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Introduccion. La incidenciay la prevalencia del dengue en Cundinamarca son elevadas y, recientemente,
se detect6 Aedes aegypti en algunas areas rurales del departamento.

Objetivo. Evaluar la transmision transovarica del virus del dengue en larvas y pupas recolectadas en
areas rurales del municipio de Anapoima.

Materiales y métodos. Se recolectaron ejemplares vivos en 53 viviendas y se transportaron al
laboratorio de Anapoima, donde se clasificaron, se agruparon y se congelaron. Llevadas a Bogot4,
se las homogeneizo, se les extrajo el ARN con Trizol®, se las sometié a una reaccién en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (Reverse Transcription Polymerase change reaction, RT-PCR) y a
PCR convencional, y los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 2 %.
Resultados. En 54,7 % de las viviendas evaluadas se encontraron formas inmaduras del vector y el
serotipo mas frecuente fue el DENV-1. Sin embargo, en algunos pools se detect6 la presencia simultanea
de los serotipos DENV 1y 2, DENV 1y 3,y DENV 1y 4, asi como los serotipos DENV 1, 2y 3.
Conclusion. Los resultados confirmaron la transmision vertical del virus de manera natural en el
area rural del municipio, lo cual reafirma la capacidad vectorial de A. aegypti y explica, en parte, la
persistencia del virus en la regién y la posibilidad de que en la fase adulta el vector lo transmita sin
haber consumido sangre infectada. Esta situacion aumenta el riesgo de infecciéon por el virus del
dengue en Colombia y, por lo tanto, la necesidad de adelantar programas de prevencion y control en
todas las zonas con presencia del mosquito.
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Dengue virus detection in Aedes aegypti larvae and pupae collected in rural areas of Anapoima,
Cundinamarca, Colombia

Introduction: There is a high incidence and prevalence of dengue in the department of Cundinamarca,
and recently Aedes aegypti, the main vector of dengue virus (DENV), was detected in some of its
rural areas.

Objective: To evaluate viral transovarial transmission in larvae and pupae collected in rural areas of the
municipality of Anapoima, Cundinamarca.

Materials and methods: Live larvae and pupae were collected from 53 homes and later they were
taken to the laboratory in Anapoima, where they were classified, pooled and frozen. In Bogota, they were
homogenized, RNA was extracted with Trizol™, and RT-PCR and conventional PCR were performed.
The amplified products were analyzed on 2% agarose gels.

Results: In 54.7% of the houses we found A. aegypti in immature stages, and DENV-1 was the most
frequent serotype. However, the simultaneous presence of DENV 1 and 2, DENV 1 and 3, DENV 1 and
4, and DENV 1, 2 and 3 serotypes was detected in some pools.
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Conclusion: The results confirmed the natural vertical transmission of the virus in the rural area under
study. These findings confirmed the vector capacity of A. aegypti, and partly explains the persistence of
the virus in the region and the possibility of transmission by the vector during adulthood without having
ingested infected blood. This situation increases the risk of DENV infection in Colombia and the need
for prevention and control programs in all areas where the mosquito is present.

Key words: Aedes; dengue virus, rural areas, Colombia.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3584

El ciclo de vida de Aedes (Stegomyia) aegypti
(L) comprende las fases de huevo, larva, pupa y
adulto (1). En condiciones de laboratorio, luego de
consumir sangre humana las hembras depositan
entre 100 y 300 huevos de 0,8 mm sobre las pare-
des de los recipientes y en contacto con el agua.
Pasados dos o tres dias, y segun las condiciones
de humedad y temperatura, los huevos eclosionan;
las larvas son exclusivamente acuaticas, muy
activas y consumen para su desarrollo la materia
organica presente en el recipiente, incluso, llegan a
practicar el canibalismo, pues pueden alimentarse
de otras larvas de su especie o de otras especies
(2). Entre los 7 y los 14 dias en condiciones Opti-
mas de temperatura (25 a 29 °C) y alimentacién, las
larvas se transforman en pupas. En este estado
permanecen entre uno y tres dias, y experimentan
cambios anatémicos y fisiolégicos, no se alimen-
tan y apenas se mueven hasta el momento en
que emergen. Los adultos son alados y dimorfos;
24 horas después de su emergencia estan en
capacidad de aparearse y pueden vivir entre 35y
40 dias (3).

La importancia epidemiolégica de A. aegypti radica
en que este mosquito es el principal vector, no solo
de los cuatro serotipos del virus del dengue (DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4), sino también de los
virus de la fiebre amarilla (YFV), del chikungunya
(CHIKV), del Zika (ZIKV) y de otros virus (4).

