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RESUMEN

La identificacion de las especies de vectores y su infeccién natural mediante RT- PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) son datos importantes para el
control de la transmision de las arbovirosis, lo cual se lleva a cabo principalmente en paises
como México y Brasil. Sin embargo, esta informacion para el oriente de Colombia es
limitada. Por lo cual, el siguiente estudio tuvo como objetivo la identificacion (morfoldgica
y molecular) de las especies del genero Aedes presentes en tres municipios (Saravena,
Arauquita y Tame) del departamento de Arauca, Colombia. Asi como, la deteccién de la
infeccion por arbovirus (Dengue, Chikungunya, Zika y Mayaro), mediante la amplificacion
del material genético por RT-PCR. Los resultados muestran la coexistencia de Ae. aegypti y
Ae. albopictus en la zona urbana de los municipios de Saravena y Arauquita, donde los
individuos se encontraron infectados por Dengue (DENV-1) y Chikungunya (CHIKV). El
arbovirus con mayor frecuencia es el DENV-1 con una tasa de infeccion de 24,3% (27/111)
para Ae. aegypti y 39,7% (23/58) para Ae. albopictus. Seguido por CHIKV con una tasa de
infeccion de 1,8% (2/111) para Ae. aegypti y 6,9% (4/58) para Ae. albopictus. Se obtuvo un
4.5% (5/111) de infeccion mixta por DENV-1y CHIKV en la especie Ae. aegypti y no se
detectd infeccién por Zika (ZIKV) y Mayaro (MAYV). Finalmente, el presente estudio
propone el procesamiento individual de los insectos y no por pools para la deteccion de los
arbovirus dado que de esta manera se obtiene una tasa de infeccion mas acertada y se logra

evidenciar las infecciones mixtas.
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ABSTRACT

The identification of the vector species and their natural infection are important data for the
control of the transmission of arboviral infections. However, this information for the eastern
part of Colombia is limited. Therefore, the following study aimed to identify (morphological
and molecular) the species of the genus Aedes present in three municipalities (Saravena,
Arauquita and Tame) in the department of Arauca, Colombia. As well as the detection of

arboviral infection (Dengue, Chikungunya, Zika and Mayaro), by amplifying the genetic
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material by RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction). The results showed
the coexistence of Ae. aegypti and Ae. albopictus in the urban area of the municipalities of
Saravena and Arauquita, where the individuals were found infected by Dengue (DENV-1)
and Chikungunya (CHIKV). The most frequently arbovirus was DENV-1 with an infection
rate of 24.3% (27/111) for Ae. aegypti and 39.7% (23/58) for Ae. albopictus. Followed by
CHIKV with an infection rate of 1.8% (2/111) for Ae. aegypti and 6.9% (4/58) for Ae.
albopictus. A mixed infection of DENV-1 and CHIKV was obtained in 4.5% (5/111) in the
species Ae. aegypti and Zika (ZIKV) and Mayaro (MAYYV) infection were not detected.
Finally, the present study proposes the individual processing of insects for the detection of
arboviruses since in this way a more accurate infection rate is obtained and the mixed

infections are evidenced.
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INTRODUCCION

Las arboviroris, son enfermedades transmitidas por artropodos (insectos vectores), causadas
por alrededor de 535 virus (arbovirus) y representan un importante impacto en la salud
publica de Latinoamérica (Espinal et al., 2019; Shope & Meegan, 1997). Esto debido al
aumento en su incidencia en los ultimos afios y los ciclos epidemioldgicos que se presentan
en la region (Villar, Rojas, Besada-Lombana & Sarti, 2015). Los virus responsables de las
arbovirosis en Latinoamérica se encuentran clasificados principalmente en dos géneros. En
el género Flavivirus (Familia Flaviviridae) se encuentran virus de importancia en salud
publica como el Dengue (DENV) y Zika (ZIKV), mientras que en el género Alphavirus
(Familia Togaviridae) se encuentran el virus Chikungunya (CHIKV), y el virus Mayaro
(MAYYV). EI DENV es el arbovirus con mayor incidencia debido a la circulacion simultanea
de los cuatro serotipos en la region, donde el serotipo DENV-1 es el que presenta mayor
prevalencia. EI MAYYV, causante de la fiebre del Mayaro, es una enfermedad con

sintomatologia muy similar a la del DENV. Desde su primer caso en 1954 en Trinidad, se ha



reportado brotes en la mayoria de paises de Latinoamérica, sin embargo, en Colombia no se

tiene reporte de su circulacion (de la cruz et al., 2019; Azevedo et al., 2009).

