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RESUMEN GENERAL

Las enfermedades ocasionadas por el virus de dengue (DENV), Zika virus (ZIKV) y
virus de chikungunya (CHIKV) son trasmitidas, entre otros, por Aedes albopictus en
forma horizontal a los humanos, a través de la picadura de un mosquito hembra
infectado; sin embargo, la hembra puede pasar el virus de manera vertical o
transovarica a sus descendientes, permitiendo asi a estos arbovirus persistir en
periodos interepidémicos en huevos y larvas. Datos del 2020 reportaron 9400 casos
DENV, 49 casos CHIKV y 121 casos ZIKV, mostrando que estos arbovirus representan
un problema importante para la salud publica de Costa Rica. Las estrategias de control
de estos vectores incluyen la aplicacion de insecticidas y la eliminacion de los
criaderos, sin embargo, estudios de variacion genética de las especies de Aedes
brindan informacién sobre dispersion y dinamica poblacional, lo que puede ser utilizado
para disefar estrategias de control de estos vectores. El objetivo del presente trabajo
fue en una primera parte determinar los indices de diversidad de culicidos y detectar la
presencia de DENV, CHIKV y ZIKV en larvas de Ae. albopictus, para determinar
dominancias de especies y evidenciar la trasmision transovérica de estos virus en
Costa Rica, y en una segunda parte, investigar la diversidad de haplotipos de Ae.
albopictus en diferentes distritos de Costa Rica. Se recolectaron larvas de mosquitos en
26 localidades de 19 distritos durante la época lluviosa de Costa Rica, los cuales se
identificaron a nivel de especie (Aedes y Culex) o género (Limatus) y se calcularon
diversos indices de diversidad. Una larva de Ae. albopictus por distrito se sometié a
extraccion de ADN y andlisis moleculares para determinar el haplotipo, mientras que
las larvas restantes de Ae. albopictus se sometieron a andlisis molecular para detectar
la presencia de DENV, ZIKV y CHIKV. En total se recolectaron 5036 larvas de 8
especies distintas, Aedes aegypti resulto ser la especie mas abundante (n=3188 63%),
seguida de Ae. albopictus (n=701, 14%). Se reporta por primera vez la presencia de
larvas de Ae. albopictus (n=105) en la localidad de Punta Morales. Guacimo y La
Virgen fueron los distritos con mayor riqueza de culicidos, encontrandose un total de
seis especies, mientras que en Jaco, La Suiza y Pital anicamente se encontré Ae.
aegypti. Pavones fue el distrito con mayor equitatividad y Siquirres con menor
equitatividad de diversidad y abundancia. Los grupos de larvas de Ae. albopictus



(n=23) resultaron negativos a DENV, CHIKV y ZIKV en reaccion en cadena de la

polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (QRT-PCR)

Aedes albopictus se encontré en 11 de 19 distritos muestreados. Se determind cinco
variantes genéticas, los haplotipos H3, H6, H26, H37 y H67, la presencia de tres
haplotipos (H3, H6 y H26) se reporta por primera vez en Costa Rica. Estos haplotipos
se encontraron cada uno solamente en un distrito, mientras que los otros dos
haplotipos (H37 y H67), ya reportados previamente, se encontraron en diferentes
distritos. El haplotipo mas abundante fue el H67, que se encontré en cinco distritos,
seguido del H37 que se encontro en tres distritos. Los haplotipos presentaron entre tres
(n=1) y seis (n=5) sitios polimérficos, dos de los sitios polimérficos (40 y 94) afectan la
secuencia de los aminoé&cidos. El arbol filogenético establecié cinco clados bien
definidos. Los haplotipos encontrados, presentaron una estrecha relacion entre si,
observandose una diferencia moderada entre los haplotipos reportados anteriormente
(H67 y H37) y los nuevos haplotipos (H3 y H26) y una diferencia significativa entre los
haplotipos reportados anteriormente y el haplotipo 6. Se recomienda realizar estudios
sistematicos de haplotipos de Ae. albopictus con un mayor nimero de muestras por
distrito o localidad y en diferentes estaciones climéticas e investigar si los haplotipos
mas abundantes son resistentes a insecticidas o0 si presentan una transmision

transovarica mas efectiva.
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INTRODUCCION GENERAL

Importanciay distribucién Aedes albopictus

En la dltima década se ha reconocido al mosquito Aedes albopictus como vector
bioldgico competente para mas de 26 virus, entre estos el virus del dengue (DENV),
virus de la fiebre amarilla (YFV), virus de la fiebre chikungunya (CHIKV), y el virus Zika
(ZIKV) (McKenzie et al., 2019). Aunque Aedes aegypti se considera el principal vector
involucrado en la transmisién del DENV, CHIKV y ZIKV, Ae. albopictus desempefia un
papel cada vez mas importante como vector de arbovirus, debido a su amplia
distribucion, y a que puede adaptarse facilmente a nuevos entornos, sobre todo a
regiones templadas y zonas tropicales como Costa Rica (Kyle & Harris, 2008; Rey &
Lounibos, 2015).

La incursion de Ae. albopictus en América ocurrié en las dltimas tres décadas (Rey &
Lounibos, 2015), su rango de distribucion se extiende mas al norte que Ae. aegypti
(Figura 1), ya que sus huevos son resistentes a temperaturas bajo cero (Kyle & Harris,
2008). En Costa Rica se ha encontrado Ae. albopictus en todas las provincias, menos
en Cartago (Rojas-Araya et al., 2017). La presencia de Ae. albopictus en Puntarenas y
Liberia ha coincidido con la notificacidon de casos de dengue, chikungunya y Zika

reportados en estas provincias en el 2016 (Ministerio de Salud de Costa Rica, 2017).