En Colombia, A. aegypti circula en todos los depar-
tamentos y se lo considera como el principal vector
del virus del dengue en areas urbanas por debajo
de los 1.800 msnm (5). Sin embargo, en Malaga,
departamento de Santander, se lo ha encontrado
a 2.200 msnm (6) y, recientemente, a 2.302 msnm
en el municipio de Bello, Antioquia (7).
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Las condiciones socioeconémicas, asi como las
migraciones y el desplazamiento en el pais, han
aumentado los asentamientos humanos en zonas
sin condiciones apropiadas de saneamiento basico.
Estas situaciones han permitido que A. aegypti
colonice mas areas del territorio, incluidas las zonas
rurales (8,9).

Recientemente, Olano, et al. (8), y Pérez-Castro,
et al. (10), confirmaron la presencia del mosquito y
la circulacién de los cuatro serotipos del virus del
dengue en las areas rurales de los municipios de
La Mesa y Anapoima, Cundinamarca,

En estos municipios, la circulacion del virus es muy
alta en las zonas urbanas, lo cual puede deberse a la
presencia de infecciones asintomaticas por dengue,
a fallas en las campafias de prevencién y control
del vector en dichas zonas, y a la poca atencién que
se presta al dengue y al mosquito vector en las areas
rurales. Otra explicacion de la persistencia del virus
es la posibilidad de otras formas de transmision y
circulacion del virus en el vector, por ejemplo, la
transmision transovarica o vertical (11,12).

En este contexto, en el presente trabajo se evalud
la transmision vertical del DENV en larvas y pupas
de A. aegypti capturadas en zonas rurales (cuatro
veredas y dos inspecciones de policia) del muni-
cipio de Anapoima, Cundinamarca.

Materiales y métodos
Area de estudio

El municipio de Anapoima pertenece a la regién del
Tequendama, en el suroccidente del departamento
de Cundinamarca, a 87 km de Bogota, sobre la
carretera que conduce a Girardot, via La Mesa
(figura 1). El municipio tiene una altitud promedio
de 710 msnm, temperatura promedio de 26 °C y
precipitacion anual promedio de 1.300 msnm; su
extension es de 124,2 km?, su relieve es montafioso,
y posee una poblacion de 13.312 habitantes, de los
cuales 45 % vive en el arearural, seguin los registros
del DANE para 2015. La economia del municipio
se basa en la agricultura (arboles frutales, café,
cafia de azlcar) y en el turismo, principal renglén
de su economia.
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Figura 1. Area de estudio del municipio de Anapoima, departamento de Cundinamarca, Colombia. Se muestran las veredas e

inspecciones de policia visitadas

Entre mayo y junio de 2016, se visitaron las vere-
das (subdivision territorial de areas rurales con
una poblaciéon de 50 a 1.200 habitantes) de La
Chica, Santa Ana, Santa Lucia, y San Judas, y las
inspecciones de policia (subdivision territorial de
areas rurales regida por un inspector de policia) de
Patio Bonito y La Paz (figura 1).

Recoleccién de larvas y pupas

Se inspeccionaron los principales criaderos poten-
ciales de A. aegypti (albercas y tanques utilizados
para almacenar agua de consumo) (13,14). Los
ejemplares recolectados se almacenaron vivos en
tubos de ensayo y se colocaron en gradillas dentro

de una nevera de poliestireno expandido (icopor)
para ser transportados al laboratorio ubicado en
el municipio de Anapoima (Fundacion Lazos del
Calandaima). Alli se identificaron en el estereo-
microscopio los individuos (larvas y pupas) hasta el
nivel de especie, de acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas (15,16), se almacenaron en grupos
de 30 individuos por vial y se congelaron a -20 °C.

Extraccion y amplificacion del ARN viral

Las larvas o pupas se transportaron a Bogota en
hielo seco y, una vez en el laboratorio, se verificaron
los codigos y el estado de las muestras, e inmedia-
tamente se almacenaron a -80 °C. Posteriormente,
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cada grupo (pool) fue homogeneizado en medio de
cultivo Eagle modificado de Dulbecco (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, DMEM) y centrifugado
a 12.000g durante 10 minutos y a 4 °C; luego se
tomaron los sobrenadantes y se les agregé Trizol®
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La presencia de ARN viral se evalu6 segun el
protocolo de la PCR anidada de Chien, et al. (17).
Inicialmente, se hizo una RT-PCR para la deteccion
del virus del dengue utilizando 400 ng de ARN
y el estuche SuperScript Il Platinum One-Step
Quantitative RT-PCR System®, con los siguientes
iniciadores: MD1: -5"TCAATATGCTGAAACGCGC
GAGAAACCG3y D2: -5"TTGCACCAACAGTCAA
TGTCTTCAGGTTC3 -