La trasmision vectorial de los arbovirus comprende principalmente un ciclo denominado
enzootico donde el virus circula entre el vector y los reservorios en zonas selvaticas. Sin
embargo, este ciclo puede ser modificado por dos factores; (i) la intrusion del humano y/o
(ii) la adaptacion del vector a zonas urbanas y periurbanas (Weaver & Barrett, 2004).
Dipteros del género Aedes, se han encontrado en zonas de altos indices de arbovirosis, por lo
cual se ha asociado su presencia con un ciclo de infeccién en zonas urbanas (Beaty et al.,
2015). Dentro de este género, hay alrededor de 190 especies, sin embargo, las especies Ae.
aegypti y Ae. albopictus son de gran importancia por su capacidad vectorial de CHIKV,
DENV, ZIKV y MAYYV con una eficiencia de transmision del alrededor del 90% para las dos
especies de insectos (Ramasamy et al., 2011; Lounibos & Kramer, 2016; Freitas, 2010; Vega-
Rala et al., 2014).

La deteccion directa de arbovirus tanto en humanos como en vectores, se realiza mediante la
retrotranscripcion y amplificacion por PCR en tiempo real (RT-PCR) de genes especificos
para cada arbovirus. Las ventajas de la RT-PCR son: (i) ausencia de reacciones cruzadas
entre los arbovirus detectados y (ii) permite detectar los diferentes serotipos y/o genotipos
(Roehrig & Lanciotti, 2009; Ferreira-de-Brito et al., 2016). Por altimo, la deteccidn positiva
del virus y la frecuencia de infeccion en vectores es reportada en tasa de infeccion minima
(MIR), definida como la relacion entre pooles positivos y el numero total de individuos por
1000 individuos (Gu, Lampman & Novak, 2004). Sin embargo, para tener una estimacion
correcta es necesario obtener una muestra > = 1000 individuos y tamafios de pooles
pequefios. Por lo cual, en un muestreo menor, no es posible asegurar la correcta estimacion
de la tasa de infeccion y no existen estudios con metodologias donde se haga su bldsqueda

por insectos individualmente.

En cuanto a la distribucion de las arbovirosis en Colombia estas coinciden con la presencia
de Ae. aegypti y Ae. albopictus. La especie Ae. aegypti presenta una mayor distribucién

geogréfica con 128 reportes mientras que para Ae. albopictus solo se han realizado 7; cabe



resaltar que estos reportes solo se han hecho a partir de identificacion morfolégica (Zamora-
Delgado, Castafio & Hoyos-L6pez, 2015; Kraemer et al. 2015). Sin embargo, los reportes de
Antioquia y Quindio son los Unicos respaldados por el marcador molecular barcode COI
(Citocromo ¢ Oxidasa I) (Carvajal et al., 2016; Gémez-Palacio et al., 2017; Camacho-Gdémez
& Zuleta, 2019; Ortiz-Canamejoy & Villota, 2018). Se ha reportado la infeccion por el
serotipo DEN-1 en mayor proporcion en individuos tanto de la especie Ae. aegypti como Ae.
albopictus recolectados en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Coérdoba
(Hoyos-Lo6pez et al., 2016; Hoyos-Lopez et al., 2019; Gomez-Palacio et al., 2017).
Adicionalmente, para Ae. aegypti el DENV presenta un MIR de 4 a 6 individuos infectados
y para ZIKV es de 36,9 por 1000 individuos totales. Por otro lado, para Ae. albopictus el
ZIKV presenta un MIR de 21,7 (Calle-Tobon et al., 2020). En cuanto a CHIKV y MAYV no

es posible obtener el MIR debido a la ausencia de estudios.

