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RESUMEN GENERAL

Estudiar la diversidad de mosquitos en una region permite monitorear la aparicion de
especies nuevas, brinda informacién sobre la composicion de una comunidad de
insectos, y ayuda a monitorear la estabilidad de un ecosistema. Esto es importante para
la conservacion del medio ambiente y el control de arbovirus, como los virus dengue
(DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV), que son transmitidos principalmente por el
mosquito Aedes aegypti ocasionando un gran impacto a la salud publica. La transmisién
horizontal se considera la mas importante en periodos de brote, sin embargo, se ha
reportado transmision vertical que mantiene los virus durante periodos desfavorables,
por lo que es importante implementar medidas de manejo del mosquito vector esto. Para
esto, es indispensable conocer aspectos de la ecologia de Ae. aegypti, entre ellos los
patrones de dispersion y propagacion, como factores que facilitan la invasiéon y
adaptacién a nuevos entornos. Se cree, que cambios genéticos en el insecto, podrian
facilitar la invasion y adaptacion a nuevos entornos, por lo que resulta importante estudiar
la diversidad genética de estos mosquitos. El objetivo del primer trabajo fue estimar la
diversidad de culicidos y detectar la presencia de DENV, CHIKV y ZIKV en larvas Ae.
aegypti, mientras que el objetivo del segundo trabajo fue determinar la diversidad
genética de poblaciones de larvas Ae. aegypti en diferentes localidades de Costa Rica.
Se recolectaron, durante agosto a noviembre de 2021, larvas en 26 localidades de 19
distritos, que histéricamente habian reportados casos de DENV, CHIKV y ZIKV (n=22) o
en los que se reportaron brotes durante la recolecta de muestras (n=4). Las larvas se
identificaron a nivel de especie (Aedes y Culex) o género (Limatus). Para cumplir con el
primer objetivo, se calcularon diversos indices de diversidad (riqueza especifica, similitud
de Jaccard, Margalef, Shannon-Weaver y Pielou). Las larvas de Ae. aegypti se
sometieron a andlisis molecular para detectar la presencia de DEN, CHIKV y ZIKV. Se
encontraron dos especies de larvas de Aedes (Ae. aegypti, Ae. albopictus), cinco de
Culex (Culex coronator, Culex corniger, Culex quinquefasciatus, Culex nigripalpus y
Culex interrogator) y larvas del género Limatus, determinandose a Ae. aegypti como la
especie predominante en 20 de 26 localidades. El indice de Pielou demostré que el
distrito de Pavones fue el que presentd mayor equitatividad de distribucion de las

especies. Los distritos de La Virgen y Guacimo presentaron mayor riqueza especifica y
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diversidad de especies, encontrandose seis de las ocho especies identificadas. En los
distritos de Jaco, La Suiza y Pital solamente se detectdé una especie (Ae. aegypti). Del
total de 74 grupos de larvas de Ae. aegypti analizadas por RT-gPCR, ninguno resulto
positivo para DEN, CHIKV y ZIKV. Se recomienda realizar investigaciones sistematicas
para determinar indices de diversidad tanto en estacion lluviosa como estacion seca, de
diferentes localidades, asi como seguir recolectando larvas de Ae. aegypti en zonas con
brotes de arbovirosis para demostrar la transmision vertical.

Para cumplir con el segundo obijetivo, una larva por localidad se sometié a extraccion de
ADN vy anélisis molecular (reaccién en cadena de polimerasa convencional del gen
mitocondrial del citocromo oxidasa | y secuenciacion). Aedes aegypti se encontré en 20
de las 26 localidades y en los 19 distritos muestreados. En total se determinaron tres
haplotipos (H1, H2 y H3). El haplotipo 1 fue el mas abundante y el que presenté mayor
distribucién, encontrandose en 16 localidades, mientras que los haplotipos 2 y 3 se
encontraron en unay tres localidades, respectivamente. Los tres haplotipos presentaron
15 sitios polimérficos, tres de los sitios polimorficos afectaron la secuencia de los
aminoacidos. El haplotipo 1y 2 han sido reportados hasta la fecha solo en Centroamérica
y Panama, mientras que el haplotipo 3 habia sido encontrado previamente en Siquirres
y se ha reportado presente en Canada, Nueva Caledonia y Alemania. Se recomienda
realizar estudios sistematicos de haplotipos de Ae. aegypti con un mayor niumero de
muestras a analizar por distrito o localidad, y en diferentes estaciones climaticas, para
determinar el haplotipo mas frecuente y establecer si el pais muestra alta o baja

diversidad genética de Ae. aegypti.
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INTRODUCCION GENERAL

Antecedentes

Los alfavirus y flavivirus son los arbovirus de mayor importancia médica, ocasionando
manifestaciones clinicas severas (poliartralgia, fiebre >38° C, sangrados) vy
complicaciones para la salud (microcefalia y sindrome de Glillain-Barré), afectando
sobre todo a nifios y ancianos, siendo los mosquitos del género Aedes, principalmente
Aedes aegypti y Aedes albopictus, los principales vectores que participan en la
transmision de estos virus (Jones et al., 2020; Marchi et al., 2018; Pefia-Garcia et al.,
2017).

Aedes aegypti

Taxonomia, distribucion y héabitat

El mosquito Aedes aegypti pertenece al reino Animalia, filo Arthropoda, clase Insecta,
orden Diptera, familia Culicidae y género Aedes. Es un mosquito que se encuentra en
latitudes 35° Norte - 35° Sur, en regiones tropicales y subtropicales debajo de los 2000
m.s.n.m., con alta precipitacion pluvial y con temperaturas de 14°C-30°C. Aedes aegypti
se considera un mosquito doméstico, ya que se encuentra en hogares, su desarrollo se
da generalmente en recipientes artificiales de agua dulce en las viviendas y su periodo
de actividad es diurna. Para reposar prefieren lugares humedos y tranquilos alrededor
de las viviendas (a no mas de 100 metros de distancia) y solamente logran movilizarse
hasta 3 kildmetros (Castillo-Quino et al., 2018; Kweka et al., 2018; Lubinda et al., 2019;
de la Mora-Covarrubias et al., 2010; Nelson, 1986; OECD, 2018; Rossi & Almirén, 2004).

Ciclo de vida'y morfologia

El ciclo de vida de Ae. aegypti se divide en cuatro estadios, el cual dura aproximadamente
de 8 a 10 dias. Este ciclo se divide en dos fases, una acuéatica (larva y pupa) y una
terrestre (huevo, adulto). Los huevos se caracterizan por ser largos, lisos, de forma
ovoide y miden aproximadamente 1 mm de largo. Una vez ovipositados son de color
blanco pero se vuelven negros como resultado de la melanizaciéon (Figura 1). A una

temperatura de 23° C tardan aproximadamente de 48 horas a 5 dias en desarrollarse por
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completo y aproximadamente 15 minutos en eclosionar (Khetarpal & Khanna, 2016;
Nelson, 1986; OECD, 2018; Rossi & Almirdn, 2004).

l

Figura 1. Huevo Aedes aegypti (Zettel & Kaufman, 2009).

La cantidad de huevos que ponen las hembras va a depender de la cantidad de sangre
gue hayan ingerido (100-200 huevos), ovipositando hasta 5 veces durante toda su vida
en varios sitios, evitando zonas donde se encuentren huevos de sus congéneres. Las
hembras depositan sus huevos en las paredes internas de los recipientes con agua y
sobre el nivel del agua. Los huevos pueden sobrevivir temperaturas extremas (inviernos
muy frios de 4°C), a esto se le conoce como diapausa (Byttebier et al., 2014; OECD,
2018; Rossi & Almiron, 2004).

Las larvas estan conformadas por cabeza, térax y un abdomen (Figura 2a). El térax y
abdomen es de tejido suave y membranoso mientras que la cabeza presenta placas
endurecidas-esclerotizadas. En el segmento posterior de la larva se encuentran cuatro
branquias lobuladas que regulan la osmosis y un sifon corto para poder respirar oxigeno
(Figura 2a). Las larvas mudan por cuatro estadios, que se diferencian por su tamafio
(Imm a 8mm). Las larvas prefieren lugares sombreados (son fotofébicas), pueden tolerar
variaciones del pH y pueden desarrollarse tanto en agua limpia (de preferencia) como
agua con abundante materia organica en descomposicion. El desarrollo de las larvas es
totalmente acuatico y tarda aproximadamente de 7 a 14 dias (5 dias en condiciones
favorables) contando con movilidad para conseguir sus alimentos. La larva Ae. aegypti
se diferencia de otras especies de Aedes por poseer prominentes espinas laterales en

forma de garra en el térax (Figura 2b) y una hilera recta de 7 a 12 escamas del peine en
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el ultimo segmento abdominal. Esas escamas tienen una espina media y dientes
laterales (Figura 2C y 2D). En las larvas existe un proceso conocido como de sindrome
diapausa larval, que consiste en la prolongacion del tercer y cuarto estadio larvario, por
la reduccion metabdlica y locomotora cuando disminuye la temperatura o el fotoperiodo
(Nelson, 1986; OECD, 2018; Rossi & Almirén, 2004).
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Figura 2. A: Vista dorsal larva Ae. aegypti en cuarto estadio, B: espinas dorsales en

térax, C: hilera de escamas del peine y D: escama caracteristica con espina media y

dientes laterales en forma de tridente (Farajollahi & Price, 2013).

La pupa es el estadio que precede la etapa adulta. Su cuerpo tiene forma de comay esta
conformado por dos secciones principales: cefalotérax (cabeza y torax fusionados) y
abdomen (Figura 3A). Las pupas permanecen inmoviles, no se alimentan, son
fotofébicas y las machos son de menor tamafio. Esta etapa dura aproximadamente 2
dias a temperatura de 28°C a 32°C. Para diferenciarlas de otras especies, se utiliza la
caracteristica de las paletas natatorias, que solo tiene un pelo sobresaliente y alrededor
pequefios cilios (Figura 3B) (Nelson, 1986; OECD, 2018; Rossi & Almirdn, 2004).
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Figura 3. A: Vista lateral pupa Ae. aegypti, B: Parte final del abdomen que muestra
caracteristica distintiva para diferenciarla de otras especies de pupas (Becker et al.,

2010; Funasa, 2001).

El adulto esta compuesto por cabeza, térax y abdomen (Figura 4A). Puede vivirde 2 a 4
semanas. Para hacer distincién entre sexos, el macho tiene antenas plumosas y palpos
mas largos (Figura 4B). El Ae. aegypti se diferencia por ser de color negro, en el torax
posee marcas blancas en forma de lira y patas con bandas blancas (Figura 4C y 4D)
(Nelson, 1986; OECD, 2018).
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Figura 4. A: Anatomia del adulto Ae. aegypti, B: Diferencia entre macho y hembra, C: y

D: Caracteristicas para diferenciarlo de otras especies de Aedes (Rueda, 2004).

Transmision

Ae. aegypti se considera un mosquito de importancia médica por ser vector bioldgico de
varios arbovirus como el virus del dengue (DENV), virus chikungunya (CHIKV) y virus
Zika (ZIKV), los cuales transmiten a hospedadores vertebrados susceptibles. En los
vectores los arbovirus son pasados via transestadial o por pasaje transovarico. La
hembra Ae. aegypti adquiere el virus al ingerir sangre de un huésped virémico. El virus
infecta las células epiteliales del intestino medio para luego diseminarse e infectar
glandulas salivales, aqui se replica y permanece durante toda la vida. La transmision
transovarica del virus ocurre por infeccién de los tejidos germinales de las hembras en
los mosquitos, también se ha reportado transmisién transhuevo (el virus infecta el huevo
durante la oviposicién). Los huevos infectados se liberan al medio ambiente y el virus
puede persistir en los estadios larvarios, etapa de pupa y en los mosquitos adultos. Las
hembras al picar al hospedero, regurgitan saliva y lo infectan (Arredondo-Garcia et al.,
2016; Agarwal et al., 2017; Jing & Wang, 2019; Lequime et al., 2016; Reisen, 2008). La
transmision horizontal es la mas comun y es la responsable de mantener la presencia de
los virus en el medio ambiente. EI mantenimiento de las arbovirus durante los periodos
interepidémicos se debe a la transmisién transovarica y puede durar varias generaciones
sucesivas comprobado en laboratorio (Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018). Ambos

mecanismos de transmision son vitales para la supervivencia de los virus. La transmision
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transovarica de los arbovirus en periodos de diapausa o de sequia ademéas facilitan la
persistencia durante periodos con baja poblacion de mosquitos adultos (Izquierdo-Suzan
et al., 2019; Manuel et al., 2020).