~Xii ™~



Figura 1. Distribucion de Ae. aegypti (A) y Ae. albopictus (B). EI mapa muestra con
puntos negros donde se ha encontrado cada especie y la probabilidad de ocurrencia

(de 0 azul a 1 rojo) con una resolucion espacial de 5 km x 5 km. (Kraemer et al., 2015).

Taxonomiay ciclo de vida

Aedes albopictus es un insecto holometabdlico, lo que significa que pasa por
metamorfosis completa. El ciclo de vida consta de dos fases: la fase acuatica (larvas y
pupas) Yy la fase terrestre (huevos y adultos) y puede tardar entre 8 a 10 dias,
dependiendo de las condiciones ambientales y el alimento disponible (Khetarpal &
Khanna, 2016). Del huevecillo emerge una larva de primer estadio (L1) que madura
pasando por tres estadios larvales mas (L2, L3 y L4). En condiciones Optimas el
periodo entre eclosion y pupacion puede ser tan corto como de 5 dias, pero
generalmente dura entre 7 a 14 dias. Los primeros tres estadios se desarrollan
rapidamente, mientras que el cuarto estadio puede tomar mas tiempo y es cuando la
larva incrementa de tamafio y peso. En el agua, las larvas se alimentan de protozoos,
bacterias, levaduras y algas. Las pupas permanecen flotando en la superficie del agua,
de las cuales emerge el adulto 1-3 dias después, dependiendo de las condiciones
ambientales (Hernandez & Garcia, 2000; Nelson, 1986). La vida del adulto varia de 2 a
4 semanas. Un mosquito hembra pone huevos 4 a 5 veces durante toda su vida y se
alimenta de sangre dependiendo de la cantidad de posturas durante su vida. El nUumero
promedio de huevos en un solo desove oscila entre 10 y 100 huevos (Zahoor et al.,
2019). La hembra de Ae. albopictus suele colocar los huevos en criaderos naturales
como agujeros de arboles, troncos de bambu, rocas huecas, axilas de plantas,

cascaras de coco y hojas (Khetarpal & Khanna, 2016).

Morfologia de Aedes albopictus

Los huevos son largos, lisos y ovoides, aproximadamente 1 mm de largo, y de color
blanco cuando estan recién colocados, volviéndose negros dos horas después de la
oviposicion, como resultado de la melanizacion. Son resistentes a la desecacion,
permaneciendo viables durante un periodo aproximado de 1 afio, hasta tener contacto
con el agua (Khetarpal & Khanna, 2016; Powell & Tabachnick, 2013).
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Las larvas tienen cabeza, térax y abdomen ovoide. En el primer estadio la larva mide
alrededor de 1 mm de largo, al llegar al cuarto estadio esta puede llegar a alcanzar una
longitud de 8 mm aproximadamente. Las caracteristicas mas distintivas de las larvas de
Ae. albopictus son las 2 espinas laterales a cada lado del térax de un menor tamafio
gue otras especies del género, y en el octavo segmento presenta un peine (Figura 2a)
de 8 a 12 espinas mediales robustas con ausencia de espinas subapicales (Figura 2b).
Entre el dltimo estadio larval y la etapa adulta del mosquito se encuentra la pupa. Las
pupas presentan una forma particular de coma. Estdn compuesta de dos secciones

principales: cefalotérax y abdomen (Nelson, 1986; Rueda 2004).

CABEZA

| 'S
TORAX ®‘ fie «‘M%

ABDOMEN

N

Espina medial

Peine en 8vo
segmento

Figura 2. A. Vista dorsal de una larva Aedes albopictus. B. Espina medial robusta sin

espinas subapicales en el octavo segmento (Rueda, 2004).

El mosquito adulto estd compuesto por tres segmentos: cabeza, torax y abdomen. El
macho y la hembra son muy similares en apariencia excepto por algunas diferencias
como el tamafio, la forma de las antenas, palpos maxilares, abdomen, garras y en las
marcas de las escamas (Bar & Andrew, 2013; OECD, 2018).
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El mosquito adulto de Ae. albopictus a nivel del térax presenta longitudinalmente un
escudo con una estrecha franja blanca mediana (Figura 3a), en el mesoepimerdn
presenta una mancha escamosa blanca no separada, formando una mancha blanca en
forma de V (Figura 3b), en la cabeza presentan un clipeo sin escamas blancas (Figura
3c) y en la porcién anterior de las patas no presentan raya blanca longitudinalmente
(Figura 3d) (Rueda, 2004).

A nivel de la cabeza tanto el macho como la hembra, presentan dorsalmente una forma
globular y lateralmente tienen una forma convexa, con un vértice que tiene escamas. El
térax de la hembra mide entre 0,08 y 0.50 mm de largo y de 0,07 a 0,35 mm de ancho,
mientras que el macho, mide entre 0,06 y 0,41mm de largo y 0,02 a 0,29 mm de ancho.
En la hembra el octavo segmento es mas reducido que en los machos. El abdomen de
los machos es de mayor tamafo que el de las hembras, en el macho mide entre 0,18 —
3,03 mm de largo y 0,07 — 0,51 mm de ancho, mientras que en las hembras mide entre
0,20 — 2,94 mm de largo y 0,06 — 0,41 mm de ancho. (Andrew & Bar, 2013; Rueda,
2004).