El estudio y abordaje de las arbovirosis, se ha centrado en realizar su deteccion
principalmente en huéspedes humanos, por lo tanto, la informacién sobre la infeccion natural
en vectores es limitada. En Colombia y especificamente en el departamento de Arauca, los
estudios enfocados en la infeccion natural por arbovirus en vectores son muy pocos. Es de
gran importancia, enfocarse tanto en la distribucién geografica como en la infeccion viral de
los vectores circulantes en esta zona del pais, puesto que es una de las zonas con mayor
incidencia de DENV, CHIKV y ZIKV. Adicionalmente, es de gran importancia incluir en
este estudio, la identificacion de MAY'V que, aunque no se ha reportado en el pais, tiene un
potencial importante para generar la fiebre de Mayaro en la zona oriental, dada su presencia
en las zonas fronterizas con Venezuela (Lorenz et al., 2019). Por lo tanto, el presente estudio
tiene como objetivo identificar las especies de Aedes circulantes en tres municipios del
departamento de Arauca, Colombia, asi como, determinar la infeccion por DENV-1, CHIKYV,
ZIKVy MAYV.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Captura de Insectos



Los insectos fueron capturados en el departamento de Arauca en los municipios de Saravena
(6°57"17"N, 71°52'36"0), Arauquita (7°01'34"N, 71°25'38"0) y Tame (6°27'30"N,
71°44'41"0) (Figura 1). La recoleccion, se realiz6 en la zona urbana de los tres municipios,
sin embargo, en el municipio de Saravena también se capturaron individuos en zona rural.
Se llevaron a cabo dos muestreos, uno en 2018 y otro en 2019, en cada uno de estos se
instalaron trampas mosquitaire durante tres meses consecutivos (Abril-Mayo-Junio). En cada
trampa, se eligieron solo las hembras del género Aedes y posteriormente se formaron los

pooles segun la identificacion morfoldgica.

Los insectos o “pooles” formados, fueron almacenados en RNAlater Invitrogen® (Salehi &
Najafi, 2014), en frascos marcados con las coordenadas e informacién sobre la vivienda y/o
el sitio de recoleccion y transportado al laboratorio de Microbiologia del grupo de

investigacion microbioldgica de la Universidad de Rosario (GIMUR).

Saravena

Arauquita —

Tame

Figura 1. Municipios donde se realizd la Captura; Saravena (verde), Arauquita (Rosa) y
Tame (Azul), en el departamento de Arauca (morado), Colombia. El punto negro indica la

zona urbana donde se realizé la captura de individuos.

Identificacion morfoldgica y molecular de las especies de Aedes



La identificacién morfoldgica de los individuos del género de Aedes se realizd usando la
clave propuesta por Forattini, (1965) para identificar los insectos hasta género y la revision
taxonomica de Cova-Garcia et al. (1966) para identificar las especies. La identificacion
molecular de las especies se realizd mediante la amplificacion del fragmento del gen COI
(Citocromo ¢ Oxidasa I) asociado con el ADN barcode. Cabe resaltar que la amplificacion
se realizo a partir del ARN del individuo debido a que este era necesario para la deteccion de

los arbovirus.

Se llevd a cabo la extraccion de ARN a partir de cada individuo con el kit Quick-
RNATiIssue/Insect Microprep Kit (Zymo, #R2030), siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante. Posteriormente, a partir de dicho ARN se llevo a cabo una
RT-PCR One Step para generar ADNc (ADN complementario) y amplificar el gen COI. Se
preparod la siguiente mezcla de reaccion: 5 uL de agua, 1 uL de cada iniciador (forward y
reverse a 10 uM), 4 uL Master Mix y 5 uLL de ADN. Se utilizaron los iniciadores LCO1490
(5-GGT CAACAA ATC ATAAAGATATTG G-3) y HC0O2198 (5-TAA ACT TCA GGG
TGA CCA AAA AAT CA-3") (Joyce et al., 2018). El perfil térmico usado fue: un ciclo para
la activacion de la transcriptasa inversa de 50°C por 10 minutos, seguido por una
denaturacion inicial a 95°C por 1 minuto, luego 45 ciclos de 94°C por 10 seg, 60°C por 1

minuto y extension final a 72°C por 10 minutos.