Epidemiologia y control vectorial

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), durante las semanas
epidemiologicas 1 y 21 del 2020 se notificaron 1,645,678 casos de arbovirosis en
América, donde 1,600,947 casos fueron de DENV (97.3%), 37,279 casos de CHIKV y
7,452 casos de ZIKV. Hubo una reduccion de un 10% de los casos notificados en el 2020
comparado con el afio 2019, ademas se reportaron casos de los cuatro serotipos de
dengue. En Costa Rica, el Ministerio de Salud (MINSA) reportd en el afio 2020 un total
de 9,438 casos de DENV, donde el canton de Pérez Zeleddn fue el mas afectado con
1,245 casos de DENV Yy los serotipos circulantes fueron el DENV1 y DENV2; 49 casos
de CHIKV donde el cantdon mas afectado fue Puntarenas con 7 casos, y 121 casos de
ZIKV donde el canton méas afectado con 12 casos fue Siquirres (Ministerio de Salud,
2020; OPS, 2020).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) promueve el manejo integral de vectores en
los programas de control eso es una combinacion de control quimico (insecticidas),
control biologico (bacterias, peces o copépodos) y control ambiental (eliminacion de
criaderos o zonas de reproduccion) (Tapia-Lopez et al., 2019). El control ambiental es
ecoldgico y trata de disminuir la poblacion vectorial mediante la eliminacién de criaderos,
pero el control quimico sigue siendo la medida mas efectiva y utilizada en periodos de
epidemia. En Costa Rica, se utilizan insecticidas piretroides (deltametrina y cipermetrina)
como adulticidas y organofosforados (temefds) como larvicidas para el control del
mosquito Ae. aegypti (Calderon-Arguedas et al., 2018).

Arbovirus

Virus del Dengue

El DENV pertenece al reino Riboviria, filo Orthornavirae, familia Flaviviridae y género
Flavivirus. Es un virus esférico de 40-50 nm de diametro, envuelto, de cadena simple de

ARN monocatenario de polaridad positiva, el cual codifica para 10 proteinas (3
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estructurales y 7 no estructurales). Se conocen cuatro serotipos (DENV-1 al DENV-4),
los cuales coinciden en un 65% en sus secuencias de ARN. Existe evidencia que el virus
del Dengue se puede transmitir en forma transovarica en Ae. aegypti. E| DENV2 se ha
asociado con mayor frecuencia a casos severos. La coinfeccion por multiples serotipos
de DENV ha sido reportada en muchos paises endémicos como China, Brasil e India. La
enfermedad del dengue otorga inmunidad de por vida contra el serotipo que ha
ocasionado la infeccion e inmunidad cruzada con los otros serotipos, que puede durar
de 9 a 12 meses (Arredondo-Garcia et al., 2016; Cervantes & Ramos, 2017; Cortés et
al., 2007; Cucunawangsih & Lugito, 2017; Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018; ICTV,
2020).

La enfermedad del dengue posee un periodo de incubacion de 4 a 7 dias, pero puede
durar de 3 a 10 dias, donde las manifestaciones clinicas son de inicio abrupto e
inespecificas (se puede confundir con un cuadro gripal) y menos del 5% pueden
presentar dengue severo. Se caracteriza por fiebre >39° C, cefaleas, mialgias, artralgias,
hiporexia, astenia, nauseas y erupcion cutanea maculo-papular. Sin el tratamiento
adecuado, la tasa de mortalidad puede superar el 20%. En el afio 1961 Costa Rica se
declaro pais libre del vector Ae. aegypti, sin embargo, 10 afios después se establecid
nuevamente la presencia de este mosquito en el pais. En octubre de 1993, se reporté el
primer caso de DENV, después de aproximadamente 30 afios de ausencia. EIl DENV1
fue el serotipo mas frecuentemente aislado en la regién Pacifico Central (Puntarenas) y
region Chorotega (Liberia), luego se extendieron los casos a otras zonas del pais. En la
actualidad, el distrito de San Isidro de El General es el mas afectado con 747 casos para
el afio 2020 (Avila, 2004; Ministerio de Salud, 2020; Morice et al., 2010; Schaefer et al.,
2020).

Virus de Chikungunya

El CHIKV pertenece al reino Riboviria, filo Orthornavirae, familia Togaviridae y género
Alfavirus. Es un virus esférico de 60-70 nm de diametro, envuelto, de cadena simple de
ARN monocatenario de polaridad positiva de 12 kb, el cual codifica para 9 proteinas (5

proteinas estructurales y 4 proteinas no estructurales). EI CHIKV se puede transmitir
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mediante la picadura del vector o por via transplacentaria de la madre al feto (provoca
abortos en el primer trimestre de embarazo). El mosquito hembra del Ae. aegypti
adquiere el virus a partir de un huésped virémico, y luego de un periodo promedio de
incubacion de diez dias, transmite el virus a un huésped susceptible. En Brasil se
determind transmision transovarica del CHIKV en Ae. aegypti mediante reaccion en
cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR). Este virus posee un unico serotipo que
confiere inmunidad de por vida (Arredondo-Garcia et al., 2016; Costa-da-Silva et al.,
2017; Frolov & Frolova, 2018; ICTV, 2020). El periodo de incubacién es de 3 a 7 dias
(promedio de 2 a 12 dias). Las manifestaciones clinicas comienzan abruptamente con
fiebre >38,9° C seguidamente se desarrollan poliartralgias severas y debilitantes de
caracter simétricas afectando articulaciones principalmente de mufiecas, codos, dedos,
rodillas y tobillos. Después de la fase aguda, algunos pacientes desarrollan sintomas
prolongados, que pueden durar de semanas a meses, que incluyen fatiga, dolor articular
incapacitante y tenosinovitis o poliartritis edematosa de los dedos. CHIKV se aisl6é por
primera vez durante una epidemia en Tanzania entre 1952-1953. En diciembre del 2013,
el virus de chikungunya lleg6 al continente Americano, reportdndose casos en la isla
caribefia de Saint Martin. En julio del 2014 se reportaron los primeros casos autoctonos
en Venezuela, los Estados Unidos de América, Panama y Costa Rica. En la actualidad,
el distrito de Chacarita es el mas afectado, reportandose tres casos para el afio 2020
(Corrales-Aguilar et al., 2015; Ministerio de Salud, 2020; Staples et al., 2009).

Virus del Zika

El ZIKV pertenece al reino Riboviria, filo Orthornavirae, familia Flaviviridae y género
Flavivirus. Es un virus esférico de 50 nm de didmetro, envuelto, de cadena simple ARN
monocatenario positivo de aproximadamente 10.8 kb, el cual codifica para 10 proteinas
(3 proteinas estructurales y 7 proteinas no estructurales). El ZIKV utiliza diferentes
estrategias para su transmision: entre las personas por contacto sexual, transmision
perinatal o intraparto, por transfusion de hemoderivados y trasplante de Organos
infectados o por picadura del vector. Se ha demostrado ademas, que el virus se transmite
en Ae. aegypti por via transovarica (Otero & Padrén, 2018; Sirohi & Kuhn, 2017; Zhu et

al., 2020). El periodo de incubacion es de 3-12 dias pero el 80% de los pacientes
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infectados son asintomaticos. La manifestaciones clinicas son fiebre leve, cefalea,
artralgia, erupcion cutanea, conjuntivitis y alteraciones gastrointestinales. La evolucion
de la enfermedad es de caracter leve y autolimitada; los pacientes se recuperan en una
semana pero se ha visto relacionada con complicaciones neuropaticas graves. En los
neonatos se ha evidenciado el desarrollo congénito de microcefalia, neuropatia éptica y
glaucoma mientras que en adultos se desarrolla una paralisis ascendente bilateral
simétrica conocido como Sindrome de Guillain Barré. Este virus se identifico por primera
vez en 1947 en monos “Rhesus” que habitaban el bosque de Zika en Uganda. En el
2015, este virus se introdujo en el continente americano, siendo Brasil quien reporto la
circulacion e infeccion autéctona del ZIKV, ademas confirmando trastornos neuroldgicos
e incremento inusual de microcefalia secundaria en recién nacidos por la infeccion del
virus en el periodo de gestacion. En Costa Rica, se reportd el primer caso importado el
26 de enero del 2016, en un paciente masculino que habia viajado a Colombiay el primer
caso autoctono en la semana epidemiologica 4 del mismo afio en una mujer embarazada
residente de Guanacaste. Actualmente, los distritos Siquirres y Cariari (Limon), Espiritu
Santo (Puntarenas) y, Orotina, San Rafael y San José (Alajuela) son los mas afectados
con cuatro casos (Corrales-Aguilar & Soto, 2016; Ministerio de Salud, 2020; Sharma et
al., 2020).

indices ecolégicos de diversidad

Existen aproximadamente 3,500 especies de mosquitos en el mundo, el 31% de éstos
se encuentra en regiones neotropicales, y solo un 10% se consideran vectores
transmisores de arbovirus (Attaullah et al., 2021). Costa Rica posee una gran diversidad
de mosquitos, en total 154 especies (Foley et al.,, 2007). Estudiar la diversidad de
mosquitos en una region permite monitorear el riesgo asociado a la aparicion y
propagacion de especies nuevas invasoras (especies exoticas), que pueden transmitir
agentes infecciosos; o establecer y monitorear los mosquitos presentes en una region
especifica (especies endémicas), aportando informacion para la vigilancia
epidemioldgica y la conservacion del medio ambiente (Morris et al., 2014).
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Haplotipos

La transmision de los arbovirus depende de factores endogenos, que conforman el
sistema virus-vector, como la fisiologia, biologia, genética del virus y genética del vector,
y de factores externos como el clima y geografica, que pueden favorecer la variabilidad
genética de poblaciones del género Aedes (Quintanilla, 2022). A nivel mundial se ha
identificado variantes genéticas de Ae. aegypti, que han ayudado a establecer patrones
de dispersion y estudios de dindmica poblacional. Para determinar la variabilidad
genética de poblaciones de mosquitos Aedes se utilizan pruebas moleculares que
amplifican el gen citocromo oxidasa | (COIl). Con este gen es posible identificar las
especies de mosquitos (Atencia et al., 2018; Cevallos et al., 2019; Mousson et al., 2005).
Conocer la dinAmica poblacional del mosquito Ae. aegypti puede ayudar a un pais
endémico a desarrollar estrategias y medidas de prevencién eficaces para su control,
ademas brinda informacion relevante sobre la historia evolutiva de las poblaciones, su
adaptacion y dispersion en el medio ambiente, desarrollo de cepas resistentes a
insecticidas, y cambios en el comportamiento ecolégico y epidemiologia de las

enfermedades (Caldera et al., 2013).