El programa de amplificacion fue el siguiente:
transcripcion inversa a 50 °C durante 15 minutos,
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutosy a 94 °C
durante 2 minutos. La amplificacion se hizo en 30
ciclos con las siguientes temperaturas: desnatura-
lizacién a 94 °C durante 30 segundos; anillamiento
a 55 °C durante 30 segundos, extension a 72 °C
durante 30 segundos, y una extension final a 72 °C
durante 5 minutos.

La presencia del ARN viral se observé en gel de
agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio y un
producto de amplificacién de 511 pb. Si la muestra
era positiva, se hacia una segunda ronda de PCR
para la tipificacion en suero de los virus utilizando
el mismo estuche de PCR; como cebadores, se
emplearon el iniciador D1, y los siguientes inicia-
dores especificos para cada serotipo:

DENV-1: TS1 -5"CGTCTCCGTGATCCGGGGGSI -

DENV-2: TS2 -5"CGCCACAAGGGCCATGAACAGS3' -
DENV-3: TS3-5"TAACATCATCATGACACAGAGC3'-
DENV-4: TS4 -5 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGAS -.

El programa de amplificacion fue el siguiente: des-
naturalizacion a 94 °C durante dos minutos. Para
la amplificacién, se utilizaron 25 ciclos con las
siguientes temperaturas: desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 segundos; anillamiento a 60 °C durante
30 segundos; una extension a 72 °C durante 30
segundos y una extension final a 72 °C durante
cinco minutos.

Por ultimo, se analizaron los productos de la PCR
en gel de agarosa al 2 % tefiidos con bromuro de
etidio, y se detectaron los cuatro serotipos con un
producto de 208 pb para DENV-1, de 119 pb para
DENV-2, de 288 pb para DENV-3 y de 260 pb para
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DENV-4; como control, se evalué la expresion del
gen celular actina 1 de 683 pb, segun el protocolo
de Staley, et al. (18).

Determinacién de los indices de infestacién de
las viviendas en las areas evaluadas y analisis
de datos

Se determinaron los indices de infestacion de
las viviendas inspeccionadas en las veredas e
inspecciones de policia (porcentaje de viviendas
positivas para formas inmaduras de A. aegypti).
Ademads, se calcularon las frecuencias de infeccion
(presencia o ausencia de ARN viral en alguna de
las formas inmaduras) con base en el nimero de
viviendas visitadas. La informacién obtenida en
la encuesta entomoldgica, los datos del hallazgo
del vector en las viviendas y los resultados de las
pruebas de laboratorio, se tabularon con Microsoft
Excel y se analizaron con el programa Stata 12.1.
Posteriormente, se calcularon las frecuencias de
muestras positivas, y se analiz6 la asociaciéon de
las variables cualitativas mediante la prueba de ji al
cuadrado y el test exacto de Fischer, considerando
un valor de p de 0,05 como estadisticamente
significativo.

Resultados

El rango altitudinal de las viviendas visitadas estuvo
entre los 538y los 1.713 msnm. Se detectaron formas
inmaduras de A. aegypti en 54,7 % de las viviendas
visitadas en las veredas e inspecciones de policia
(cuadro 1). En 64,7 % de las viviendas se detec-
taron pupas, en 21,4 %, larvas, y en 13,9 %, larvas
y pupas. Los lugares en donde mas frecuentemente
se encontraron las formas inmaduras del vector
fueron las albercas y los tanques para el almace-
namiento de agua para consumo humano.

A pesar de que el vector se encontré en la vereda
La Chica, no se detecté ARN viral en los especi-
menes, en tanto que en el resto de las zonas
evaluadas se encontr6 ARN viral en larvas o en
pupas (figura 2). En las veredas San Judas y Santa
Ana, se encontraron formas del dengue positivas
para los serotipos DENV-1 y DENV-2 en 50 % de
las muestras para ambos casos. En Santa Lucia,
ademas del DENV-1, se detectaron los serotipos
DENV-3y DENV-4 en 16,7 y 50 % de las muestras
analizadas, respectivamente. En la inspecciéon de
policia de Patio Bonito, se detectaron los serotipos
DENV-1, DENV-2 y DENV-3 de forma simultanea
en 50 % de las viviendas visitadas, mientras que en
la inspeccion de La Paz solo se detect6 el serotipo
DENV-1 (cuadro 2 y figura 3).
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Cuadro 1. Veredas e inspecciones de policia del municipio de Anapoima en donde se encontraron formas inmaduras de Aedes