La amplificacion del fragmento del gen se determind mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2.5% en TBE 1x buffer, usando como agente intercalante SYBRe Safe
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), al observar una banda de ~650 pares de bases (pb).
Posteriormente, aquellas muestras donde se observd la banda correspondiente al fragmento

del gen COI se secuencio por el método de sanger.

Analisis de secuencias del gen COI (Barcode)
El alineamiento y limpieza de secuencias se realizd en el software Seqman (Lasergene) y la

secuencia de nuclet6tidos fue comparada con la base de datos Nucleotide Blast.

(https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi). El andlisis completo de las secuencias se llevo a


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

cabo en el software MEGA X 10.1. Las secuencias fueron alineadas utilizando el algoritmo
MUSCLE en el software previamente mencionado. ElI modelo de sustitucion que mejor
explico los datos para el gen mitocondrial COI (Barcode) fue Jukes-Cantor (AlIC= 1986.637).
La reconstruccion filogenética se establecié mediante el método de estimacion de Maxima
Verosimilitud (MV) y el soporte de los nodos fue establecido a partir de 5.000 réplicas de

bootstrap. El grupo externo para el arbol filogenético fue Culex spinosus (KM593059.1).

Deteccion de arbovirus

La deteccion de cada uno de los arbovirus (DENV-1/CHKV/ZIKV/MAYV), se realizo en las
muestras de los individuos recolectados mediante qRT-PCR One Step utilizando los
iniciadores y sondas Tagman correspondientes (Tabla 1). La mezcla de qRT-PCR para
DENV, CHIKV y ZIKV (por muestra) contiene: 2.5 pL de agua, 1 pL de cada primer
(forward y reverse a 50 uM), 0.5 uLL de la sonda (25 uM), 10 uLL Master Mix y 5 uL. de ARN.
Para la mezcla de MAYYV se uso el protocolo recomendado por la OMS (WHO, 2020). El
perfil térmico usado fue: un ciclo para la activacion de la transcriptasa inversa de 50°C por
10 minutos, seguido por una denaturacion inicial a 95°C por 1 minuto, luego 40 ciclos de
95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto y extension final a 72°C por 10 minutos. Se uso
ARN viral de cada arbovirus como control positivo, el cual fue facilitado por el grupo de
virologia del Instituto Nacional de Salud. Finalmente, la frecuencia de infeccion fue
expresada como la tasa de infeccion y es calculada en cada especie por cada arbovirus

mediante la formula 1.

Tl = N° de individuos infectados

N° de individuos totales

Formula 1. Tasa de infeccion.

Tabla 1. Iniciadores y sondas especificas para cada arbovirus.

Virus Iniciadores Gen (Referencia)

CHIKV F: TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA




R: TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC

NS (Proteina no
estructural) (Lanciotti et
al., 2007)

DENV-1
F: CAAAAGGAAGTCGYGCAATA

NS5 (Proteina  no

DENV estructural 5) (Santiago
R: CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC etal., 2013)
S: [FAM]-CATGTGGYTGGGAGCRCGC
F: GTGGTCGCACAGTGAATCTTTC
MAYV Envoltura 2) (Long et al.,
S:IFAM-ATGGTGGTAGGCTATCCGACAGGTC-  2011)
carboxytetramethylrhodamine [TAMRA]
NS5 (Proteina
ZIKV _ , Diallo, Diallo,
R: TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG Weidmann, &  Sall
S: FAM-CTYAGACCAGCTGAAR-BBQ 2013)

Anélisis estadisticos

Se realizaron analisis descriptivos de la frecuencia de cada especie del vector, e infeccion
natural por cada uno de los arbovirus en términos de porcentajes. Adicional a esto, para
cuantificar la concordancia entre el método de identificacion de especie por clave taxonémica

y marcador molecular se calcul6 el indice kappa (Cook, 2005).