Un estudio realizado en Tailandia demostré que las poblaciones de mosquitos analizadas
en areas urbanas fueron panmicticas mientras que las de las areas rurales se
encontraban mas diferenciadas concluyendo a que se debia posiblemente a la
disponibilidad de multiples criaderos para la oviposicion de la hembra, favoreciendo su
dispersion en ese habitat. Un estudio en Camboya determind una reduccién de la
diversidad genética en poblaciones de mosquitos inducidos por factores naturales
(disponibilidad de héabitats) y factores humanos (uso de insecticidas) (Urdaneta-Marquez
& Failloux, 2011). En Senegal un estudio demostré que poblaciones domésticas de Ae.
aegypti tienden a tener menor diversidad y diferenciacion genética en comparacioén con
poblaciones selvéticas (Huber et al., 2008). Estudios en Sudamérica han determinado
alta variabilidad genética de Ae. aegypti, que podria ocasionar cambios en el
comportamiento de picadura, nivel de antropofilia, capacidad y competencia vectorial,
resistencia a insecticidas y otros aspectos relevantes en la transmision de patdégenos

(Valencia, 2018). En Brasil se establecieron niveles reducidos en el flujo de genes entre
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las poblaciones de Ae. aegypti y marcadas diferencias genéticas entre las poblaciones
lo cual relacionaron con la reduccion de las poblaciones debido al uso excesivo de
insecticidas durante las camparfias de control vectorial (Sousa et al., 2017). Los Unicos
estudios que existen en Costa Rica sobre diversidad genética de Ae. aegypti se
realizaron con especimenes, de Siquirres, determinando similitudes con especimenes
de América del Norte y del Sur (Gloria-Soria et al., 2016). Ademas, identificaron en
Siquirres un haplotipo A, que también fue detectado en EUA y México, mientras que el
haplotipo G no coincidié con secuencias de otros paises. Estos estudios contribuyeron a
conocer el origen del Ae. aegypti, entendiendo el medio de transporte que utilizé para
ingresar al pais, evaluar las implicaciones para la salud publica y guiar esfuerzos para su

control (Gloria-Soria et al., 2018).
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Articulo 1
Diversidad de culicidos y presencia de los virus dengue, chikungunyay Zika en

larvas Aedes aegypti en Costa Rica

Resumen

Estudiar la diversidad de mosquitos en una region permite monitorear la aparicion de
especies nuevas, brinda informacion sobre la composicion de una comunidad de insectos
y ayuda a monitorear la estabilidad de un ecosistema. Esto es importante para la
conservacion del medio ambiente y el control de arbovirus, como los virus del dengue
(DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV), que son transmitidos principalmente por el
mosquito Aedes aegypti ocasionando un gran impacto a la salud publica. La transmisién
horizontal se considera la mas importante en periodos de brote, sin embargo, se ha
reportado transmision vertical que mantiene los virus durante periodos desfavorables. El
objetivo del presente trabajo fue estimar la diversidad de culicidos y detectar la presencia
de DENV, CHIKV y ZIKV en larvas Ae. aegypti. Durante agosto a noviembre del 2021 se
recolectaron larvas de mosquitos en 26 localidades de 19 distritos, que histéricamente
habian reportados casos de DENV, CHIKV y ZIKV (n=16) o en los que se reportaron
brotes durante la recolecta de muestras (n=3). Las larvas se identificaron a nivel de
especie (Aedes y Culex) o género (Limatus) y se calcularon diversos indices de
diversidad (riqueza especifica, similitud de Jaccard, Margalef, Shannon-Weaver y
Pielou). Las larvas de Ae. aegypti se sometieron a andlisis molecular para detectar la
presencia de DENV, CHIKV y ZIKV. Se encontraron dos especies de larvas de Aedes
(Ae. aegypti, Ae. albopictus), cinco de Culex (Culex coronator, Culex corniger, Culex
quinquefasciatus, Culex nigripalpus y Culex interrogator) y larvas del género Limatus,
determindndose a Ae. aegypti como la especie predominante en 20 de 26 localidades.
El indice de Pielou demostré que el distrito de Pavones fue el que presentdé mayor
equitatividad de distribucion de las especies. Los distritos de La Virgen y Guacimo
presentaron mayor riqueza especifica y diversidad de especies, encontrandose en seis
de las ocho especies identificadas. En los distritos de Jaco, La Suiza y Pital solamente
se detectd una especie (Ae. aegypti). Del total de 74 grupos de larvas de Ae. aegypti

analizadas mediante técnicas moleculares, ninguno resulté positivo para DENV, CHIKV



y ZIKV. Se recomienda realizar investigaciones sistematicas para determinar indices de
diversidad tanto en estacion lluviosa como estacion seca, de diferentes localidades, asi
como seguir recolectando larvas de Ae. aegypti en zonas con brotes de arbovirosis para

demostrar la transmisién vertical.

Palabras clave

Arbovirus, PCR en tiempo real, indices ecoldgicos, diversidad, riqgueza especifica.

Abstract

Studying the diversity of mosquitoes in a region allows monitoring the appearance of new
species, provides information on the composition of an insect community, and helps to
monitor the stability of an ecosystem. This is important for the conservation of the
environment and the control of arboviruses, such as dengue (DENV), chikungunya
(CHIKV) and Zika (ZIKV) viruses, which are transmitted mainly by the Aedes aegypti
mosquito, causing a great impact on health public. Horizontal transmission is considered
the most important form of transmission in outbreak periods, however, vertical
transmision seems to maintains the virus during unfavorable periods. This study aimed
to estimate the diversity of culicids and detect the presence of DENV, CHIKV and ZIKV
in Ae. Aegypti larvae. During August to November 2021, mosquito larvae were collected
in 26 locations in 19 districts, which had historically reported cases of DENV, CHIKV and
ZIKV (n=23) or where outbreaks were reported during sample collection (n=3). Larvae
were identified at species (Aedes and Culex) or genus (Limatus) level, and various
diversity index (specific richness, Jaccard similarity, Margalef, Shannon-Weaver, and
Pielou) were calculated. The larvae of Ae. aegypti were analyzed using molecular
techniques to detect the presence of DENV, CHIKV and ZIKV. Two species of Aedes
larvae (Ae. aegypti, Ae. albopictus), five of Culex (Culex coronator, Culex corniger, Culex
quinquefasciatus, Culex nigripalpus and Culex interrogator) and larvae of the genus
Limatus were found, determining Ae. aegypti as the predominant species in 20 of the 26
locations. The Pielou index showed that the Pavones district was the one that presented
the major equitability of distribution of the species. The districts of La Virgen and Guacimo

presented major specific richness and diversity of species, finding six of the eight



identified species. In the districts of Jacd, La Suiza and Pital, only one species (Ae.
aegypti) was detected. Of the total of 74 groups of larvae of Ae. aegypti analyzed by
molecular techniques, none were positive for DENV, CHIKV and ZIKV. It is recommended
to perform systematic investigations to determine diversity index, both, in the rainy season
and dry season, from different localities, as well as to continue collecting Ae. aegypti in

areas with arboviral outbreaks to demonstrate vertical transmission.

Keywords
Arboviruses, real time PCR, ecological index, diversity, especific richness.

1. Introduccién

Costa Rica posee una gran diversidad de mosquitos, en total 154 especies (Foley et al.,
2007). Estudiar la diversidad de mosquitos en una region es importante para monitorear
la aparicion de especies nuevas (especies exoticas) y para establecer las presentes en
una region especifica (especies endémicas) (Nikookar et al., 2015), aportando
informacion para la vigilancia epidemiologia y a la conversacion del medio ambiente
(Morris et al., 2014). Los virus dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) son
arbovirus transmitidos principalmente por el mosquito Aedes aegypti, mediante la
picadura e ingestion de sangre de un huésped virémico. Esta transmision horizontal se
considera como la mas importante para el mantenimiento de los arbovirus en la
naturaleza, en especial en periodos de brote (Chouin-Carneiro & dos Santos, 2017;

Izquierdo-Suzan et al., 2019).

También se ha reportado transmision vertical (transestadial o transovarica), y es la que
mantiene el virus durante los periodos desfavorables. En este mecanismo los arbovirus
infectan los tejidos germinales de los mosquitos y el virus persiste en los huevos, en
estadios larvarios, pupa y adultos, existiendo el riesgo de posibles brotes durante
periodos con baja poblacion de mosquitos adultos (Agarwal et al., 2017; Izquierdo-Suzan
et al., 2019). En Tailandia se recolectaron y criaron larvas de Ae. aegypti hasta la etapa
adulta, encontrando mediante técnicas moleculares los cuatro serotipos de DENV en 119

de 283 grupos de larvas analizadas (Thongrungkiat et al., 2011), mientras que en Brasil



se determind la presencia de DENV en 70 de 146 grupos de larvas Ae. aegypti analizadas
mediante PCR en tiempo real (da-Costa et al., 2017). Los investigadores concluyeron,
gue la transmision transovarica era elevada en areas endémicas de DENV,
contribuyendo al mantenimiento de las arbovirosis y a un aumento de casos debido al
desarrollo de mosquitos naturalmente infectados, y que la deteccion de DENV en formas
inmaduras de Ae. aegypti era fundamental para anticipar posibles areas de brote (da-
Costa et al., 2017; Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018). En un estudio en Brasil,
colectaron fases inmaduras (larvas y pupas) para analisis molecular de ZIKV y obtuvieron
dos positivos de 18 grupos analizados (Maniero et al., 2019). En otro estudio en Brasil
utilizaron larvas para analisis mediante PCR tiempo real y detectaron infeccion positiva
para CHIKV en 5 grupos, para ZIKV en 6 grupos, para DENV 4 grupos, 1 grupo mixto
positivo para CHIKV-DENV de 30 grupos analizados, concluyendo que hembras
infectadas pueden transmitir de manera transovérica varias arbovirosis
simultdneamente, dando como resultado crias coinfectadas y con ello preservando la
circulacién de arbovirus mediante transmisién vertical durante periodos epidémicos
(Teixeira et al., 2021). Actualmente existe un unico reporte en Costa Rica, que investigd
la transmision transovarica en una poblacién de 35 grupos (32 hembras y 3 machos) de
mosquitos adultos de Ae. albopictus en una plantacion de pifia en Sarapiqui,
determinando la presencia de DENV en un grupo de mosquitos macho (Calderén-
Arguedas et al., 2015). Sin embargo, no se han realizado hasta la fecha estudios con
larvas Ae. aegypti.

EIDENV, CHIKV y ZIKV producen manifestaciones clinicas como fiebre, cefalea, mialgia,
artralgia, erupciéon maculopapular, dolor retroorbitario y linfadenopatias y ocasionan un
gran impacto a la salud publica, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales.
(Arredondo-Garcia et al., 2016; Paixao et al., 2018). En Costa Rica, el Ministerio de Salud
(MINSA) report6 en el afio 2020 un total de 9,438 casos de DENV, donde el cantén de
Pérez Zeleddn fue el mas afectado con 1,245 casos y los serotipos circulantes fueron el
DENV1y DENVZ2; 49 casos de CHIKV donde el cantén mas afectado con siete casos fue
Puntarenas y 121 casos de ZIKV donde el cantdbn mas afectado con 12 casos fue
Siquirres (Ministerio de Salud, 2020; OPS, 2021).



El presente estudio tuvo como objetivo estimar la diversidad de culicidos y detectar la

presencia de los virus Dengue, Chikungunya y Zika en larvas Ae. aegypti en Costa Rica.

2. Materiales y métodos

2.1 Disefo del estudio y sitios de muestreo

Se realizo un estudio de tipo transversal y descriptivo. Las giras se realizaron en conjunto
con el Ministerio de Salud (MINSA) en el periodo de agosto a noviembre del 2021 (4
meses en época lluviosa) a 19 distritos localizados a menos de 900 metros sobre el nivel
del mar, en los que histéricamente se habian presentado casos de DENV, CHIKV y ZIKV
(Buenos Aires, Daniel Flores, San Isidro de El General, Tarcoles, Jaco, La Suiza,
Tucurrique, Pavones, Puerto Viejo, La Virgen, El Cairo, Siquirres, Guacimo, Guapiles,
Rita y Pital) y en los que se reportaron brotes de arbovirus entre agosto y diciembre del
2021 (Chomes, Turrialba y La Isabel).

2.2 Recolecta de muestra

La recolecta de las larvas se llevé a cabo en calles, aceras y playas (seleccionadas al
azar), de contenedores con agua estancada y sucia. Las larvas recolectadas se
colocaron vivas en recipientes de plastico con agua de su habitat y se transportaron al

laboratorio, en donde se realizé inmediatamente la identificacion morfologica.