Franja Mancha Clipeo sin escama

escamosa

Ausencia de raya blanca

d

Figura 3. Morfologia de un mosquito Ae. albopictus. A. Franja longitudinal en térax. B.

Mesepimerdén con mancha escamosa blanca no separada en forma de V. C. Clipeo de



la cabeza sin escamas blancas D. Patas con ausencia de raya blanca
longitudinalmente (Rueda, 2004).

Habitos, habitat y criaderos

Ae. albopictus presenta habitos mas selvaticos que Ae. aegypti, pero ha podido
adaptarse y ha ido incrementando su presencia en ambientes mas urbanos (Kraemer et
al., 2015). Los machos y las hembras muestran una actividad predominantemente
diurna, con picos agudos después del amanecer y antes del atardecer. Sus patrones de
aterrizaje estan relacionados con factores ambientales como la iluminacion. La
actividad de oviposicion se intensifica durante la temporada de lluvias debido al
aumento en la disponibilidad de criaderos y abundancia de poblacién de mosquitos
(Casas et al.,, 2013; OECD, 2018). Normalmente el mosquito adulto de Aedes viaja
distancias relativamente cortas, unos 100m, aunque se han observado viajes mas
largas de alrededor de 800m (Hemme et al., 2010). Los habitos hematéfagos de la
hembra aumentan durante el ciclo gonotréfico, que consiste en la absorcion de sangre,
seguido de la digestion, maduracién de los oocitos y la oviposicion (Zapletal et al.,
2019). Ae. albopictus se puede encontrar con mayor frecuencia en zonas rurales y
periurbanas, alimentdndose de mamiferos salvajes, aves y ocasionalmente de
humanos. Para la reproduccion y los criaderos buscan lugares protegidos de la intensa
luz solar, acumulacion de calor y que proporcionen una fuente de detritos y bacterias

para el consumo de las larvas (Kraemer et al., 2015).

Transmision de virus por mosquitos Aedes y rol epidemioldgico de las larvas

Los virus dengue, chikungunya y Zika se trasmiten a los humanos a través de la
picadura de un mosquito hembra del género Aedes, el cual se infecto al ingerir sangre
de un huésped virémico. Cuando los virus son ingeridos por el mosquito, infectan el
epitelio del intestino medio del mosquito, posteriormente se diseminan a través de la
hemolinfa a otros 6rganos, infectando finalmente las glandulas salivales. El virus se
secreta en la saliva del mosquito y de este modo al alimentarse del huésped humano
se produce la infeccion. El virus permanecera en el mosquito y se trasmitira a través de
las picaduras durante toda su vida, este mecanismo es conocido como transmision
horizontal (Sim & Hibberd, 2016).
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Existe evidencia, tanto de campo como de laboratorio, de trasmision transovarica o
trans-huevo y venérea de DENV, CHIKV y ZIKV, por infeccion de tejidos germinales
(Ferreira & Lima, 2018; Gutiérrez et al., 2019; Thangamani et al., 2016). La
combinacion de la transmisién transovarica y horizontal permite que los patdgenos
persistan en periodos interepidémicos en huevos y larvas. En estudios realizados en
Cuba se logro aislar el virus del dengue en 37 de 111 grupos de larvas que contenian
los cuatro estadios de Aedes (Gutiérrez et al., 2018). En Tailandia se logré aislar el
virus chikunhunya en 54 de 180 grupos de larvas de Aedes del cuarto estadio
(Chompoosri et al., 2016), mientras que estudios realizados en Brasil aislaron el virus
de Zika en 3 de 18 grupos de larvas con los cuatro estadios de Aedes (Maniero et al.,
2019). Estos estudios confirman la importancia de las larvas en la circulacion y
transmision de estos virus. Se ha observado que la transmision transovarica del virus
del dengue es significativamente mayor en Ae. albopictus que en Ae. aegypti, sobre
todo DENV1 y DENV4 muestran una tasa de transmision transovarica
significativamente mas alta que DENV2 y DENV3 (Lequime et al., 2016).

indices de diversidad

Las herramientas utilizadas para expresar cuantitativamente la biodiversidad y riqueza
de especies de artrépodos en un area, son los indices de diversidad, que determinan la
variedad y heterogeneidad de diversas especies (Morris et al., 2014), para establecer
especies endémicas y exéticas, analizar cambios en la diversidad y determinar las
similitudes o dominancias de las especies estudiadas en un periodo determinado, todo
con la finalidad de estudiar factores como la existencia de competencia vectorial y
cambios de comportamiento segun las condiciones del lugar. Estos indices se utilizan
para caracterizar una region y asociar la diversidad a factores socioambientales que
son fundamentales para comprender los factores relacionados con la trasmision de
arbovirus, con el fin de determinar los ambientes y las estaciones adecuadas en donde
se debe planificar y realizar el control de vectores (Confalonieri & Costa, 2012; Torres
et al.,, 2020), ya que los indices indican el tamafio de la poblacion en diferentes

estaciones y ayudan con el seguimiento de las poblaciones (Boyer et al., 2014)
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Se utilizan varios indices, que miden diferentes variables, siendo los méas utilizados los
indices de Jaccard Shannon—-Weaver, Margalef y Pielou. El indice de Jaccard mide el
grado de similitud y diferencias en comparacion con presencia y ausencia de especies
encontradas (Leydesdorff, 2008), mientras que el indice de Shannon—Weaver analiza la
diversidad combinando la riqueza especifica y la equitatividad de los culicidos
encontrados. Mide el grado para predecir a que especie pertenecera un individuo
escogido al azar en una coleccién, asumiendo que todas las especies estan
representadas en la muestra. El indice de Margalef corresponde a un indicador de la
riqueza especifica donde se transforman el numero de especies encontradas en
proporciones, mientras que el indicador de Pielou permite determinar si la abundancia

de diferentes especies de individuos es semejante (Moreno, 2000).