Se realiz6 una regresion logistica, incluyendo el intercepto, para estimar el riesgo de
infeccion con los Arbovirus (OR, IC 95%) de acuerdo con la especie del vector, municipio y
zona de recoleccion. Las variables especie y zona de recoleccion se transformaron en
dummies (1/0) utilizando la especie Ae. albopictus y la zona rural como referentes (0).
Preliminarmente se ejecutd un modelo de efectos principales para identificar variables
potencialmente asociadas con el desenlace establecido y un valor p<0.05 como significativo.
Posteriormente se ejecuté un modelo de interaccion de segundo nivel, paso a paso (stepwise),
que incluia interacciones entre la especie del vector con la zona o municipio de recoleccion

y se utilizé el criterio de Akaike méas bajo para seleccionar el mejor modelo.

RESULTADOS



Identificacion morfoldgica y molecular de las especies de Aedes

En los dos muestreos realizados se capturaron 169 ejemplares del genero Aedes, de los cuales
el 68% (n=115) fueron recolectados en el municipio de Saravena, el 15,4% (n=26) en el
municipio de Arauquita y el 16,6% (n=28) en Tame. Se observaron diferencias en el nimero
de individuos identificados como Ae. aegypti y Ae. albopictus entre los meétodos de
identificacion molecular y morfoldgico (Figura 2). Adicionalmente, de acuerdo con el indice
kappa obtenido (k=0,7643) la concordancia entre los métodos de identificacion (clave
taxonomica vs. Molecular) de especie fue considerada como buena (Cook, 2005). Se
evidenciaron incongruencias en la identificacion de 16 individuos, donde inicialmente se
identificaron mediante morfologia como Ae. aegypti y el andlisis del marcador molecular
indico que son de la especie Ae. albopicrus.

Identification
Molecular marker
Morphology
734
65.7 ey
e (111)
)
o
©
c
[i7}
o
& 343
2 26.6
(45)
Ae. albopictus Ae. aegypti

Figura 2. Porcentaje de individuos Ae. albopictus y Ae. aegypti identificados por

morfologia (Verde) y marcador molecular (Naranja).
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Anélisis de secuencias del gen COI (Barcode)

Se obtuvo un fragmento de 338 pb para el gen COl y en la topologia construida los individuos
constituyen dos clados agrupados por especie que corresponden a Ae. aegypti (bootstrap =
98, Figura 3) y Ae. albopictus (bootstrap = 99, Figura 3) y entre las secuencias de las dos
especies se observo un cambio en 56 pb. Adicionalmente la especie del género Culex

(Outgrup) formo un clado independiente a las especies del género Aedes.

ASE
ASE
A5
ASD
A128

A126

f—
+
59— at11 %
| ag7 @
— a143 G
7]
AST <<
98 8 L 2171
— a1ss
A123
99 Lang

ATS J

ABT

Ae. albopictus

65 | agp

Culex spinosus

0,020

Figura 3. Arbol filogenético de las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus construido con
ML para el gen COI. En cada nodo se indica el soporte (bootstrap). Los nodos que carecen

de valor presentaron un soporte <50.
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Distribucion geografica de las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus

La tabla 2 muestra la informacion con respecto a la frecuencia de individuos Ae. aegypti
(n=111) y Ae. albopictus (n=58) por zona y municipio de captura. La especie Ae. aegypti se
encuentra presente en los tres municipios y solo en zonas urbanas, el 64,9% (72/111)
pertenecen al municipio de Saravena. Se observé la presencia de Ae. albopictus, solo en los
municipios de Saravena y Arauquita en zonas tanto urbanas como rurales (Figura 3).
Teniendo en cuenta lo anterior, se puede evidenciar la presencia de individuos de las dos

especies en la zona urbana del municipio de Saravena y Arauquita.

Tabla 2. Numero de Ae. aegypti y Ae. albopictus capturados por afio, zona, municipio e

infectados por arbovirus.

Ae. aegypti n (%) Ae. albopictus n (%) Total
Captura 111 (65,7) 58 (34,3) 169
Afio
2018 51 (49) 53 (51) 104
2019 60 (92.3) 5(7.7) 65
Zona
Rural 0 37 (100) 37
Urbana 111 (84.1) 21 (15.9) 132
Municipio
Saravena 72 (62.6) 43 (37.4) 115
Arauquita 11 (42.3) 15 (57.7) 26
Tame 28 (100) 0 28
Tasa de infeccién con
Arbovirus
DENV-1 27 (24.3) 23 (39.7) 50 (29.6)
CHIKV 2(33.3) 4 (66.7) 6 (3.5)
Mixta (DENV-1y CHIKV) 5 (100) 5(3)
No infectados 77 (71.3) 31 (28.7) 108 (63,9)

12
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Figura 4. Localizacion geogréafica de A. aegypti (Naranja) y Ae. albopictus (Morado)

recolectados en los municipios de Saravena, Arauquita y Tame.