2.3 Analisis morfoldgico

Las larvas de los géneros Aedes y Culex se identificaron a nivel de especie y Limatus a
nivel de género, utilizando las claves taxonémicas descritas por Ruedas (2004). Una vez
identificadas se cuantificaron las larvas por distrito y las larvas Ae. aegypti se

almacenaron en grupos de 50 larvas a -80 °C hasta el analisis molecular.

2.4 indices ecol6gicos de diversidad
Se determind la diversidad de especies de mosquitos entre las localidades muestreadas,
utilizando el indice de similitud de Jaccard. Para analizar la diversidad por localidad se

utilizaron los indices de Margalef, Shannon-Weber, Pielou y riqueza especifica.



2.4.1 Indice de similitud de Jaccard (1SJ)
Este indice se basa en la relacion de presencia y ausencia entre el nimero de especies
comunes en dos areas (o comunidades) y en el nimero total de especies, expresando el
porcentaje de semejanza entre las comunidades comparadas (Badii et al., 2008). Su
formula se expresa asi:

ISJ =[c/ (a+b-C)]
Donde:
a: numero de especies exclusivas de la comunidad A
b: nimero de especies exclusivas de la comunidad B
C: numero de especies comunes para ambas comunidades (A 'y B)
Los valores que expresa oscilan entre 0 (Ausencia) y 1 (Presencia), donde 0 es cuando
no hay especies en comun entre las comunidades y 1 cuando comparten las mismas

especies.

2.4.2 indice de Margalef (Dmg)
Es un indicador de la riqueza especifica. Transforma el niUmero de especies por muestra
a una proporcion a la cual las especies son afiadidas por expansién de la muestra.
Supone que hay una relacion funcional entre el nimero de especies y el nUmero total de
individuos (Moreno, 2001). Su férmula se expresa asi:

Dme=(S-1)/InN
Donde:
S: numero total de especies
InN: logaritmo del namero total de individuos
La interpretacion de este indice indica que valores menores a 2 denotan una baja riqueza
de especies y por el contrario valores cercanos a 5 o superiores reflejan una riqueza de

especies alta (Mora-DonJuan et al., 2017).

2.4.3 Indice de Shannon-Weaver (H)
Este indice refleja la heterogeneidad de una comunidad sobre la base de dos factores:
el numero de especies presentes y su abundancia relativa (Pla, 2006; Moreno, 2001). Su

férmula se expresa asi:



H'=-Z (Pi)(InPi)
Donde:
Pi: Abundancia relativa
InPi: Logaritmo natural de la abundancia relativa
Su interpretacion consiste, en que en la mayoria de los ecosistemas naturales el indice
varia entre 0.5 a 5, se expresa como un numero positivo, aunque su valor normal esta
entre 2 y 3. Valores menor a 2 indican menor diversidad y valores mayores a 3 indican

gran diversidad (Mora-DonJuén et al., 2017).

2.4.4 indice de Pielou (J)

Mide la proporcién de la diversidad observada con relacién a la maxima diversidad
esperada. Su valor va de 0 a 1, donde O representa la ausencia de uniformidad y 1
corresponde a situaciones donde todas las especies son igualmente abundantes

(Moreno, 2001). Su formula se expresa asi:

Donde:
H": indice de Shannon-Weaver
S: riqueza especifica

H'qx: In (S), logaritmo natural de riqueza especifica

2.4.5 Riqueza Especifica
Es el numero total de especies encontrado en cada localidad.

2.5 Analisis molecular

Las larvas de Ae. aegypti se sometieron a extraccion de ARN utilizando el ensayo Total
RNA Purification Kit (NORGEN), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se midio
la calidad y cantidad de acidos nucleicos extraidos mediante NanoDrop. Seguidamente
los grupos de larvas se sometieron a retrotranscripcion acoplada a una reaccion en
cadena de polimerasa en tiempo real (RT-qgPCR), siguiendo el protocolo descrito por

Waggoner et al. (2016), con el fin de amplificar los segmentos que codifican la regién no



traducida 5" (UTR) del gen de la cdpside de DENV, la proteina no estructural 2 (NSP2)
de CHIKV vy la proteina no estructural 4B (NS4B) de ZIKV. Para cada virus se usaron
diferentes cebadores y sondas (Cuadro 1). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 25 pL, 0.5 pl del kit SuperScript Il Platinum One-Step gRT-PCR (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), 12.5 pyl Maxima Probe/ROX gPCR Master Mix -
2X (Thermo Scientific, Waltham, USA), 0.25 pl de la sonda (10 uyM), 0.75 ul de cada
iniciador (10 pM), 5 ul de ARN y 5 ul de agua grado biologia molecular (Thermo
Scientific). Todas las reacciones se analizaron con el QuantStudio 3 Real-Time PCR
System. Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial a 52°C
durante 15 min; 94°C durante 2 minutos y 45 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 55°C
durante 20 segundos y 68°C durante 20 segundos. Como control positivo se utilizdé una
extraccion de una muestra de cultivo celular de cada uno de los virus, donados por el
Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA) y
como control negativo se utilizO agua libre de nucleasa. Todas las muestras que
amplificaron con una curva de crecimiento superando el umbral Ct (calculado

automaticamente por el equipo) entre los primeros 45 ciclos se consideraron positivas.

Cuadro 1. Iniciadores y sondas de RT-gPCR en tiempo real para DENV, CHIKV y ZIKV.

Agente Tamafio Sonda Iniciadores
DENV-1 114 pb Sonda A: Forward: CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
CTCGCGCGTTTCAGCATAT Reverse: TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC
DENV-2 85 pb Sonda B: Forward: CAGATCTCTGATGAATAACCAACG
CTCTCGCGTTTCAGCATAT Reverse: AGTTGACACGCGGTTTCTCT
Forward: CAGATCTCTGATGAATAACCAACG
Reverse: AGTCGACACGCGGTTTCTCT
DENV-3 114 pb Sonda C: Forward: CAGATTTCTGATGAACAACCAACG
CTCTCACGTTTCAGCATATTG Reverse: TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC
DENV-4 110 pb Sonda D: Forward: GATCTCTGGAAAAATGAAC
CTCACGCGTTTCAGCATAT Reverse: AGAATCTCTTCACCAACC
CHIKV 96 pb GCGGTGTACACTGCCTGTGACYGC Forward: CATCTGCACYCAAGTGTACCA
Reverse: GCGCATTTTGCCTTCGTAATG
100 pb YGTTGTGGATGGAATAGTGG Forward: CAGCTGGCATCATGAAGAAYC
ZIKV Reverse-1: CACTTGTCCCATCTTCTTCTCC
Reverse-2: CACCTGTCCCATCTTTTTCTCC

3. Resultados

En los 19 distritos se encontraron dos especies de larvas de Aedes (Ae. aegypti y Ae.

albopictus),

cinco especies de Culex (Culex coronator,

Culex corniger, Culex




quinquefasciatus, Culex nigripalpus y Culex interrogator) y larvas del género Limatus. El

ndmero de larvas encontradas en los diferentes distritos se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Identificacidén y cuantificacidon de las especies de larvas de Aedes, Culex como

larvas de género Limatus en 19 distritos de Costa Rica, agosto-noviembre 2021.

Distrito Ae. Ae. Limatus C. C. C. C. C. Total
aegypti albopictus spp. coronator corniger quinquefasciatus | nigripalpus | interrogator
Buenos Aires 30 34 2 0 0 0 0 0 66
Daniel Flores 2 28 50 0 0 0 5 5 90
San Isidro de El General 134 15 0 0 0 0 0 0 149
Chomes 429 105 45 2 3 0 0 0 584
Tarcoles 520 203 0 0 115 0 0 0 838
Puerto Viejo 478 33 0 0 0 0 120 0 631
La Virgen 219 85 158 0 5 0 17 8 492
El Cairo 185 12 72 12 106 0 0 0 387
Guécimo 273 106 79 0 32 7 19 0 516
Guépiles 49 74 8 0 0 0 0 0 131
Rita 98 6 37 0 0 0 114 0 255
Jaco 233 0 0 0 0 0 0 0 233
La Isabel 34 0 13 0 3 3 0 0 53
Turrialba 106 0 50 0 13 15 0 1 185
La Suiza 180 0 0 0 0 0 0 0 180
Pavones 4 0 0 0 0 0 5 15 24
Tucurrique 50 0 4 0 1 0 0 0 55
Siquirres 51 0 0 0 0 0 3 0 54
Pital 113 0 0 0 0 0 0 0 113
Total 3188 701 518 14 278 25 283 29 5036

Los distritos de Guacimo y La Virgen fueron los que tuvieron mayor diversidad de larvas

debido a que se recolecto 6 de 8 especies de mosquitos (Cuadro 2).

Al realizar la comparaciones entre los distritos de Buenos Aires y Guapiles, Chomes y

Cairo, JacO y La Suiza, Jaco y Pital, La Suiza y Pital, obtuvieron valor de 1 con el indice

de similitud de Jaccard; esto se debe a que estos distritos comparten las mismas

especies de culicidos (Cuadro 3).




Cuadro 3. Porcentaje de similitud y diferencias en la distribucion de las larvas
encontradas utilizando indice de similitud de Jaccard en los 19 distritos de Costa Rica,

agosto-noviembre 2021.

San lIsidro

Daniel |de El| Chomes |Tarcoles P|.Je.rto L‘_E Cairo | Gudcimo | Guapiles L? Jaco La Turrialba La. Pavones [Tucurrigue | Siquirres | Pital

Flores |General Viejo |Virgen Rita Isabel Suiza
Buenos Aires 0.6 0.67 0.6 0.5 0.5 0.5 0.6 0.5 1 0.75| 0.33 0.4 0.33 0.33 0.z 0.5 0.25 0.33
Daniel Flores 0.4 0.43 0.33 05 0.83 | 043 0.57 0.6 08| 0.2 0.28 0.43 0.2 0.6 0.33 0.4 0.z
élagelr?iedr;T de 0.4 0.67 0867 0.33 0.4 0.33 0.67 05| 0.5 0.2 017 0.5 0.25 0.25 0.33 0.5
Chomes 0.6 0.33 0.57 1 0.57 0.6 05| 0.2 0.5 0.43 0.2 0.14 0.6 017 0.z
Tarcoles 0.5 0.5 0.6 0.5 0.5 0.4 0.33 0.4 0.33 0.33 0.z 0.5 0.25 0.33
Puerto Viejo 0 0.33 0.5 0.5 0.75| 0.33 | 017 0.14 0.33 0.5 0.2 0.67 0.33
La Virgen 0.57 07 0.5 067| 0.17 | 0.43 0.57 0.17 0.5 0.5 0.33 017
Cairo 057 06 05| 02 0.5 0.43 0.2 0.14 0.6 017 0.z
Guacimo 0.5 067( 0.17 | 067 0.57 0.17 0.28 0.5 0.33 017
Guapiles 0.75( 0.33 0.4 0.33 0.33 0.z 0.5 0.25 0.33
La Rita 0.25| 033 028 0.25 0.4 0.4 0.5 0.25
Jaco 025 0z 1 0.33 0.33 0.5 1
La Isabel IE:] 025 017 0.75 0.z 0.25
Turrialba 0z 0.33 0.6 017 0.z
La Suiza 0.33 0.33 0.5 1
Pavones 0.z 067 0.33
Tucurrique 0.25 0.33
Siquirres 0.5

Los distritos de La Virgen y Guacimo fueron los que presentaron mayor riqueza
especifica y diversidad de especies, debido a que se identificaron seis especies en cada
comunidad y obtuvieron los mayores valores de indices de Margalef (La Virgen: 0.81,
Guacimo: 0.80) y Shanon-Weber (La Virgen: 1.26, Guacimo: 1.30). Los valores menores
se encontraron en los distritos de Pital, Jaco y La Suiza en donde solo se identificé una
especie, indicando una baja diversidad de especies mientras que el indice de Pielou
establecio el distrito de Pavones como el distrito que presentd mayor equitatividad en la

distribucion de las especies con 0.89 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores de riqueza especifica e indices de Margalef, Shannon-Weber y Pielou

en los 19 distritos analizados.