aegypti
Areas Viviendas Viviendas con formas indice de infestacion p
inspeccionadas positivas para el vector de viviendas (%)
Veredas Santa Ana 7 7 100 0,019*
Santa Lucia 12 8 66,7
San Judas 2 2 100
La Chica 6 3 50
Inspecciones de policia  La Paz 13 5 38,5
Patio Bonito 13 4 30,8
Total 53 29 54,7

*: diferencias calculadas mediante prueba exacta de Fisher; **: porcentaje de todas las viviendas positivas para el vector

LC SA SL SJ PB LP
MPL P L P L PL P L P L PD1D2D3D4MPpb

Figura 2. Gel de agarosa al 2 % en el que se visualizan los pro-
ductos amplificados en PCR de segunda ronda (serotipificacion)
usando ARN aislado a partir de grupos de 30 individuos de larva
(L) o pupa (P) recolectados en algunas viviendas. Se observa
que algunos grupos fueron positivos para uno o varios serotipos
del virus del dengue. Marcador de peso (MP): GeneRuler100
bp DNA Ladder ™ (Thermo Fisher Scientific). DENV-1 (D1): 208
pb, DENV-2 (D2): 119 pb, DENV-3 (D3): 288 pb y DENV-4 (D4):
260 pb

Segun estos resultados, el porcentaje de infeccién
de las formas inmaduras de A. aegypti recolectadas
en las areas evaluadas del municipio fue de 50 %.

No se pudo establecer la asociacién entre la
presencia de formas inmaduras del vector y la
cercania de cada érea al casco urbano, debido a la
diferencia en el nUmero de casas visitadas en cada
una de ellas. Sin embargo, cuando se comparo la
presencia del vector entre veredas e inspecciones
de policia, se encontré que el nimero de viviendas
con el vector en las veredas fue mayor que en las
inspecciones de policia y que dicha diferencia fue
estadisticamente significativa (p<0,004). Asimismo,
no se observaron diferencias cuando se analizo la
la presencia del DENV segun la ubicacion de las
areas de estudio (p=0,456).

Discusidn

En el presente estudio se reporta la transmision
vertical del DENV en larvas y pupas de A. aegypti
capturadas en areas rurales de Cundinamarca,

Colombia. Ademas, se confirmaron los altos indices
de infestacién del vector en esta zona.

La transmision transovéarica o vertical del DENV
fue reportada inicialmente en modelos de infeccion
experimental, inoculando hembras de A. aegypti
con sangre infectada o con aislamientos virales
(19). En 1983, Khin, et al., recolectaron en campo
larvas y mosquitos machos, y reportaron que estos
individuos eran positivos para DENV-2 (20). Asi, se
confirmé la competencia de A. aegypti como vector
al permitir la produccion de grandes cantidades
de virus y su circulacion en los diferentes tejidos
y 6rganos del insecto, incluido el aparato reproduc-
tor, lo cual favorece la transmision vertical del virus
a su progenie. Otros autores han sugerido que la
presencia del virus en los estadios inmaduros del
vector puede deberse al canibalismo indiscriminado
gue practican las larvas (19); sin embargo, esto es
poco probable dada la degradacion del virus por la
accion de las enzimas y los acidos digestivos. Por
el contrario, el mecanismo de transmision vertical
garantiza la persistencia de los virus que se trans-
miten en los periodos entre epidemias o en condi-
ciones ambientales dificiles, y convierte las formas
inmaduras de A. aegypti en reservorios virales (21).

En este estudio se encontr6 que en 54,7 % de
las viviendas inspeccionadas habia formas de A.
aegypti, ya que se pudieron recolectar entre uno y
tres grupos de larvas, pupas o de ambas, en tanto
gue no se detect6 Aedes albopictus. Este resultado
es muy interesante, puesto que cominmente este
mosquito se encuentra en zonas rurales o con abun-
dante vegetacion (22,23). Aunque en Colombia A.
albopictus fue reportado por primera vez en Leticia
en 1998, hasta la fecha no se ha reportado su
presencia en el departamento de Cundinamarca,
lo cual sugiere que A. aegypti es el principal vec-
tor del DENV vy, quiza, de otros arbovirus como el
CHIKV y el ZIKV, en las zonas rurales visitadas,
independientemente de su dispersion en el terri-
torio (el caso de las veredas), o su concentracion
en una zona particular (inspecciones de policia)
(24), y cerca o lejos del casco urbano.
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Cuadro 2. Numero de viviendas evaluadas por vereda o inspeccion de policia con formas del vector positivas para alguno de los