Infeccion natural por arbovirus

De los 169 individuos recolectados del género Aedes, encontramos que la tasa general de
infeccion por arbovirus fue del 36,1% (61/169). El arbovirus con mayor frecuencia en la
poblacion fue DENV-1 que se encontré en el 82% (50/61) de los individuos infectados,
mientras que el 9,8% (6/61) se encontraron infectados por CHIKV y ninguno de los
individuos estaba infectado por ZIKV 0 MAYV. Adicional a esto, se encontr6 una frecuencia
de 4,5% (5/111) de infeccion mixta por los arbovirus DENV-1y CHIKV en la especie A.
aegypti. En latabla 2, se encuentra las tasas de infeccion por arbovirus en cada especie, donde
se puede observar una mayor tasa de infeccion en los individuos de la especie A. albopictus.
Los resultados de la regresion logistica mostraron que en el municipio de Arauquita es 7
veces mas probable encontrar individuos infectados (OR=7;IC 95%=1,890-25,932; p=0,004)

en comparacion con Tame. Por otro lado, en el municipio de Saravena se observo que es 3,6
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mas probable encontrar individuos infectados respecto a Tame (OR=3,6;IC 95%=1,165—
11,025; p=0,026) (Figura 4).

P= 0,004

P= 0,026

53.8 \
(14/26)

37.4
(43/115)

Porcentaje %

14.3
(4128)

Arauquita Saravena Tame

Figura 5. Porcentaje de individuos infectados por los municipios de Arauquita, Saravena y

Tame.
DISCUSION

La clasificacion de Ae. aegypti y Ae. albopictus, se realiza principalmente mediante
identificacion morfologica (Kraemer et al., 2015) y los reportes que usan identificacion
molecular son pocos (Zamora-Delgado, Castafio & Hoyos-Ldpez, 2015; Atencia et al., 2018).
Los resultados aqui expuestos muestran una buena concordancia (k=0,7643) entre los dos
métodos de identificacién (Cook, 2005), no obstante, se logra evidenciar una deficiencia en
la identificaciobn mediante morfologia (Figura 2). El principal caracter que permite la
diferenciacion entre estas dos especies es el patron en el scutum (esclerito de mesotorax). La
especie Ae. albopictus presenta una linea media longitudinal de color blanco y Ae. aegypti

dos lineas curvas de color blanco en cada lado exterior del scutum. Se ha descrito que estos
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patrones son susceptibles a difuminarse durante el procesamiento de almacenamiento de los
insectos (Patsoula et al., 2006), Teniendo en cuenta lo mencionado, puede existir el riesgo de
una incorrecta identificacion morfoldgica y cualquier error en este proceso tiene efecto
negativo en los estudios que concluyen sobre la biologia y la capacidad vectorial de cada una

de estas especies de insectos.

Estudios enfocados en la distribucion de Ae. aegypti y Ae. albopictus, concluyen que su
presencia se debe a la interaccion de diferentes factores bidticos y abidticos. (Lozano-Fuentes
etal., 2012; Liang et al., 2019). Esta interaccién se puede evidenciar en los modelos que han
determinado una asociacion entre el uso del suelo con la presencia de Ae. aegypti y Ae.
albopictus, asi como de la prevalencia de las arbovirosis Las principales actividades que
tienen riesgo son los asentamientos humanos, horticultura y ganaderia (Cheong et al., 2014),
lo que se debe principalmente a que estas actividades generan micro-habitats, favoreciendo
la reproduccion del vector (Sarfraz et al., 2012). En concordancia con lo anterior, se
evidencid la coexistencia de las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus en zonas urbanas de
los municipios de Saravena y Arauquita (Figura 4). lo cual se ha evidenciado en paises como
Brasil y Panamé (Li et al., 2014; Whiteman et al., 2019). Por lo cual, la coexistencia de estas
dos especies en una misma zona genera un riesgo a nivel de salud pablica, dado que son dos
vectores contribuyendo en la transmision de los arbovirus en el ciclo urbano de una misma

Z0na.