Virus Dengue

El virus del dengue pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, reino
Orthornavirae y dominio Ribovira. La particula viral es de forma esférica, de 40-60nm
de diametro, envuelta, y el genoma comprende una cadena simple de ARN
monocatenaria positiva que codifica diez proteinas (tres proteinas estructurales y siete
proteinas no estructurales) (Khetarpal & Khanna, 2016). Se conocen cuatro serotipos
(DENV1 a DENV4), estrechamente relacionados, pero antigénicamente distintos (Guo
et al., 2016). Cada uno de los serotipos puede subdividirse en varios genotipos
basados en el gen de la envoltura (Cao et al., 2019). El mecanismo que permite que
DENV permanezca en un ambiente durante los periodos interepidémicos es su
transmision transovarica, de un mosquito hembra a su progenie (Adams & Boots,
2010). La presencia del DENV2 en América se ha asociado con epidemias de dengue
grave. (Galan, 2013).

Aproximadamente dos quintas partes de la poblacion mundial esta en riesgo de
contraer una infeccion por dengue y se estima que anualmente 500.000 personas se
ven afectadas por la fase hemorragica de la enfermedad con tasas de mortalidad que
llegan a superar el 20%. El dengue estd ampliamente distribuido en los trépicos
(Hemme et al., 2010). En Costa Rica desde la reintroduccion de Ae. aegypti en 1993

hasta 2020 las regiones mas afectadas por dengue han sido la region Pacifico Central,
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la Chorotega y la Huetar Atlantica (Ministerio de Salud, 2020). En el 2013 Costa Rica
presentd su peor epidemia de dengue, con una elevada incidencia de casos (Ledezma
et al., 2018). La incidencia de dengue para el afio 2019 fue de 189,78 casos por cada
100.000 habitantes con una circulacion del serotipos 1y 2 (OPS, 2020).

Virus Chikungunya

El virus chikungunya (CHIKV), pertenece al género Alphavirus, familia Togaviridae,
reino Orthornavirae y dominio Ribovira. Es un virus envuelto de 45 a 70 nm que tiene
un genoma de ARN de sentido positivo monocatenario de 11,8 kB que codifica nueve
proteinas (cinco proteinas estructurales y cuatro proteinas no estructurales) (DeZure &
Graham, 2016). Se reconoce la existencia de 2 ciclos de transmision, el
selvatico/enzootico (entre Aedes spp. y primates no humanos) y el urbano/endémico
(entre Ae. aegypti, Ae. albopictus y humanos) (Martinez & Torrado 2015).

Se han descrito la transmision vectorial (transovarica o transestadial) y otros modos de
trasmision, como la transplacentaria y perinatal. Este virus puede ocasionar
meningoencefalitis, lesiones de sustancia blanca, edema cerebral, hemorragia
intracraneana, sintomas hemorragicos y miocarditis (Arredondo et al., 2016; Martinez &
Torrado 2015).

El CHIKV se report6 por primera vez en Tanzania en 1952, donde infect6 a primates y
humanos. En 2013 aparecidé en las Américas y en 7 meses, se reportaron mas de
400.000 casos en mas de 20 paises del Caribe y de América Central y del Sur.
Recientemente se demostrd transmision por Ae. albopictus (Bonthius & Bale, 2017;
Roossinck, 2020). Durante el afio 2019 todas las regiones de Costa Rica reportaron
casos de CHIKV, la regién Central Norte fue la regién con el mayor nimero de casos
(49, 34%) (Ministerio de Salud, 2019).

Virus Zika

El virus del Zika (ZIKV) pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, reino
Orthornavirae y dominio Riboviria. Este flavivirus es pequefio de 40-60nm de didmetro,
envuelto, esférico, que contiene un ARN no segmentado monocatenario positivo de
aproximadamente 11kb. Codifica diez proteinas (tres proteinas estructurales y siete

proteinas no estructurales) Los analisis filogenéticos recientes sugieren que los
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aislados de ZIKV que circulan actualmente en América constituyen un nuevo clado del
genotipo asiatico (Catenacci & Alcantara, 2019). ZIKV ingres6 a Ameérica en 2015, se
asocia con el sindrome de Guillain-Barré y anomalias congénitas como la
microcefalia. El nUmero de casos ha disminuido en los ultimos 2 afos, pero esta claro
que el ZIKV seguird siendo una amenaza continua, en particular para las mujeres
embarazadas y sus hijos, durante los proximos afios (Quanquin et al., 2020). Se
conocen dos ciclos, el selvatico (entre vertebrados y Aedes) y el urbano (entre Ae.
aegypti, Ae. albopictus y humanos). Ademas de la trasmision vectorial, se da en
humanos la trasmisién sexual y transmision sanguinea durante la etapa de viremia
(Chaudhry, 2020). El virus del Zika fue aislado por primera vez en 1947 en el bosque
de Zika, en Uganda (Posen et al., 2016). En el afio 2019 en Costa Rica las regiones
Huetar Atlantica, Central Norte, Pacifico Central, Central Este, Chorotega y Central Sur

presentaron casos de ZIKV (Ministerio de Salud, 2019).