serotipos del DENV

Areas Viviendas Serotipos (%) p
Procesadas Con formas positivas
para DENV n (%)
Veredas
Santa Ana 7 2 (28,6) DENV-1 (50,0) 0,102*
DENV-1-DENV-2 (50,0)
Santa Lucia 8 6 (75,0) DENV-1 (33,3)
DENV-1, DENV-3 (16,7)
DENV-1, DENV-4 (50,0)
San Judas 2 1 (50,0) DENV-1, DENV-2 (50,0)
La Chica 3 0 (0) -
Inspecciones de policia
La Paz 4 3 (75,0) DENV-1 (100) 1,000*
Patio Bonito 4 2 (50,0) DENV-1 (50,0)

DENV-1, DENV-2, DENV-3 (50,0)

*Diferencias calculadas mediante la prueba exacta de Fisher
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Figura 3. Area de estudio del municipio de Anapoima, departamento de Cundinamarca, Colombia. Se muestran las areas rurales
evaluadas en donde se encontraron formas inmaduras de Aedes aegypti positivas para alguno de los cuatro serotipos del DENV
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Las visitas a las veredas y las inspecciones se
hicieron entre el 2012 y el 2013, y en todas se
encontrd el vector. Ademas, se reporto la circula-
cion de los cuatro serotipos del virus en la zona
(10). Se confirmé, ademas, que el DENV-1 fue
el serotipo mas prevalente, aunque en algunas
viviendas se registraron grupos positivos para dos
0 mas serotipos. Esto Uultimo podria explicarse por
la estrategia metodologica de agrupar hasta 30
individuos (larvas o pupas) por tubo, los cuales
podian provenir de distintas hembras; tampoco
debe descartarse la posibilidad de que una hembra
depositara huevos infectados con varios serotipos,
como lo reportaron previamente Bara, et al. (25).
De todas maneras, los hallazgos de este estudio
confirmaron la circulacion simultdnea de los cuatro
serotipos del DENV en la region, lo cual aumenta la
probabilidad de infecciones y reinfecciones entre los
habitantes de la zona y el riesgo de que desarrollen
cuadros de dengue grave.

El municipio de estudio presenta altas tasas de
incidencia y seroprevalencia del DENV, al igual
gue otras zonas de Cundinamarca (comunicacion
personal, Jaime Castellanos), lo cual se explicaria,
en parte, por los altos indices de infestacién del
mosquito, por el alto porcentaje de infeccion de
las formas inmaduras y su consumo de sangre
de personas infectadas y asintomaticas. Joshi, et
al., reportaron que la infeccion del mosquito por
transmision vertical en areas urbanas no supera el
20 % (26) vy, en este caso, el porcentaje de infeccién
fue de 50 %. La diferencia en los porcentajes puede
deberse, ante todo, a las campafias de control del
vector, dado que en las zonas urbanas estos pro-
gramas estan dirigidos a controlar la poblacion del
mosquito en los diferentes estadios de desarrollo,
mientras que en las areas rurales —por lo menos
en Colombia—, no se han implementado campafias
de control poblacional de A. aegypti y el mosquito
cuenta, por lo tanto, con una gran diversidad de
criaderos. Queda por determinar y evaluar el papel
de los asintométicos en la infeccion y la circulacion
del virus en areas rurales, pues dicha posibilidad
se ha planteado como la causa mas importante de
la existencia y la persistencia del virus (18).

Por ultimo, los resultados obtenidos en el presente
estudio confirman los altos indices de infestacion
de A. aegypti en el area rural del municipio de
Anapoima y su capacidad de transmitir de manera
natural el DENV. Estos hallazgos reafirman la
capacidad vectorial de A. aegypti, lo que explica,
en parte, la persistencia del virus en la region y
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su transmision por el mosquito adulto sin que haya
consumido sangre infectada, lo cual aumenta las
areas de influencia del DENV en el departamento.

Por lo tanto, se sugiere extender a las areas rurales
de los municipios considerados enriesgo la vigilancia
de A. aegypti, e integrarla a los programas regu-
lares de vigilancia entomolégica del vector, asi como
complementarla con la vigilancia por laboratorio
clinico para la determinacién y confirmacion de
casos en estas comunidades (27).
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