L Riqueza indice indice Shannon- | ; . .
Distrito . Indice Pielou
especifica Margalef Weber
Buenos Aires 3 0.48 0.81 0.74
Daniel Flores 5 0.89 1.10 0.68
San Isidro de El 2 0.20 0.33 0.48
General
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Chomes 5 0.63 0.78 0.48
Tarcoles 3 0.30 0.90 0.82
Puerto Viejo 3 0.31 0.68 0.62
La Virgen 6 0.81 1.26 0.70
El Cairo 5 0.67 1.24 0.77
Guéacimo 6 0.80 1.30 0.73
Guéapiles 3 0.41 0.86 0.78
Rita 4 0.54 1.10 0.79
Jaco 1 0.00 0.00 0.00
La Isabel 4 0.76 0.95 0.69
Turrialba 5 0.77 1.09 0.68
La Suiza 1 0.00 0.00 0.00
Pavones 3 0.63 0.92 0.84
Tucurrique 3 0.50 0.35 0.32
Siquirres 2 0.25 0.21 0.30
Pital 1 0.00 0.00 0.00

En los 19 distritos, se recolectaron e identificaron larvas Ae. aegypti en 20 de 26

localidades (Cuadro 5). Cuatro localidades (Punta Morales, Carmen La Lira, Barrio La

Margot y La Mora) presentaron brotes de DENV en el momento de la recolecta de larvas,

mientras que las restantes 22 localidades fueron lugares, en los que se habian reportado
previamente casos de DENV, CHIKV y ZIKV (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cantidad de larvas Ae. aegypti encontradas y hiumero de grupos analizadas
mediante RT-gPCR para DENV, ZIKV y CHIKV en 19 distritos de Costa Rica.

Cantidad de larvas Cantidad de
Distrito Localidad Ae. aegypti grupos de larvas
encontradas analizadas
Buenos Aires Buenos Aires 30 1
Daniel Flores Concepcién 2 1
San Isidro de El San Isidro de El
134 3
General General
Chomes Punta Morales 429 9
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Tarcoles Playa Azul 370 8
Tarcoles Téarcoles 150 3
Jaco Jaco 233 5
Turrialba Barrio La Margot* 76 2
Turrialba Carmen La Lira* 30 1
La Isabel La Mora* 34 1
La Suiza La Suiza 180 4
Tucurrique Tucurrique 50 1
Pavones Eslabon 4 1
Puerto Viejo i;arrlo El Naranjal 428 9
Puerto Viejo Sarrio El Naranjal 50 1
La Virgen La Chilera 219 5
El Cairo Cairo 185 4
Siquirres San Rafael 23 1
Siquirres San Martin 28 1
Guacimo Afriquita 74 2
Guécimo La Selva 7 1
Guacimo La Angelina 192 4
Guapiles Diamante 49 1
Rita La Rita 98 2
Pital Pital 113 3

Total 3188 74

* Localidades con brote de DENV.

Del total de 74 grupos de larvas de Ae. aegypti analizadas por RT-qgPCR, ninguno resulté

positivo para DENV, CHIKV y ZIKV (Figura 1, 2 y 3, respectivamente).
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Figura 1. Resultados de los 74 grupos de larvas analizadas por RT-gPCR para
deteccion de DENV, curva negra: control positivo DENV.
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Figura 2. Resultados de los 74 grupos de larvas analizadas por RT-qPCR para

deteccion de CHIKV, curva roja: control positivo CHIKV.
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Figura 3. Resultados de los 74 grupos de larvas analizadas por RT-gPCR para
deteccion de ZIKV, curva amarilla: control positivo ZIKV.

4. Discusion

Conocer la biodiversidad de mosquitos presentes en un ecosistema o localidades, es
importante, para establecer la dispersion de especies autdctonas y detectar especies
invasivas fuera de los rangos geogréaficos originales. Ademas, estos estudios
entomoldgicos peridédicos permiten actualizar la informacion sobre la diversidad, la
riqgueza de especies y la abundancia de mosquitos hematéfagos, sobre todo en areas,
gue estan sufriendo cambios debido al calentamiento global o al urbanismo, con el
propésito de poder medir el riesgo para prevenir enfermedades transmitidas por
mosquitos, que fue el objetivo del presente trabajo (Casas-Martinez et al., 2012). La

especie de larva de mosquito mayormente recolectada en la presente investigacion fue
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Ae. aegypti. La predominancia de esta especie sobre las otras se debe a que tiene un
comportamiento sinantropico, esta especie se adapta facilmente a multiples criaderos y
a cambios climaticos (diapausa), o que favorece el establecimiento de focos endémicos
(Kweka et al., 2018). La dominancia de esta especie ya se habia reportado en estudios
previos en Costa Rica (Calderén-Arguedas et al., 2004; Marin et al., 2009). Ademas, se
ha observado que esta especie puede convivir con otros mosquitos, compartir el mismo
habitat y recursos, lo cual podria deberse a un solapamiento de nicho sin descartarse la
posibilidad de competencia interespecifica (Marquetti, 2006). Los distritos de Guacimo y
La Virgen fueron las comunidades donde se encontrd la mayor riqueza de especies (6)
y los resultados similares entre los dos distritos podria deberse a las caracteristicas
similares que poseen ambos distritos por la corta distancia (72 km) que hay entre ellas,
una temperatura que oscila entre 27°- 30°C, un clima tropical himedo con abundantes
lluvias y precipitacion pluvial de hasta 300 mm mensual (Barrientos & Chaves, 2008;
MEP., s.f).

La mayoria de los distritos analizados mostraron poca riqueza y diversidad de especies
(menos de seis especies), y tres distritos (Jaco, La Suiza y Pital) presentaron solamente
una especie (Ae. aegypti). Esto podria deberse a que los sitios visitados son de
ecosistemas deforestados y desérticos (mas urbanizados) dando lugar a comunidades
dominadas por mosquitos adaptados a entornos urbanos, causando que especies
locales sean desplazadas y aumentando asi el riesgo de propagacion de arbovirus. La
escasez de recursos Yy habitats podria favorecer que algunos mosquitos con
adaptabilidad a estos entornos podrian ser los Unicos en desarrollarse y convertirse en
adultos (Lee et al., 2019). El disefio de estudio de la toma de muestra fue al azar y no
sistematico, lo que también pudo afectar el registro de especies por falta de esfuerzo de
muestreo, influyendo en la cantidad de especies identificadas (Dousdebes, 2017). De
todos los distritos visitados, Pavones presenté el indice de Pielou mas alto (0.84), esto
significa que sus especies se encuentran distribuidas con mayor equidad, lo contrario
sucede en los distritos de Tucurrique (0.30) y Siquirres (0.32). Esto demuestra que la
distribucién de la diversidad de un ecosistema o una comunidad puede verse afectado

por factores como la actividad antropogénica (mayor urbanizacién), cambios ambientales
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(deforestacion) y climaticos, lo que ocasiona que algunas especies de mosquitos
proliferen y estén en mayor abundancia mientras que otras en menor cantidad (Almeida
et al., 2020). Se recomienda realizar vigilancia entomoldgica, no solo para el mosquito
Aedes spp., sino también para otras especies hematofagas, que son de importancia
médica, debido a que también pueden transmitir enfermedades, como es el caso del
mosquito Culex spp. En este estudio se identificaron 5 especies (C. coronator, C.
corniger, C. quinquefasciatus, C. nigripalpus y C. interrogator) y este mosquito se ha
implicado como el vector biologico de la filariasis (Wurchereria bancrofti), de la que se
han reportado casos en Costa Rica en 1954 en Puerto Limén (Calderén-Arguedas et al.,
2009; Lieske, 1954). Ademas, este vector consume sangre, tanto de animales como de
humanos por lo tanto se ha asociado como vector mecéanico del virus de oeste del Nilo,
virus de la encefalitis de Saint Louis y virus de la encefalitis equina del este (Calderdn-
Arguedas et al., 2009). Estos virus son endémicos en Costa Rica y se han reportado

casos en caballos, animales domésticos y salvajes (Romero-Vega et al., 2022).

El no haber logrado detectar arbovirus en los 74 grupos de larvas, podria deberse, por
un lado a que solamente se analizaron un 17% (13 grupos) de larvas de zonas con brotes
y los restantes grupos fueron de localidades en las que en el pasado se habian reportado
brotes. Por el otro lado, se ha reportado, que las tasas de transmisién transovarica
ocurren en niveles bajos en la naturaleza (da Costa et al., 2017; Lequime & Lambrechts,
2014). En estudios realizados a nivel experimental, se determiné que la tasa de
transmision transovarica debia ser de un 5-26% para que los arbovirus persistieran en
las siguientes generaciones, pero en una infeccion natural se cree que esto no sea mayor
(Zeidler et al., 2008) por lo tanto, si se recogen muestras en el campo solo un porcentaje
pequefio (1-4%) de los individuos analizados posiblemente se encuentren infectados por
arbovirus (Adams & Boots, 2010). Por otro lado, no toda poblacion de mosquitos adultos
se infecta de forma horizontal (de un huésped virémico), incluso durante una epidemia,
ya que en la naturaleza menos del 20% de mosquitos hembra se infectaran (Joshi et al.,
2002). El nimero de infecciones en la poblaciéon de larvas parece ser muy pequefio,
ademas la poblacién de larvas infectadas verticalmente se reducira considerablemente

con cada generacion sucesiva (Adams & Boots, 2010). Se cree que la transmision
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transovarica ocurre a un ritmo muy bajo, y que la reintroduccion de arbovirus a regiones
libres se deba mas bien por el ingreso de personas infectadas a un area. La transmision
vertical parece contribuir a la persistencia de arbovirus en una comunidad en un plano

secundario a la transmision horizontal (Zeidler et al., 2008).

5. Conclusiones

e La especie de mosquito Ae. aegypti fue la especie que se encontré en forma
predominante en los 19 distritos analizados.

e Los distritos que mostraron mayor riqueza y diversidad de mosquitos fueron Guacimo
y La Virgen con seis de ocho especies identificadas (Ae. aegypti, Ae. albopictus,
Culex coronator, Culex corniger, Culex quinquefasciatus, Culex nigripalpus, Culex
interrogator y solo género Limatus), mientras que en Jaco, La Suiza y Pital solamente
se detecté una especie (Ae. aegypti).

e Eldistrito de Pavones presenté mayor equitatividad en la distribucion de las especies.

e Se encontraron especies de mosquitos que son potenciales vectores de
enfermedades que podrian representar riesgos para la salud humana y animal.

e No se logré detectar la presencia de los virus del DENV, CHIKV y ZIKV en larvas Ae.

aegypti.