Control de vectores y haplotipos

Los enfoques tradicionales para el control de los vectores que trasmiten arbovirosis
generalmente incluyen la aplicacion de insecticidas y la reduccion de los criaderos
(Zheng et al., 2018). Actualmente, también se han considerado nuevas medidas de
control, como la técnica de insectos estériles y el reemplazo de la poblacién con
mosquitos transgénicos incompetentes para transmitir virus. El objetivo de los
programas de control de Aedes es reducir la densidad de poblaciébn de mosquitos
adultos por debajo de un umbral critico donde es poco probable que se produzca la
transmision epidémica (Hemme et al., 2010). En Costa Rica, el Ministerio de Salud
utiliza insecticidas piretroides (deltametrina y cipermetrina) y organofosforados
(temefés) en las campafas de fumigacion dirigidos a eliminar adultos y larvas
(Calderon et al., 2018).

El estudio de diferentes genes mitocondriales en poblaciones de Aedes ha ayudado a
identificar patrones de dispersion, filogenia, variantes genéticas y dinamica poblacional.
Ademas, son Utiles para resolver relaciones entre poblaciones de Aedes, conocer la
variabilidad genética y puede contribuir al disefio de estrategias de control de estos

vectores (Mousson et al., 2005; Naim et al., 2020). Los genes mas estudiados en Ae.



albopictus han sido la region control (D-loop), la Citocromo Oxidasa | (COl), la Nicotina
Adenina Deshidrogenasa Subunidad 5 (ND5) y la Nicotina Adenina Deshidrogenasa
Subunidad 4 (ND4) (Mousson et al., 2005; Heredia, 2013). El gen mitocondrial de CO1
es uno de los genes mas conservados en el genoma mitocondrial, pocas veces se
recombina, lo que refleja una evolucién lineal o clonal, ademas de que muestra una
tasa de evolucion relativamente rapida, por lo que se considera un gen ideal para
estudiar la diversidad genética y la propagacion de Aedes. En Costa Rica solamente se
ha realizado una Unica investigacion sobre la diversidad de Ae. albopictus en una
poblacion de mosquitos adultos en el distrito de La Virgen, Sarapiqui. En ese estudio se
encontré una alta diversidad de haplotipos (Futami et al., 2015). Hasta la fecha se
desconoce, si existen diferencias entre larvas de diferentes haplotipos con respecto a la
presencia de arbovirus, por lo que se considera importante investigar los haplotipos

presentes en una region.
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ARTICULO |
Evaluacion de indices de diversidad de culicidos y deteccion de los virus dengue,

chikungunyay Zika en larvas de Aedes albopictus en Costa Rica

Resumen

Las enfermedades ocasionadas por el virus de dengue (DENV), Zika virus (ZIKV) y
virus de chikungunya (CHIKV) son trasmitidas, entre otros, por Aedes albopictus en
forma horizontal a los humanos, a través de la picadura de un mosquito hembra
infectado; sin embargo, la hembra puede pasar el virus de manera vertical o
transovarica a sus descendientes, permitiendo asi a estos arbovirus persistir en
periodos interepidémicos en huevos y larvas. Datos del 2020 reportaron 9400 casos
DENV, 49 casos CHIKV y 121 casos ZIKV, mostrando que estos arbovirus representan
un problema importante para la salud publica de Costa Rica. Es por eso, que el objetivo
del presente trabajo fue determinar los indices de diversidad de culicidos y detectar la
presencia de DENV, CHIKV y ZIKV en larvas de Ae. albopictus, para determinar
dominancias de especies y evidenciar la trasmision transovarica de estos virus en
Costa Rica. Se recolectaron larvas de mosquitos en 26 localidades de 19 distritos
durante la época lluviosa de Costa Rica, los cuales se identificaron a nivel de especie
(Aedes y Culex) o género (Limatus) y se calcularon diversos indices de diversidad. Las
larvas de Ae. albopictus se sometieron a analisis molecular para detectar la presencia
de DENV, ZIKV y CHIKV. En total se recolectaron 5036 larvas de 8 especies distintas,
Aedes aegypti resultd ser la especie mas abundante (n=3188, 63%), seguida de Ae.
albopictus (n=701, 14%). Se reporta por primera vez la presencia de larvas de Ae.
albopictus (n=105) en la localidad de Punta Morales. Guacimo y La Virgen fueron los
distritos con mayor rigueza de culicidos, encontrandose un total de seis especies,
mientras que en Jaco, La Suiza y Pital Unicamente se encontré Ae. aegypti. Pavones
fue el distrito con mayor y Siquirres con menor equitatividad de diversidad y
abundancia. Los grupos de larvas de Ae. albopictus (n=23) resultaron negativos a
DENV, CHIKV y ZIKV en reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa en tiempo real. Se recomienda realizar investigaciones sistematicas para

determinar indices de diversidad tanto en estacion Illuviosa como en estacion seca, de
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diferentes localidades, asi como seguir recolectando larvas de Ae. albopictus en zonas

con brotes de arbovirosis para demostrar la transmision vertical.

