante 60 segundos y a 72 °C durante 40
segundos para cada unoy, por dltimo, una extension
a 72 °C durante cinco minutos. Posteriormente, se
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hizo una segunda amplificacién que incluyé el ini-
ciador DV1 Yy los iniciadores especificos DSP1 (5’ —
AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG - 3'); DSP2 (5’
— CCGGTGTGCTCRGCYCTGAT — 3'); DSP3 (5
— TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG — 3') y DSP4
(5" - CCTGGTTGATGACAAAAGTCTTG - 3)), los
cuales amplifican tamafios de 169, 362, 265y 426
pb para cada uno de los cuatro serotipos del DENV,
respectivamente (25).

En esta PCR se emple6 un volumen final de 25
pl que contenia 3 pl de ADNc, 2,5 pl de solucion
tampon (10x), 1,5 ul de MgCl, (25 mM), 2,5 pl de
dNTP (2 mM), 1,25 pl del iniciador DV1 y de cada
uno de los iniciadores especificos DSP1 a DSP4
(10 pM), y 5 U/ul de polimerasa (Thermo®).

El perfil de amplificacion consistié en una etapa
inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante cuatro
minutos, seguida de 35 ciclos a 95 °C durante 30
segundos, a 52 °C durante 60 segundosy a 72 °C
durante 30 segundos para cada uno; finalmente,
se hizo una etapa de extension a 72 °C durante
cinco minutos.

Los productos de la amplificacion se visualizaron
en un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro
de etidio, y los productos positivos se enviaron,
para su posterior purificacién y secuenciacion, a la
empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com).

Andlisis de secuencias y tipificacion genética
del DENV

Las secuencias de nucle6tidos obtenidas tanto para
el gen COI en Ae. alpopictus como para el gen
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NS3 del DENV, se ajustaron manualmente usando
el programa Bioedit, version 7.0 (26); todos los
alineamientos se hicieron usando la opcién “auto”
del programa MAFFT, versién 7.2 (27).

Las secuencias del COIl se compararon con 17
secuencias tomadas del Genbank obtenidas de
individuos de 14 paises de diferentes regiones de
Africa, América, Asia, Europa y Oceania (cuadro
1). Ademas, se incluyeron 13 secuencias de indivi-
duos recolectados en el municipio de La Tebaida,
Quindio (15). Para la confirmacién molecular de
la taxonomia de Ae. albopictus, se construyé una
red haplotipica usando el algoritmo median-joining
con el programa Network, version 5.0 (http://www.
fluxus-engineering.com/). Para la identificacion del
genotipo del DENV, las secuencias obtenidas se
compararon con las de la base de datos del genoma
del DENV mediante el programa Blastn (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Posteriormente, se hizo el alineamiento de la secuen-
cia parcial de 307 pb del NS3 con 19 secuencias
(cuadro 2) de los genotipos reportados en América
(2). A partir de la base de datos compuesta por
las secuencias del gen NS3 del DENV, se estimé
la distancia génica pareada basada en el modelo
de sustitucion de dos parametros de Kimura (K2-p)
(36) y a continuacion se construyd un dendrograma
de distancias para cada conjunto de datos basado
en el algoritmo neighbor-joining con el programa
MEGA, version 6.0.6 (37). El sustento estadistico
de los nodos se probé mediante bootstrap con 1.000
iteraciones (38).

Cuadro 1. Origen de las secuencias del gen COI de Aedes albopictus incluidas en este estudio

Continente Pais Codigo en Genbank Referencia
la figura 2
Africa Cameran Camerln JF309317 (28)
Madagascar Madagascar AJ971007 (28)
Francia (*La Reunion) Fran_Reu JN406658 (29)
América Brasil Brasil AJ971003 , AJ971014 (30)
Colombia Col_LaTeb KP877563 - KP877575 (15)
Col_Med Este reporte
Costa Rica CosRica AB907798 (31)
Estados Unidos EEUU KC690940 , KC690944 (32)
Estados Unidos (*Hawai) EEUUN KC690958 (32)
Panama Panama AB907801 (31)
Asia India India AY729984 (23)
Singapur Singapur KC690926 (32)
Europa Alemania Alemania JX675570 (33)
Croacia Croacia HQ906851 (34)
Italia Italia KC690936 (32)
Oceania Australia Australia KC572145 (35)
Papua Nueva Guinea PN_Gui KC572496 (35)