6. Recomendaciones

e Realizar muestreos sistematicos y periddicos para monitorear la presencia, densidad
y comportamiento de los vectores en localidades representativas con brote y
endémicas.

e Mantener la vigilancia de otras especies hematofagas para prevenir otras patologias

gue podrian estar afectando a humanos y animales.
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Articulo 2

Variabilidad genética de larvas Aedes aegypti en Costa Rica

Resumen

El mosquito Aedes aegypti se considera el vector principal de los virus de dengue
(DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV). Aunque la distribucion de este mosquito es
mundial, se encuentra sobre todo en regiones tropicales y subtropicales, impactando la
salud publica y la carga econdmica de los hospitales. Para su control es indispensable
conocer los patrones de dispersidn y propagacion, como factores que facilitan la invasion
y adaptacion a nuevos entornos. Se cree, que cambios genéticos en el insecto, podrian
facilitar la invasion y adaptacién a nuevos entornos, por lo que resulta importante estudiar
la diversidad genética de estos mosquitos. El objetivo del presente trabajo fue determinar
la variabilidad genética de poblaciones de larvas Ae. aegypti en diferentes localidades
de Costa Rica. En el periodo de agosto a noviembre del 2021 se recolectaron y
clasificaron taxondmicamente larvas de Ae. aegypti, en 26 localidades de 19 distritos,
seguidamente una larva por localidad se someti6 a extraccion de ADN y analisis
molecular (reaccién en cadena de polimerasa convencional del gen mitocondrial de la
citocromo oxidasa | y secuenciacion). Aedes aegypti se encontré6 en 20 de las 26
localidades y en los 19 distritos muestreados. En total se determinaron tres haplotipos
(H1, H2 y H3). El haplotipo 1 fue el mas abundante y el que presenté mayor distribucion,
encontrandose en 16 localidades, mientras que los haplotipos 2 y 3 se encontraron en
una y tres localidades, respectivamente. Los tres haplotipos presentaron 15 sitios
polimorficos, tres de los sitios polimérficos afectaron la secuencia de los aminoacidos. El
haplotipo 1 y 2 han sido reportados hasta la fecha solo en Centroamérica y Panama,
mientras que el haplotipo 3 habia sido encontrado previamente en Siquirres y se ha
reportado presente en Canada, Nueva Caledonia y Alemania. Se recomienda realizar
estudios sistematicos de haplotipos de Ae. aegypti con un mayor nimero de muestras a
analizar por distrito o localidad, y en diferentes estaciones climaticas, para determinar el
haplotipo mas frecuente y establecer si el pais muestra alta o baja diversidad genética
de Ae. aegypti.
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Abstract

The Aedes aegypti mosquito is considered the main vector of dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) viruses. The distribution of this mosquito is
worldwide, however, it is found mainly in tropical and subtropical regions, impacting public
health and causing an economic burden to hospitals. In order to implement control
strategies, it is essential to know the patterns of dispersion and propagation of Ae.
aegypti, and to investigate factors that facilitate the invasion and adaptation to new
environments. It is believed that genetic changes in the insect could facilitate adaptation
and invasion to new environments, which is why it is important to study the genetic
diversity of these mosquitoes. The objective of the present work was to determine the
genetic variability of populations of Ae. aegypti in different localities of Costa Rica. In the
period from August to November 2021, Ae. aegypti, was collected in 26 locations in 19
districts, one larva per location were analyzed by molecular techniques DNA extraction
polymerase chain reaction of the mitocondrial gene of the cytochrome oxidase and
sequencing). Aedes aegypti was found in 20 of the 26 localities and in the 19 sampled
districts. Three haplotypes (H1, H2 and H3) were determined. Haplotype 1 was the most
abundant and the one with the greatest distribution, found in 16 locations, while
haplotypes 2 and haplotype 3 were found in one and three locations, respectively. The
three haplotypes presented 15 polymorphic sites, three of the polymorphic sites affected
the amino acid sequence. Haplotype 1 and 2 have been reported to date only in Central
America and Panama, while haplotype 3 had previously been found in Siquirres and has
been reported to be present also in Canada, New Caledonia, and Germany. It is
recommended to perform systematic studies of haplotypes of Ae. aegypti, with a greater
number of samples to be analyzed by district or locality, and in different climatic seasons,
to determine the most frequent haplotypes and establish whether the country shows high
or low genetic diversity of Ae. aegypti.
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1. Introduccién

El mosquito Aedes aegypti se considera el vector principal de los virus de dengue
(DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV). Aunque la distribucion del mosquito es
mundial, se encuentra sobre todo en regiones tropicales y subtropicales, impactando la
salud publica y la carga econdmica de los hospitales (Cadavid et al., 2015). Para prevenir
o reducir estas arbovirosis en una region, la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) recomienda controlar los vectores, es decir reducir la poblacion de mosquitos para
asi disminuir o evitar la transmisién a las personas (Tapia-Lopez et al., 2019). Para el
control de los mosquitos Ae. aegypti también es indispensable conocer sus patrones de
dispersion, como se propagan en el medio ambiente y conocer factores que facilitan su
invasion y adaptacion a nuevos entornos. Se hipotetiza, que cambios genéticos en el
insecto, podrian facilitar la invasion y adaptacién a nuevos entornos, por lo que resulta
importante estudiar la diversidad genética de estos mosquitos y asociar estos cambios a
patrones de dispersion, invasion y adaptacion (Bennett et al., 2016). EI mosquito Ae.
aegypti proviene del continente africano, desde donde se distribuyé a nivel mundial. En
los afios 1500-1700, con la colonizacion europea, el mosquito fue introducido en el
continente americano y se logr6é distribuir desde regiones selvaticas tropicales a
localidades urbanas, adaptandose a una forma doméstica y antropofilica (Arredondo-
Garcia et al., 2016; Salgueiro et al., 2019). Entre 1950-1960, el continente americano
logré erradicar este vector, gracias a campafias de control lideradas por la OPS, sin
embargo ya a finales de los 70, hubo un crecimiento urbano y poblacional acelerado,
auge migratorio y cambio climatico (fenémeno del Nifio), que ocasion6 un descontrol
vectorial, causando la reinfestacion de América Latina con este mosquito (Morice et al.,
2010; Pérez et al., 2019). El primer caso de Dengue se reportd otra vez en Costa Rica
en el afio de 1993 (Morice et al., 2010), mientras que los primeros casos de Chikungunya
(CHIKV) y Zika (ZIKV) en el 2014 y 2016, respectivamente (Corrales-Aguilar et al., 2015;
Corrales Aguilar & Soto, 2016).
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El estudio del ADN mitocondrial (mtDNA) se ha utilizado para investigar diferencias
genéticas y flujo de genes (Costa-da-Silva et al., 2005), proporcionando informacion
sobre como los componentes socioambientales y la intromisibn humana (urbanizacion)
podrian estar alternando tanto la estructura poblacional como la dispersién del mosquito
Ae. aegypti (Scarpassa et al., 2008), que son importantes para el disefio de protocolos
de control y estudios epidemiolégicos (Cevallos et al., 2019; Naim et al., 2020). Asi en
varios paises del mundo se ha evidenciado que la variabilidad genética y el flujo de genes
entre una misma especie, es responsable de diferentes tasas de transmision de arbovirus
(Gandhi et al, 2020). Un estudio realizado en Tailandia demostré que las poblaciones de
mosquitos analizadas en areas urbanas fueron panmicticas mientras que las de las areas
rurales se encontraban mas diferenciadas concluyendo a que se debia posiblemente a
la disponibilidad de mudltiples criaderos para que la hembra oviposite, favoreciendo un
hébitat adecuado para su dispersion. Un estudio en Camboya encontré una reduccién
de la diversidad genética en poblaciones de mosquitos por factores naturales
(disponibilidad de habitats) y factores humanos (uso de insecticidas) (Urdaneta-Marquez
& Failloux, 2011). En Senegal un estudio demostré que poblaciones domésticas de Ae.
aegypti tienden a tener menor diversidad y diferenciacion genética en comparacion con

poblaciones selvaticas de este mosquito (Huber et al., 2008).

Estudios en Sudamérica han determinado alta variabilidad genética de Ae. aegypti, que
podrian ocasionar cambios en el comportamiento de picadura, nivel de antropofilia,
capacidad y competencia vectorial, resistencia a insecticidas y otros aspectos relevantes
en la transmisién de patogenos (Valencia, 2018). En Brasil se establecieron niveles
reducidos en el flujo de genes entre las poblaciones de Ae. aegypti y marcadas
diferencias genéticas entre las poblaciones, lo cual relacionaron con la reduccion de las
poblaciones debido al uso excesivo de insecticidas durante las campafias de control
vectorial (Sousa et al., 2017). Los Unicos estudios que existen en Costa Rica sobre
diversidad genética de Ae. aegypti se realizaron con especimenes de Siquirres,
determinando similitudes con especimenes de América del Norte y del Sur (Gloria-Soria
et al.,, 2016). En un estudio realizado en EUA, utilizaron muestras procedentes de

Siquirres, Costa Rica; el analisis determiné la presencia de haplotipos Ay G en Siquirres;
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donde el haplotipo A coincidi6 con secuencias de EUA y México, mientras que el
haplotipo G no coincidié con secuencias de otros paises. Estos estudios contribuyeron a
conocer el origen de Ae. aegypti, entendiendo el medio de transporte que utilizé para
ingresar al pais, y ayudaron a evaluar las implicaciones para la salud publica y guiar los
esfuerzos para su control (Gloria-Soria et al., 2018). El presente trabajo tiene como
objetivo determinar la variabilidad genética de poblaciones de larvas Ae. aegypti en
diferentes localidades de Costa Rica para aportar nuevo conocimiento que ayude a

entender la estructura genética poblacional de este moquito.

2. Materiales y métodos

2.1Disefo del estudio y sitios de muestreo

Se realiz6 un estudio de tipo transversal y descriptivo. Las giras se realizaron en conjunto
con el Ministerio de Salud (MINSA) en el periodo de agosto a noviembre del 2021 (4
meses en época lluviosa) a 26 localidades de 19 distritos localizados a menos de 900
metros sobre el nivel del mar, en los que histéricamente se habian presentado casos de
DENV, CHIKV y ZIKV (Buenos Aires, Concepcion, San Isidro de El General, Playa Azul,
Jaco, Tucurrique, Téarcoles, San Martin, Afriquita, La Suiza, Eslabén, Barrio El Naranjal
1, Barrio El Naranjal 2, La Chilera, El Cairo, San Rafael, La Selva, La Angelina, El
Diamante, Las Palmas, La Rita y Pital) y en los que se reportaron brotes de arbovirus en
el momento de la recolecta de muestras (Barrio La Margot, Punta Morales, La Carmen
Liray La Mora).

2.2. Recolecta de muestras

La recolecta de las larvas se llevé a cabo en calles, aceras y playas (seleccionadas al
azar), en contenedores con agua estancada y sucia y que tuviera poca luz como charcos,
botellas de refresco, hojas de plantas, cocos, latas, basura, partes de carro, llantas,
estafiones y chatarra. Las larvas recolectadas se colocaron vivas en recipientes de
plastico con agua de su habitat y se transportaron al laboratorio, en donde se realiz

inmediatamente la identificacién morfoldgica.
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2.3. Andlisis morfoldgico

Se identificaron todas las larvas encontradas en los recipientes y se separ6 Unicamente
las de Ae. aegypti utilizando las claves taxondmicas descritas por Rueda (2004). Una vez
identificadas se agruparon por localidad, y se extrajo 1 larva por localidad la cual se

almacenod a -80 °C hasta el analisis molecular.

2.4Analisis molecular

Una larva de Ae. aegypti por localidad se sometié a extraccion de ADN utilizando el
ensayo Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Se midi6 la calidad y cantidad del &cido nucleico extraido mediante NanoDrop.
Seguidamente se sometid a analisis mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), siguiendo el protocolo descrito por Escobar et al. (2022), con el fin de amplificar
una region de 710pb del gen de la citocromo oxidasa | (COI). Los iniciadores utilizados
fueron: LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO02198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA-3"). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 50 pL, se agrego6 25 uL Taq Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 2 puL de
cada iniciador (10 nM), 17 uL de agua libre de nucleasay 4 uL de ADN. Las condiciones
de ciclado fueron: un ciclo inicial a 95°C durante 10 minutos, 37 ciclos a 94°C durante 1
minuto, 48°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto y un ciclo final a 72°C durante 7
minutos. Los amplicones se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% y se

visualizaron en un transiluminador.

Los productos amplificados del PCR de punto final fueron enviados a la compaiiia
Macrogen en Seul, Corea del Sur, para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas
fueron editadas con el programa BioEdit 7.2.5, el alineamiento multiple se efectu6 usando
CLUSTALW y se compararon con las secuencias disponibles con la base de datos de
GenBank, donde se verific6 que correspondian a la especie Ae. aegypti con un
porcentaje de similitud mayor al 98%, mediante la utilizacion del programa BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Los sitios

polimorficos se establecieron observando las posiciones variables en el lineamiento de

las secuencias utilizando el programa DnaSP v.6.0. El andlisis de aminoacidos su
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traduccion y comparaciéon de secuencias de aminoacidos se llevé a cabo utilizando el
programa BioEdit 7.2.5. Para la realizacion del arbol filogenético se utilizo el programa
MEGA 10.1.8.