Por otra parte, se encontrd en mayor frecuencia los individuos de la especie Ae. aegypti en el
municipio de Saravena, mientras que, en el municipio de Arauquita, se observé una mayor
frecuencia de individuos de la especie Ae. albopictus (Tabla 2). Esto puede estar asociado a
los diferentes usos del suelo en cada municipio, dado que en Arauquita hay una alta
disponibilidad de cuerpos de agua naturales debido a la presencia del rio Arauca en la zona
norte del municipio. Lo anterior, beneficia la reproduccion de Ae. albopictus, dado que esta
especie tiene preferencias por estos cuerpos de agua en comparacion con Ae. aegypti (Claeys
etal., 2016). Este fendmeno descrito se ha reportado previamente en Vietnam y Brasil (Higa
et al., 2010; Barbosa et al., 2020), donde en este Gltimo se realizé un anélisis espacial que

permitié determinar una asociacién entre la presencia de los vectores dependiendo del tipo
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de cuerpos de agua (Lozano-Fuentes et al., 2012; Liang et al., 2019). Teniendo en cuenta lo
mencionado, cabe la posibilidad que en los municipios estén interactuando otros factores que

influyan en la distribucion geografica de estas especies.

Diferentes modelos han evidenciado que la movilidad humana es un factor importante en el
aumento en la incidencia del DENV, aun en distancias cortas, es decir entre ciudades
(Massaro, Kondor & Ratti, 2019; Barmak, Dorso & Otero, 2016; Zhu et al., 2019). En
concordancia con los resultados obtenidos a partir de la regresion logistica muestran que en
el municipio de Arauquita hay mayor riesgo de encontrar individuos infectados por los
arbovirus (Figura 5). Este municipio se encuentra en una zona fronteriza con Venezuela, por
ende, hay un alto movimiento de hospederos que pueden estar contribuyendo en que el virus

Se mantenga en estas zonas.

El arbovirus con mayor frecuencia en la poblacién de individuos infectados fue DENV-1 con
un 62% (50/61) (Tabla 2). El serotipo DENV-1 también se ha detectado con mayor frecuencia
que otros arbovirus en Indonesia, México, Cuba, Brasil y Colombia (Rahayu et al., 2019;
Garcia-Rejon etal., 2018; Gutiérrez-Bugallo et al., 2018; Eiras etal., 2018; Velandia-
Romero et al. 2017). La elevada frecuencia de este arbovirus puede deberse a que la
transmision en el ciclo urbano del DENV esta dada por el nivel de viremia de los hospederos,
dado que los individuos al inicio de la infeccidn presentan altas tasas de viremia (Duong et
al., 2015; Martinez-Vega et al., 2015). Lo mencionado anteriormente, concuerda con los
resultados obtenidos en este estudio dado que en el departamento de Arauca el DENV-1 es
el arbovirus con mayor prevalencia (BES-22, 2020). A partir de lo mencionado, se evidencia
la necesidad de realizar una vigilancia entomo-viroldgica de manera complementaria a la
busqueda activa de casos en humanos. Esto con el fin de tener un panorama completo de la

transmision urbana de los arbovirus.

Los resultados expuestos en este estudio muestran una tasa de infeccion mas alta por DENV-
1y CHIKV en la especie Ae. albopictus (Tabla 2) en comparacion con Ae. aegypti. Estos
valores no concuerdan con lo reportado previamente, dado que los valores de MIR en Ae.

aegypti son més altos. Sin embargo, esto si se ha evidenciado de manera experimental, donde
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se comprobd que Ae. albopictus parece ser un vector mas susceptible a la infeccion que Ae.
aegypti. Esto debido a que las tasas de diseminacion de los arbovirus fueron mas altas en Ae.
albopictus (Turell etal., 1992). En cuanto a la falta de infeccion natural por ZIKV, esto se
debe al bajo nimero de casos reportados en humanos en el departamento de Arauca en los
altimos dos afios (BES-22, 2020). Lo cual confirma que este arbovirus no se encuentra

circulando en el ciclo urbano de los tres municipios muestreados.