* Departamento o estado de ultramar del respectivo pais
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Cuadro 2. Descripcion de las secuencias de DENV-2 usadas
en este trabajo

Genotipo Pais Aislamiento Ao Genbank

AS/AM Martinica 98-703 1998 AF208496

Belice BID-V2952 2002 FJ898461

Guatemala FDA-GUAO09 2009 HQ999999

Nicaragua BID-V2683 1999 GQ199895

BID-V2346 2000 FJ850061

BID-V2659 2000 FJ850062

BID-V1721 2008 FJ205885

BID-V4915 2009 HQ705625

AM Tonga Tonga74 1974 AY744147

Venezuela  Ven2 1987 AF100465

México 131 1992 AF100469

Peru 1QT2913 1996 AF100468

AS-1 Tailandia ThD2 0168 1979 DQ181805

ThD2 0498 1984 DQ181804

ThD2 0078 2001  DQ181797

AS-Il Nueva New_ 1944 AF038403
Guinea Guinea_C

COS Australia TSVO01 1993 AY037116

China FJ11 1999  AF359579

Indonesia BAOSi 2004 AY858035

La informacion de los genotipos se tomé de Afiez, et al. (2).

Resultados

Analisis del gen COI en Aedes albopictus de
Medellin

Se encontré un mismo haplotipo para el fragmento
del gen COI analizado en los cinco individuos de
Ae. albopictus recolectados en el municipio de
Medellin, similar al observado en la mayoria de
los individuos colombianos del municipio de La
Tebaida en el Quindio (15) y de un individuo de la
isla de Papua, Nueva Guinea (35) (figura 2). No se
encontrd ninguna diferencia significativa entre los
haplotipos de los distintos origenes geograficos,
ya que no los separan mas de cuatro pasos de
mutacion (figura 2).

Genotipificacion del DENV-2 e identificacion
del genotipo viral

Solo en uno de los tres grupos de insectos eva-
luados, la amplificacion tuvo un tamafio similar al
esperado para la presencia del DENV-2 (figura
3). El analisis filogenético del DENV-2 ubicé la
secuencia identificada en Ae. albopictus de Medellin
dentro del clado compuesto por los aislamientos
pertenecientes al genotipo asiatico-americano, con
un alto sustento de nodo (bootstrap=100) y clara-
mente diferenciado de los restantes genotipos
(figura 4). Cabe resaltar que dentro del genotipo
asiatico-americano la secuencia del fragmento del
gen NS3 de Ae. albopictus mostr6 mas similitud

Infeccién natural por virus del dengue en Ae. albopictus

con el aislamiento mas antiguo (1998) e insular
(Martinica) que con los restantes, mas recientes y
continentales (figura 4).

Discusion

El tigre asiatico, como se conoce a Ae. albopictus,
es considerado uno de los vectores de arbovirus
mas invasivos y ampliamente distribuidos en el
mundo. Desde su ingreso al continente americano,
presumiblemente en la década de los afios 80,
este insecto ha ido incrementando paulatinamente
su distribucion geografica en areas densamente
pobladas con buenas condiciones de saneamiento,
lo que llama la atencién sobre su real papel en la
emergencia y reemergencia de importantes virosis
como el dengue, el chikungunyay el Zika.

A diferencia de Ae. aegypti, sobre cuyo origen y
procesos de dispersion en América se han pro-
puesto distintas hipotesis (39), hasta el momento
no hay un consenso claro sobre la historia demo-
grafica de Ae. albopictus y, menos aun, sobre los
procesos que dieron origen a las poblaciones
americanas (32). A pesar de que el primer registro
de esta especie en Colombia data de mas de 19
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Figura 2. Red haplotipica estimada mediante el algoritmo
median-joining del gen COI en Ae. albopictus. El tamafio de
los circulos indica la frecuencia haplotipica y las lineas que
conectan los haplotipos indican un paso mutacional. Los detalles
del origen de las secuencias se presentan en el cuadro 1.
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Ae. albopictus (4)
Ae. albopictus (4)
Ae. albopictus (1)