3. Resultados

Aedes aegypti se encontro en 20 de las 26 localidades y en los 19 distritos muestreados
(Cuadro 1). Del total de 20 larvas analizadas se determinaron tres haplotipos. El haplotipo
1 (H1) fue el mas abundante y el que presentd mayor distribucién, encontrandose en 16
localidades, mientras que los haplotipos 2 (H2) y 3 (H3) se encontraron en una (La Mora)
y tres localidades (La Carmen Lira, San Rafael y Pital), respectivamente (Cuadro 2,
Figura 1). El arbol filogenético basado en la secuencia del gen COI | establecié 3 clados
bien definidos, otorgdndole un clado a cada haplotipo encontrado (Figura 2). El canton
de Turrialba fue el que presentdé mayor variabilidad ya que se encontraron tres haplotipos
en sus localidades. Al analizar las secuencias del gen COI de los 3 haplotipos se
encontraron 15 sitios polimorficos (Cuadro 3). Los sitios polimorficos en la posicidon 55,
80 y 188 afectaron la secuencia de los aminoacidos. En la posicion 55 el H1 codificé para
una metionina (Met), mientras que en H2 y H3 para una isoleucina (lle). En la posicién
80 el H1 y H2 codificaron para una Met y H3 para una lle y la posicion 55 H1 y H2 para
lle y H3 para Met (Cuadro 4). La secuencia de aminoacidos se establecié con una
longitud de 216 residuos y con cambios de aminoacidos en los tres haplotipos: metionina
(Met) e isoleucina (lle), mostrando una mutacién con cambios de sentido (Cuadro 4).

Cuadro 1. Coordenadas geogréficas de las localidades en que se encontraron larvas Ae.
aegypti y tipo de haplotipo identificado.

. . Coordenadas .
Distrito Localidad Longitud Latitud Haplotipo
Buenos Aires Buenos Aires -83.345364 9.162572 H1
Daniel Flores Concepcion -83.657160 9.238357 H1
San Isidro de El San Isidro de El -83.708781 9.374551 H1
General General
Chomes Punta Morales -84.945572 10.072762 H1
Téarcoles Playa Azul -84.633717 9.775853 H1
Jaco Jaco -84.6269457 9.6273826 H1
Turrialba Barrio La Margot -83.6868538 9.9103927 H1
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La Isabel La Mora -83.676245 9.915485 H2
La Suiza La Suiza -83.609574 9.849404 H1
Pavones Eslabon -83.641261 9.880263 H1
Turrialba La Carmen Lira -83.676715 9.913490 H3
Puerto Viejo Barrio El Naranjal 1 -83.998443 10.454111 H1
La Virgen La Chilera -84.103020 10.448361 H1
El Cairo Cairo -83.532904 10.119598 H1
Siquirres San Rafael -83.5082671 10.1047255 H3
Guéacimo La Selva -83.710921 10.206178 H1
Guacimo La Angelina -83.738648 10.205522 H1
Guapiles El Diamante -83.774632 10.211391 H1
Rita La Rita -83.776214 10.265982 H1
Pital Pital -84.275609 10.449463 H3

Cuadro 2. Haplotipos de larvas Ae. aegypti encontrados en diferentes localidades y

distritos de Costa Rica, codigo de acceso y paises con reportes de los haplotipos del gen

COlI de Ae. aegypti encontrados en Costa Rica, identidad nucleotidica y porcentaje de

identidad.
. : . Porcentaje
Localidad, Distrito | Haplotipo Referencia pais | 'dentidad | 4 %o ntidad
(H) GenBank nucleétido (%)
Buenos Aires, Buenos
Aires
Concepcidén, Concepcion Honduras
San Isidro de EI General, ON100811 (A 494/494 100%
San Isidro de El General A)
Punta Morales, Chomes
Playa Azul, Tarcoles
Jaco, Jaco
Barrio La Margot,
Turrialba H1 MK028227-
La Suiza, La Isabel MK028228
Eslabon, Pavones MK028230-
Barrio El Naranjal 1, MK028232 El
Puerto Viejo MK028240- Salvador 483/483 100%
La Chilera, La Virgen MK028242 *(A)
Cairo, El Cairo MK028256
La Selva, Guacimo MK028258-
La Angelina, Guacimo MK028260
El Diamante, Guapiles
La Rita, Rita
KX171389- Panaméa
La Mora, La Isabel H2 KX171390 Ly A) 471/471 100%
La Carmen Lira, Turrialba MF443395- Canada
San Rafael, Siquirres H3 MF443397 Ly A) 650/650 100%
Pital, Pital MF043259 y
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Alemania
KY022526 “(A)
MN733746- Nueva
MN733753 Caledonia
MN733743, (A)
MN733745
ON100786-
ON100795
ON100797-
ON2100810 Honduras
ON100812- *(A) 494/494 100%
ON100813
ON100815-
ON100816
MK028219-
MK028220
MK028222-
MK028226
MK028229,
MK028231 -
ﬂﬁ%@%@%@' Salvzdor 483/483 100%
MK028244- (A)
MK028245
MK028248,
MK028250
MK028254,
MK028261
Costa
MG241352 Rica*(A) 575/575 100%
KX171394 Panama | ,29/471 100%
*(LyA)

*Haplotipo determinado a partir de larva (L) e insecto adulto (A).

Cuadro 3. Sitios polimérficos de los tres haplotipos del gen COI en las secuencias de Ae.

aegypti encontrados en Costa Rica.

Posiciones de sitios polimorficos
Haplotipos | 33 | 168 | 234 | 237 | 246 | 318 | 330 | 351 | 435 | 480 | 501 | 579 | 618 | 630 | 636
H1 T| G T C G A A T G G C A T G C
H2 T A T C G A G C A A C A C G C
H3 Cl| A C T A G G C G A T G T A T
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Cuadro 4. Sitios de cambios de aminoacidos de los tres haplotipos (H1, H2 y H3) de
larvas Ae. aegypti de Costa Rica, encontrados en las secuencias del gen COI.

0 750 1,500 km
[

Posiciones
Haplotipos 55 80 188
H1 Met Met lle
H2 lle Met lle
H3 lle lle Met
LEYENDA
[ Costa Rica
Haplotipos
1
A2
® 3

Proyeccion CRTM05
Transversal Mercator
Datum WGS84

i

Fuente Cartografica
Atlas de Costa Rica
ITCR 2014
Diseiio Cartografico por:
Sonia Flores Niliiez

Figura 1. Mapa de distribucion de haplotipos de Ae. aegypti encontrados en las diferentes

localidades en Costa Rica, agosto a noviembre 2021. Haplotipo 3: reportado previamente

en el afio 2018 en Siquirres.
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Buenos Aires Eslabon

; Concepcion Barrio EI Naranjal 1

Haplotipo 1  sanisigrodeEl  La Chilera
General Cairo
Punta Morales La Selva
Flaya Azul La Angelina
Jacd El Diamante

 Bamio La Margot  LaRita
La Suiza
Haplotipo 2
La Mora

Haplotipo 3

La Carmen Lira

San Rafael

Pital

Figura 2. Arbol filogenético de los haplotipos de Ae. aegypti encontrados en 20
localidades de Costa Rica, agosto a noviembre 2021, basados en la secuencia del gen
COl y generado mediante el uso de MEGA 10.1.8.

4. Discusion

Este es el segundo analisis genético, que busca establecer la presencia de haplotipos
en larvas de Ae. aegypti en Costa Rica. Los resultados de este estudio encontraron baja
diversidad genética (tres haplotipos en 20 localidades de 19 distritos), comparado con
otros paises como El Salvador donde analizaron 84 muestras de 6 departamentos y se
encontraron 10 haplotipos (Joyce et al.,, 2018), Panama donde se analizaron 122
muestras de 30 localidades y se encontraron 13 haplotipos (Eskildsen et al., 2018),
Colombia donde se analizaron 255 muestras de 4 departamentos y se encontraron 33
haplotipos (Cadavid et al., 2015), y Brasil, donde se analizaron 163 muestras de 14
localidades y se encontraron 10 haplotipos (Scarpassa et al., 2008), y un segundo
estudio de Colombia que analizé 145 muestras de 6 localidades y encontré 87 haplotipos

(Goémez et al., 2022). Una posible causa de la baja cantidad de haplotipos detectados en
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una region puede ser el uso indiscriminado de insecticidas, lo cual se ha reportado en
varios paises (Ecuador, México, Venezuela y Brasil) (Ponce et al., 2021). Sin embargo,
es posible que los resultados obtenidos en la presente investigacion se debieran al
disefio del estudio utilizado, que solamente contemplé investigar una larva por localidad,
por limitantes de dinero. Esto puede haber influido en obtener una baja cantidad de
haplotipos, por lo que se recomienda realizar estudios mas sistematicos y
representativos en las diferentes localidades para confirmar los resultados obtenidos

aqui.

El haplotipo 1 fue el mas ampliamente distribuido, ya que se encontro en 16 localidades
(Buenos Aires, Concepcion, San Isidro de El General, Punta Morales, Playa Azul, Jacd,
Barrio La Margot, La Suiza, Eslabén, Barrio El Naranjal, La Chilera, Cairo, La Selva, La
Angelina, ElI Diamante y La Rita), son regiones que poseen clima (tropical humedo con
estacion seca y lluviosa) y temperaturas (entre 20 a 26°C) similares (Barrientos &
Chavez, 2008). Este haplotipo también ha sido reportado en El Salvador, donde también
se reportd como el mas ampliamente distribuido en todos sus departamentos (Joyce et
al., 2018) mientras que, en Honduras, fue el haplotipo de menor distribucion (Escobar et
al., 2022). El Haplotipo 2 se encontré unicamente en la localidad de La Mora (cantén
Turrialba) y es idéntico a secuencias reportadas en Panama (Eskildsen et al, 2018).
Finalmente, el Haplotipo 3 se encontro en tres localidades, San Rafael (cantdn Siquirres);
Pital (cantén San Carlos) y La Carmen Lira (cantén Turrialba), y ya habia sido reportado
con anterioridad en Siquirres (Gloria-Soria et al., 2018). En contraste con los Haplotipos
1y 2 gue solo se han reportado a la fecha en Centroamérica, este haplotipo ha sido
encontrado también en paises como Canada, Nueva Caledonia y Alemania, ademas de
Centroamérica, lo que hace pensar que los huevos de este haplotipo han encontrado la
manera de sobrevivir las bajas temperaturas y la desecaciéon (Giordano et al., 2022) o
las etapas inmaduras han logrado establecerse en areas no endémicas a través de
actividades comerciales (Kamper et al., 2016; Joyce et al., 2018; Rakotonirina et al.,
2020; Escobar et al., 2022; Gloria-Soria et al., 2018 y Eskildsen et al, 2018).
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5. Conclusiones

e Se determind la presencia tres haplotipos en larvas del mosquito Ae. aegypti.

e El haplotipo 1 fue el que se encontr6 mas ampliamente distribuido, en 16 de las 20
localidades analizadas.

e El cantdon de Turrialba fue el que presenté mayor variabilidad ya que se encontraron
tres haplotipos en sus localidades.

e Al analizar las secuencias del gen COI de los tres haplotipos se encontraron 15 sitios
polimorficos, los sitios polimérficos en la posicion 55, 80 y 188 afectaron la secuencia

de los aminoacidos.