Por otro lado, la ausencia de individuos infectados por MAYYV puede deberse a que los
insectos procesados en este estudio hacen parte del ciclo urbano y no hay estudios que
demuestren la eficiencia de transmisidn del virus en este ciclo. Sin embargo, en el estudio de
Pereira et al. (2020) se demuestra que bajo condiciones de laboratorio Ae. aegypti y Ae.
albopictus tienen la capacidad de infectarse y potencial de transmitir el genotipo D de
MAYYV. Asi mismo, es posible infectar mosquitos con el virus a partir de saliva de individuos
que dieron negativos inicialmente. Concluyendo que para que se dé la infeccion es necesario
una carga viral baja la cual no es posible detectar mediante la PCR y esto se puede ver
reflejado a su vez en los valores de MIR de 0.4 (95% CI1=0.0-1.4) que se reportan para las
especies (Maia et al., 2019). Es por esto que diferentes estudios proponen técnicas de
enriquecimiento viral que permiten aumentar en proporcion las secuencias del virus, lo cual
fue corroborado mediante secuenciacion de siguiente generacion (NGS) (Hall et al., 2014).
Dado lo anterior, es importante que estudios futuros implementen técnicas de

enriquecimiento viral que permitan la deteccion de los virus aun en concentraciones bajas.

La coinfeccion natural entre DENV-2 y CHIKV se ha reportado previamente en la especie
Ae. albopictus, donde se logré asociar con la circulacion simultanea de estos dos arbovirus
durante un brote de dengue en Africa Central (Caron et al., 2012). En el presente estudio, se
encontrd una tasa de coinfeccion mixta de DENV-1y CHIKYV del 4,5% (5/111) en la especie
Ae. aegypti. Lo que muestra una circulacion simultanea de estos dos arbovirus, que puede
desencadenar en la coinfeccion en humanos. Donde un aumento en los casos de coinfeccion
llevaria a la rdpida evolucion genética del virus (Caron et al., 2012). EI procesamiento de los
individuos mediante pooles no nos permitiria evidenciar la tasa de infecciones mixtas
(Walter, Hildreth & Beaty, 2018; Gu, Lampman & Novak, 2004). Es por esto, la gran
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importancia de realizar la vigilancia de los arbovirus en el vector de manera individual, dado
que se estarian proporcionando datos erréneos de la infeccion natural por los arbovirus en

cada uno de los vectores.

El presente estudio reporta por primera vez en Colombia la infeccion natural de CHIKV en
Ae. aegypti y Ae. albopictus, donde se encontré una mayor tasa de infeccion en esta Gltima
especie. Lo cual deja en evidencia la susceptibilidad de esta especie a la infeccion por los
arbovirus. Ademas, se encontr6 que DENV-1 es el arbovirus con mayor frecuencia en los
individuos recolectados, lo que puede estar asociado a diferentes factores como la
transmision transovarica del vector y hospederos infectados con viremias altas que pueden
mantener la contante transmision del arbovirus. Se propone expresar los datos de infeccion
natural por medio de tasas de infeccion con el fin de obtener un valor por individuo sobre la
infeccion por los arbovirus . Por otro lado, se logra evidenciar la coexistencia de Ae. aegypti
y Ae. albopictus en zonas urbanas de Saravena y Arauquita. Esta coexistencia puede
explicarse por los diferentes usos del suelo en los municipios y la disponibilidad de cuerpos

de agua que permiten la correcta reproduccion y desarrollo de los vectores.

Es importante destacar algunas limitaciones del estudio, entre ellas la falta de deteccién de
los serotipos DENV-2, -3 y -4, ya que es importante determinar su circulacion en el
departamento para determinar el comportamiento general de DENV. Finalmente, en futuros
estudios es importante evaluar una asociacion entre la variabilidad genética del vector y el
arbovirus con la susceptibilidad a la infeccion para obtener méas informacidn sobre el ciclo
urbano de estas enfermedades y generar programas de control.
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