Abstract

The diseases caused by the dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV) and chikungunya
virus (CHIKV) are transmitted, among others, by Aedes albopictus horizontally to
humans, through the bite of an infected female mosquito. However, the female can pass
the virus vertically or transovarial to her offspring, thus allowing these arboviruses to
persist in inter-epidemic periods in eggs and larvae. Data from 2020 reported 9400
DENV cases, 49 CHIKV cases, and 121 ZIKV cases, showing that these arboviruses
represent an important public health problem in Costa Rica. For this reason, the
objective of this investigation was to determine the diversity index of culicids and detect
the presence of DENV, CHIKV and ZIKV in Ae. albopictus larvae, to determine species
dominance and detect the presence of transovarial transmission of these viruses in
Costa Rica. Mosquito larvae were collected in 26 locations of 19 districts during the
rainy season, identified at the species (Aedes and Culex) or genus (Limatus) level, and
various diversity index were calculated. The larvae of Ae. albopictus were subjected to
molecular analysis to detect the presence of DENV, ZIKV and CHIKV. A total of 5036
larvae of 8 different species were collected, Aedes aegypti being the most abundant
species (n=3188, 63%), followed by Ae. albopictus (n=701, 14%). For the first time the
presence of Ae. albopictus (n=105) is reported in the location of Punta Morales.
Guéacimo and La Virgen were the districts with more richness of culicids, finding a total
of six species, while in Jaco, La Suiza and Pital only one species was found, Ae.
aegypti. Pavones was the district with the highest and Siquirres the district with the
lowest diversity and abundance of culidicids. The groups of larvae of Ae. albopictus
(n=23) were negative for DENV, CHIKV and ZIKV in reverse transcriptase real time
polymerase chain reaction. It is recommended to carry out systematic investigations to
determine diversity indices both, in the rainy season and in the dry season, in different
locations, as well as continuing collecting Ae. albopictus in areas with arboviral

outbreaks to demonstrate vertical transmission.



1. Introduccion

Una herramienta utilizada para expresar cuantitativamente la biodiversidad y riqueza de
especies de insectos en un area, son los indices de diversidad, que muestran la
variedad y heterogeneidad de diversas de especies en una region (Morris et al., 2014),
para establecer especies endémicas y exoticas, analizar cambios en la diversidad de
especies, y analizar las similitudes o dominancias de las especies estudiadas en un
periodo determinado, todo con la finalidad de estudiar factores como la existencia de
competencia vectorial y cambios de comportamiento segun las condiciones del lugar
(Confalonieri & Costa, 2012).

En la ultima década se ha reconocido al mosquito Aedes albopictus como vector
biol6gico competente para mas de 26 virus, entre éstos, el virus del dengue (DENV),
virus de Chikungunya (CHIKV) y el Zika virus (ZIKV) (McKenzie et al., 2019). Estos
arbovirus se trasmiten a través de la picadura del mosquito del género Aedes, el cual
se infecta cuando ingiere sangre de un huésped virémico (Sim & Hibberd, 2016). Esto
puede ocurrir en el ciclo selvatico, entre especies de Aedes y primates no humanos, o
en el ciclo urbano, entre Aedes aegypti o Ae. albopictus y humanos (Martinez &
Torrado, 2015), conociéndose este mecanismo como transmision horizontal. Sin
embargo, también se ha demostrado en forma experimental y natural la transmision
transovarica de DENV, CHIKV y ZIKV, que ocurre por infeccibn de los tejidos
germinales del insecto. La transmisién transovarica permite a estos arbovirus persistir
en periodos interepidémicos en huevos y larvas (Agarwal et al., 2014; Chompoosri et
al., 2016; Ferreira & Lima, 2018; Gutiérrez et al., 2018; Gutiérrez et al.,, 2019;
Thangamani et al., 2016).

El virus del dengue, perteneciente al género Flavivirus (Khetarpal & Khanna, 2016), con
cuatro serotipos (DENV-1 a DENV-4) antigénicamente distintos (Guo et al., 2016),
representa el arbovirus de mayor importancia a nivel mundial. Se estima que
aproximadamente dos quintas partes de la poblacion esta en riesgo de contraer una
infeccion y anualmente 500.000 personas se ven afectadas por la fase hemorragica de
la enfermedad, con tasas de mortalidad que superan el 20%. En América se ha

asociado sobre todo la presencia del DENV-2 con epidemias de dengue grave (Galan,
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2013). El DENV reemergio en 1993 en Costa Rica, después de haber estado ausente
por 38 afios (Trejos et al., 1999). Su presencia ha sido reportada desde entonces en
todas las regiones del pais, afectando principalmente el Pacifico Central, la region
Chorotega y Huetar Atlantica (Ledezma et al., 2018; Ministerio de Salud, 2020).

En diciembre de 2013 el virus chikungunya, perteneciente al género Alphavirus se
reporté por primera vez en el continente americano en la isla de San Martin, y en siete
meses se reportaron mas de 400.000 casos en 20 paises del Caribe y América Central
(DeZure & Graham, 2016; Feldstein et al., 2016), que cursaron con meningoencefalitis,
lesiones de sustancia blanca, edema cerebral, hemorragia intracraneal, sintomas
hemorragicos y miocarditis (Arredondo et al.,, 2016; Martinez & Torrado, 2015;
Roossinck, 2020). El CHIKV se reportd por primera vez en Costa Rica en 2014 y desde
entonces se han reportado casos en todas las regiones del pais, siendo la region
Central Norte la region con el mayor numero de casos (49,34%) (Ministerio de Salud,
2019; Sanchez et al., 2018).