6. Recomendaciones

e Realizar estudios sistematicos para determinar si las localidades y el pais muestran
alta o baja diversidad genética de Ae. aegypti.

e Realizar un estudio genético comparativo entre temporada seca y lluviosa para
determinar si la variabilidad genética se ve afectada por el clima.

e Confirmar si el haplotipo 1 es el mas ampliamente distribuido en el pais.
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DISCUSION GENERAL

Conocer la biodiversidad de mosquitos presentes en un ecosistema o localidades, es
importante, para establecer la dispersion de especies autoctonas y detectar especies
invasivas fuera de los rangos geogréaficos originales. Ademas, estos estudios
entomoldgicos periddicos permiten actualizar la informacion sobre la diversidad, la
rigueza de especies y la abundancia de mosquitos hematdfagos, sobre todo en areas,
gue estan sufriendo cambios debido al calentamiento global o al urbanismo, con el
propésito de poder medir el riesgo para prevenir enfermedades transmitidas por
mosquitos, que fue el objetivo del presente trabajo (Casas-Martinez et al., 2012). La
especie de larva de mosquito mayormente recolectada en la presente investigacion fue
Ae. aegypti. La predominancia de esta especie sobre las otras se debe a que tiene un
comportamiento sinantrépico, esta especie se adapta facilmente a multiples criaderos y
a cambios climéticos (diapausa), lo que favorece el establecimiento de focos endémicos
(Kweka et al., 2018). La dominancia de esta especie ya se habia reportado en estudios
previos en Costa Rica (Calderon-Arguedas et al., 2004; Marin et al., 2009). Ademas, se
ha observado que esta especie puede convivir con otros mosquitos, compartir el mismo
hébitat y recursos, lo cual podria deberse a un solapamiento de nicho sin descartarse la
posibilidad de competencia interespecifica (Marquetti, 2006). Los distritos de Guacimo y
La Virgen fueron las comunidades donde se encontré la mayor riqueza de especies (6)
y los resultados similares entre los dos distritos podria deberse a las caracteristicas
similares que poseen ambos distritos por la corta distancia (72 km) que hay entre ellas,
una temperatura que oscila entre 27°- 30°C, un clima tropical himedo con abundantes
lluvias y precipitacién pluvial de hasta 300 mm mensual (Barrientos & Chaves, 2008;
MEP., s.f.).

La mayoria de los distritos analizados mostraron poca riqueza y diversidad de especies
(menos de seis especies), y tres distritos (Jaco, La Suiza y Pital) presentaron solamente
una especie (Ae. aegypti). Esto podria deberse a que los sitios visitados son de
ecosistemas deforestados y desérticos (mas urbanizados) dando lugar a comunidades
dominadas por mosquitos adaptados a entornos urbanos, causando que especies

locales sean desplazadas y aumentando asi el riesgo de propagacion de arbovirus. La
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escasez de recursos y habitats podria favorecer que algunos mosquitos con
adaptabilidad a estos entornos podrian ser los Unicos en desarrollarse y convertirse en
adultos (Lee et al., 2019). El disefio de estudio de la toma de muestra fue al azar y no
sistematico, lo que también pudo afectar el registro de especies por falta de esfuerzo de
muestreo, influyendo en la cantidad de especies identificadas (Dousdebes, 2017). De
todos los distritos visitados, Pavones present6 el indice de Pielou mas alto (0.84), esto
significa que sus especies se encuentran distribuidas con mayor equidad, lo contrario
sucede en los distritos de Tucurrique (0.30) y Siquirres (0.32). Esto demuestra que la
distribucién de la diversidad de un ecosistema o una comunidad puede verse afectado
por factores como la actividad antropogénica (mayor urbanizacion), cambios ambientales
(deforestacion) y climaticos, lo que ocasiona que algunas especies de mosquitos
proliferen y estén en mayor abundancia mientras que otras en menor cantidad (Almeida
et al., 2020). Se recomienda realizar vigilancia entomologica, no solo para el mosquito
Aedes spp., sino también para otras especies hematéfagas, que son de importancia
médica, debido a que también pueden transmitir enfermedades, como es el caso del
mosquito Culex spp. En este estudio se identificaron 5 especies (C. coronator, C.
corniger, C. quinquefasciatus, C. nigripalpus y C. interrogator) y este mosquito se ha
implicado como el vector biologico de la filariasis (Wurchereria bancrofti), de la que se
han reportado casos en Costa Rica en 1954 en Puerto Limén (Calderon-Arguedas et al.,
2009; Lieske, 1954). Ademas, este vector consume sangre, tanto de animales como de
humanos por lo tanto se ha asociado como vector mecéanico del virus de oeste del Nilo,
virus de la encefalitis de Saint Louis y virus de la encefalitis equina del este (Calderén-
Arguedas et al., 2009). Estos virus son endémicos en Costa Rica y se han reportado

casos en caballos, animales domésticos y salvajes (Romero-Vega et al., 2022).

El no haber logrado detectar arbovirus en los 74 grupos de larvas, podria deberse, por
un lado a que solamente se analizaron un 17% (13 grupos) de larvas de zonas con brotes
y los restantes grupos fueron de localidades en las que en el pasado se habian reportado
brotes. Por el otro lado, se ha reportado, que las tasas de transmision transovarica
ocurren en niveles bajos en la naturaleza (da Costa et al., 2017; Lequime & Lambrechts,

2014). En estudios realizados a nivel experimental, se determiné que la tasa de
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transmision transovarica debia ser de un 5-26% para que los arbovirus persistieran en
las siguientes generaciones, pero en una infeccion natural se cree que esto no sea mayor
(Zeidler et al., 2008) por lo tanto, si se recogen muestras en el campo solo un porcentaje
pequeiio (1-4%) de los individuos analizados posiblemente se encuentren infectados por
arbovirus (Adams & Boots, 2010). Por otro lado, no toda poblacion de mosquitos adultos
se infecta de forma horizontal (de un huésped virémico), incluso durante una epidemia,
ya que en la naturaleza menos del 20% de mosquitos hembra se infectaran (Joshi et al.,
2002). ElI numero de infecciones en la poblacién de larvas parece ser muy pequefio,
ademas la poblacién de larvas infectadas verticalmente se reducird considerablemente
con cada generacion sucesiva (Adams & Boots, 2010). Se cree que la transmision
transovarica ocurre a un ritmo muy bajo, y que la reintroduccién de arbovirus a regiones
libres se deba mas bien por el ingreso de personas infectadas a un area. La transmision
vertical parece contribuir a la persistencia de arbovirus en una comunidad en un plano

secundario a la transmision horizontal (Zeidler et al., 2008).

Este es el segundo andlisis genético, que busca establecer la presencia de haplotipos
en larvas de Ae. aegypti en Costa Rica. Los resultados de este estudio encontraron baja
diversidad genética (tres haplotipos en 20 localidades de 19 distritos), comparado con
otros paises como El Salvador donde analizaron 84 muestras de 6 departamentos y se
encontraron 10 haplotipos (Joyce et al., 2018), Panama donde se analizaron 122
muestras de 30 localidades y se encontraron 13 haplotipos (Eskildsen et al., 2018),
Colombia donde se analizaron 255 muestras de 4 departamentos y se encontraron 33
haplotipos (Cadavid et al., 2015), y Brasil, donde se analizaron 163 muestras de 14
localidades y se encontraron 10 haplotipos (Scarpassa et al., 2008), y un segundo
estudio de Colombia que analiz6 145 muestras de 6 localidades y encontr6 87 haplotipos
(Gomez et al., 2022). Una posible causa de la baja cantidad de haplotipos detectados en
una region puede ser el uso indiscriminado de insecticidas, lo cual se ha reportado en
varios paises (Ecuador, México, Venezuela y Brasil) (Ponce et al., 2021). Sin embargo,
es posible que los resultados obtenidos en la presente investigacion se debieran al
disefo del estudio utilizado, que solamente contempl6 investigar una larva por localidad,

por limitantes de dinero. Esto puede haber influido en obtener una baja cantidad de
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haplotipos, por lo que se recomienda realizar estudios mas sistematicos y
representativos en las diferentes localidades para confirmar los resultados obtenidos

aqui.

El haplotipo 1 fue el mas ampliamente distribuido, ya que se encontr6 en 16 localidades
(Buenos Aires, Concepcion, San Isidro de El General, Punta Morales, Playa Azul, Jaco,
Barrio La Margot, La Suiza, Eslabon, Barrio El Naranjal, La Chilera, Cairo, La Selva, La
Angelina, El Diamante y La Rita), son regiones que poseen clima (tropical himedo con
estacion seca y lluviosa) y temperaturas (entre 20 a 26°C) similares (Barrientos &
Chavez, 2008). Este haplotipo también ha sido reportado en El Salvador, donde también
se reporté como el mas ampliamente distribuido en todos sus departamentos (Joyce et
al., 2018) mientras que, en Honduras, fue el haplotipo de menor distribucién (Escobar et
al., 2022). El Haplotipo 2 se encontr6 Unicamente en la localidad de La Mora (cantdn
Turrialba) y es idéntico a secuencias reportadas en Panama (Eskildsen et al, 2018).
Finalmente, el Haplotipo 3 se encontr6 en tres localidades, San Rafael (cantdon Siquirres);
Pital (canton San Carlos) y La Carmen Lira (cantén Turrialba), y ya habia sido reportado
con anterioridad en Siquirres (Gloria-Soria et al., 2018). En contraste con los Haplotipos
1 y 2 gque solo se han reportado a la fecha en Centroamérica, este haplotipo ha sido
encontrado también en paises como Canada, Nueva Caledonia y Alemania, ademas de
Centroamérica, lo que hace pensar que los huevos de este haplotipo han encontrado la
manera de sobrevivir las bajas temperaturas y la desecacién (Giordano et al., 2022) o
las etapas inmaduras han logrado establecerse en areas no endémicas a través de
actividades comerciales (Kamper et al., 2016; Joyce et al., 2018; Rakotonirina et al.,
2020; Escobar et al., 2022; Gloria-Soria et al., 2018 y Eskildsen et al, 2018).
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CONCLUSIONES GENERALES

La especie de mosquito Ae. aegypti fue la especie que se encontré6 en forma
predominante en los 19 distritos analizados.

Los distritos que mostraron mayor riqueza y diversidad de mosquitos fueron Guacimo
y La Virgen con seis de ocho especies identificadas (Ae. aegypti, Ae. albopictus,
Culex coronator, Culex corniger, Culex quinquefasciatus, Culex nigripalpus, Culex
interrogator y solo género Limatus), mientras que en Jaco, La Suiza y Pital solamente
se detectd una especie (Ae. aegypti).

El distrito de Pavones presenté mayor equitatividad en la distribucion de las especies.
Se encontraron especies de mosquitos que son potenciales de vectores de
enfermedades que podrian representar riesgos para la salud humana y animal.

No se logro detectar la presencia de los virus del DENV, CHIKV y ZIKV en larvas Ae.
aegypti.

Se determind la presencia tres haplotipos en larvas del mosquito Ae. aegypti.

El haplotipo 1 fue el que se encontr6 mas ampliamente distribuido, en 16 de las 20
localidades analizadas.

El canton de Turrialba fue el que presenté mayor variabilidad ya que se encontraron
tres haplotipos en sus localidades.

Al analizar las secuencias del gen COI de los tres haplotipos se encontraron 15 sitios
polimorficos, los sitios polimérficos en la posicion 55, 80 y 188 afectaron la secuencia

de los aminoacidos.

RECOMENDACIONES GENERALES

Realizar muestreos sistematicos y periodicos para monitorear la presencia, densidad
y comportamiento de los vectores en localidades representativas con brote y
endémicas.

Mantener la vigilancia de otras especies hematéfagas para prevenir otras patologias
gue podrian estar afectando a humanos y animales.

Realizar estudios sistematicos para determinar si las localidades y el pais muestran

alta o baja diversidad genética de Ae. aegypti.
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e Realizar un estudio genético comparativo entre temporada seca y lluviosa para
determinar si la variabilidad genética se ve afectada por el clima.

e Confirmar si el haplotipo 1 es el mas ampliamente distribuido en el pais.
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