MPM
CN
DENV-1
DENV-2
DENV-3
DENV-4

500 pb —
362 pb —

Figura 3. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio en el
gue se visualiza la amplificacion de un fragmento aproximado
de 362 pb indicativo de la presencia de DENV-2 en un grupo
de individuos de Ae. albopictus recolectados en Medellin.
Los numeros entre paréntesis indican el nUmero de insectos
incluidos en cada grupo segun el sitio de recoleccién. MPM:
marcador de peso molecular; CN: control negativo

afios, muy poco se ha estudiado su compaosicion y
estructura poblacional. En el trabajo mas reciente
se sugiere que las poblaciones colombianas, par-
ticularmente las del municipio de La Tebaida en
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Quindio, tienen un origen asiatico (de Singapur) (15),
dada la similitud de nucleoétidos de los haplotipos del
gen COI en este municipio, con dos haplotipos de
Singapur reportados en un estudio anterior (32).

En este trabajo se encontré que los individuos de Ae.
albopictus recolectados en Medellin presentaban el
mismo haplotipo del COl reportado para varios de los
individuos de La Tebaida e, igualmente, se observo
una relacién cercana con los demas haplotipos de
Ae. albopictus en diversos paises del mundo. Estos
resultados aportan informacion comprobada en
apoyo de la hip6tesis de un Gnico origen ancestral
asiatico de las poblaciones colombianas (amplia-
mente aceptado) y eventualmente permitirian suge-
rir una composicién panmitica de las poblaciones
de este vector en Colombia. No obstante, debido
a la ausencia de informacion concluyente y de un
tamafio de muestra representativo, no es posible
establecer un pais o lugar puntual de origen, ni una
clara estructura o composicién poblacional de Ae.
albopictus en Colombia. En este sentido, llama-
mos la atencion sobre la necesidad de desarrollar
estudios que indaguen sobre su filogeografia y
estructura poblacional en el pais.
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Figura 4. Dendrograma de distancias genéticas basadas en K2-p de un fragmento de 307 pb del gen NS3 del DENV-2. Se muestran
los clados correspondientes a los genotipos del DENV-2 reportados en Afiez, et al. (2); se incluye el encontrado en Aedes albopictus
de Medellin en este trabajo. Los numeros bajo los nodos indican el valor de bootstrap obtenido de 1.000 iteraciones (solo se
muestran los valores >50).
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La presencia de Ae. albopictus naturalmente infec-
tado con DENV-1y DENV-2 en Colombia, se reporto
inicialmente en el municipio de Buenaventura, Valle
del Cauca (19). Alli se observd la concurrencia de
Ae. albopictus y Ae. aegypti durante el periodo
de estudio (2002-2004), asi como una correlaciéon
positiva entre la tasa de infeccion entomolégica y
el incremento en el nimero de casos positivos de
dengue en humanos (19). Aunque estos resulta-
dos no demuestran la incriminacion vectorial de
Ae. albopictus, su participacion en la dinamica de
transmisién del dengue a los humanos no puede
descartarse.

En el presente estudio se reporta la presencia de
Ae. albopictus infectado con DENV-2 en Medellin.
Este hallazgo concuerda con lo reportado en
Buenaventura, por lo cual también podria consi-
derarse su eventual papel en la dinamica de
transmisién del dengue en esta ciudad. Ademas,
los resultados presentados indican la circulacién
del genotipo asiatico-americano del DENV-2 en
Ae. albopictus de Medellin. Este es el genotipo
mas frecuente en América desde los afios 90, y
en Colombia se ha reportado frecuentemente en
pacientes febriles con cuadro clinico indicativo de
dengue en cuadros todo el pais (4), por lo que se
sugiere que Ae. albopictus puede tener un papel
en la transmisién del dengue a los humanos. Sin
embargo, esta hipotesis, asi como el grado de
riesgo epidemioldgico atribuible a Ae. albopictus,
debera comprobarse en futuros estudios.

Teniendo en cuenta el potencial papel de Ae.
albopictus como vector en Colombia, se propone
gue esta especie se incluya en las estrategias de
vigilancia y control vectorial del dengue en el pais.
En este sentido, es importante mencionar que desde
el hallazgo de Ae. albopictus en el campus de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin,
en enero y febrero de 2016, periédicamente se hace
larevisiony la descripcidn de sus criaderos, asi como
la recoleccién de adultos para el estudio de diver-
sos aspectos de su ciclo de vida bajo condiciones
de laboratorio, y la evaluacion de su infeccién con
el virus del dengue mediante RT-PCR.
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