Finalmente, en julio del 2015 el virus del Zika, perteneciente al género Flavivirus y
estrechamente relacionado con el DENV, se reporté por primera vez en América en
Brasil (Catenacci & Alcantara, 2019; Plourde & Bloch, 2016) y en cinco meses el virus
se extendié rapidamente a paises de América Central y el Caribe (Fellner, 2016). A
finales del 2016 en el continente americano se reportaron mas de 532.000 casos
sospechosos de Zika, con 175.063 casos confirmados, ocasionando el sindrome de
Guillain-Barré y microcefalia, por lo que representa sobre todo un riesgo para las
mujeres embarazadas y sus hijos (Quanquin et al., 2020). El ZIKV se reportdé por
primera vez en el 2016 en Costa Rica, y desde entonces se han detectado casos en
todas las regiones de Costa Rica.

Datos del 2020 reportaron 9400 casos DENV, 49 casos CHIKV y 121 casos ZIKV
(Ministerio de Salud, 2020), mostrando que estos arbovirus representan un problema
importante para la salud publica de Costa Rica. Con la presencia del DENV en un
grupo de machos de Ae. albopictus en el distrito de La Virgen, Sarapiqui, se establecio

trasmision transovarica; sin embargo, se desconoce cudles serotipos de DENV se



trasmiten en forma vertical, ademas, si los virus CHIKV y ZIVK se trasmiten de forma
transovarica en Costa Rica.

El objetivo del presente trabajo fue determinar indices de diversidad de culicidos y
determinar la presencia de los DENV, CHIKV y ZIKV en larvas de Ae. albopictus, para

evaluar la trasmision transovarica de estos virus.

2. Materiales y Métodos

2.1 Tipo de estudio y muestra

Se realizé un estudio de tipo transversal y descriptivo, en el cual se recolectaron larvas
de culicidos (Aedes, Culex y Limatus) durante la época lluviosa, en colaboracién con la
Direccion de Vigilancia de Vectores del Ministerio de Salud entre agosto y noviembre
de 2021. Las larvas se recolectaron en 26 localidades de 19 distritos, en donde se
muestrearon calles, aceras y playas (seleccionadas al azar), y en las que se
recolectaron todas las larvas de mosquitos encontradas en criaderos como llantas,
cubetas, chatarra, etc. Las larvas se recolectaron volcando el contenido de los
criaderos y filtrando con un colador de malla fina el agua, luego introduciendo las larvas
en un frasco plastico con agua y tapa. En los casos de criaderos de gran tamafio o
imposibles de mover se capturaron las larvas pasando el colador por la parte mas
superficial del recipiente o con ayuda de pipetas plasticas de Pasteur. Las larvas se
colocaron en recipientes con agua segun la localidad y se trasportaron vivas al

laboratorio, donde se procedio a identificarlas inmediatamente.

2.2 Identificacion de las larvas

La identificacion taxonomica de las larvas de Aedes se realizé utilizando las claves
morfolégicas descritas por Rueda (2004), y la identificacion de Culex y Limatus
utilizando las claves morfologicas descritas por Rossi & Almiron (2006). Todas se
identificaron mediante estereoscopio, y una vez identificadas, se separaron las larvas
de Ae. albopictus, las cuales se agruparon en grupos de hasta 50 larvas, y se

congelaron inmediatamente a -80°C hasta su procesamiento.



2.3 indices de diversidad

En una base de datos en Excel se incluy6 la siguiente informacién de los culicidos:
provincia, distrito, localidad, lugar y tipo de criadero en el que se encontraron, si la
localidad fue reportada como localidad con brote en el momento de la recolecta,
cantidad de larvas Ae. albopictus, Ae. aegypti, larvas de Culex corniger, Culex
coronaro, Culex interrogator, Culex nigripalpus, Culex quinquefasciatus y Limatus en
todos los estadios (L1-L4) encontradas en el lugar. Se establecio el total de larvas por

género en cada localidad.

Ademas, se establecié presencia/ausencia de culicidos a nivel de distritos y se

calcularon los siguientes indices de diversidad:

El indice de Jaccard, que mide el grado de similitud y diferencias en comparacién con
presencia y ausencia de especies encontradas (Leydesdorff, 2008), y se determina con

la siguiente formula:
lj= c/atb-c

Donde: a= numero de especies en el sitio A, b= nimero de especies en el sitio B y c=
namero de especies en comun en ambos lugares (A y B). El intervalo oscila entre 0
(cuando no hay especies compartidas en ambos lugares) y 1 (cuando los dos lugares

comparten las mismas especies).

El indice de Shannon—-Weaver, que analiza la diversidad combinando la riqueza
especifica y la equitatividad de los culicidos encontrados. Mide el grado para predecir a
gue especie pertenecera un individuo escogido de manera al azar en una coleccion,
asumiendo que todas las especies estan representadas en la muestra (Moreno, 2000).

Se calcula mediante la siguiente formula:

H= -3 (pi) (In pi)

Donde: pi= abundancia relativa de cada especie en la poblacion y In pi= logaritmo
natural de pi. Valores inferiores a 2 se consideran bajos en biodiversidad y superiores a

3 altos en biodiversidad de especies.



El indice de Margalef, que corresponde a un indicador de la riqueza especifica donde
se transforma el numero de especies por muestra a una proporcion a la cual las
especies son afiadidas por expansion de la muestra. Supone que hay una relacion

funcional entre el nimero de especies y el nimero total de individuos (Moreno, 2000).
DMg=s-1/In (n)

Donde: s = riqueza de especies y n = numero total de individuos. Valores inferiores a
dos son considerados bajos en biodiversidad y valores superiores a cinco son

indicativos de alta biodiversidad.

El indicador de Pielou para conocer si la abundancia de individuos por especies es
semejante. Mide la proporcién de diversidad observada con relacion a la maxima

diversidad esperada (Moreno, 2000).
J=H’/H’max

Donde: H = indice de Shannon-Waver y H'max = logaritmo del numero total de
especies presentes. Sus valores oscilan de 0 (representando la ausencia de
uniformidad) y 1 (donde todas las especies son igual de abundantes).

2.4 Analisis molecular

Los grupos de larvas Ae. albopictus se sometieron a extraccion de ARN mediante el kit
NORGEN Total ARN Purification, siguiendo los pasos recomendados por el fabricante.
Posterior a las extracciones, se determind la calidad y cantidad del ARN extraido
(NanoDrop One, Thermo Scientific) y se almacend a -20°C hasta su analisis mediante
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo
real (RT-gPCR) utilizando el protocolo descrito por Waggoner et al. (2016). Para DENV
se amplifico la regiéon no traducida 5 '(UTR) del gen de la cépside, para CHIKV la
proteina no estructural 2 (NSP2) y para ZIKV la proteina no estructural 4B (NS4B). Se
utilizaron los cebadores y sondas descritas en el Cuadro 1 preparando reacciones de
25 ul que incluyeron 0.5 ul del kit SuperScript Ill 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 ul de cada sonda a concentracion de 10

uM, 0.75 pl de cada iniciador a una concentracién de 10 uM, mas 5 yl de ARN y 5 pl de
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agua grado biologia molecular (Thermo Scientific). Todas las reacciones de RT-qPCR
se analizaron en el ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) Las
condiciones de ciclo del ensayo fueron las siguientes: 52°C durante 15 min; 94°C
durante 2 min; 45 ciclos a 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 20 segundos y
68°C durante 20 segundos. Todas las muestras que cruzaron el umbral (0,025) antes
del ciclo 40 se consideraron positivas. Como control positivo se utilizaron cultivos
celulares de los tres arbovirus suministrados por el Instituto Costarricense de

Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA).

Cuadro 1. Sondas y cebadores utilizados en gRT-PCR para detectar los virus dengue,

chikungunya, y Zika en larvas de Ae. albopictus de Costa Rica.

Agente | Tamafio | Sonda Cebadores
DENV1 | 114 pb Sonda A: Cebador F1:
CTCGCGCGTTTCAGCATAT CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
Cebador R1:
TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC
DENV2 85 pb Sonda B: Cebador F1:
CAGATCTCTGATGAATAACCAACG | CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
Cebador F2:
CAGATCTCTGATGAATAACCAACG
Cebador R2:
AGTTGACACGCGGTTTCTCT
Cebador R3:
AGTCGACACGCGGTTTCTCT
DENV3 114 pb Sonda C: Cebador F1:
CTCTCACGTTTCAGCATATTG CAGATCTCTGATGAACAACCAACG
Cebador F3:
CAGATTTCTGATGAACAACCAACG
DENV4 110 pb Sonda D: Cebador F4:
CTCACGCGTTTCAGCATAT GATCTCTGGAAAAATGAAC
Cebador R4:
AGAATCTCTTCACCAACC
CHIKV 96 pb Sonda E: Cebador F5
GCGGTGTACACTGCCTGTGACYGC CATCTGCACYCAAGTGTACCA
Cebador R5:




GCGCATTTTGCCTTCGTAATG

ZIKV 100 pb Sonda F: Cebador F6
CYGTTGTGGATGGAATAGTGG CAGCTGGCATCATGAAGAAYC

Cebador R6:
CACTTGTCCCATCTTCTTCTCC

Cebador R7:

CACCTGTCCCATCTTTTTCTCC

3. Resultados

Se recolectaron larvas en 26 localidades de 19 distritos de Costa Rica, donde se
encontrd un total de 5036 larvas y ocho especies distintas de culicidos (Ae. albopictus,
Ae. aegypti, Culex corniger, Culex coronator, Culex interrogator, Culex nigripalpus,
Culex guinquefasciatus y Limatus spp). La mayor cantidad de larvas correspondian a
Ae. aegypti con 3188 (63%), seguido de Aedes albopictus, que fue el segundo insecto
mas recolectado con 701 (14%) y Culex coronator con la menor cantidad de ejemplares

recolectados 14 (0,3%) larvas.

Las especies encontradas no presentaron una distribucién uniforme en los distritos
analizados. Solamente en los distritos de El Cairo y Chomes; Buenos Aires y Guapiles;
Jaco, La Suiza y Pital se encontraron las mismas especies. En el distrito de Tarcoles se
recolect6 el mayor numero de larvas (838), mientras que en Pavones el menor numero
de larvas (24) (Cuadro 2). Por otro lado, con el indice de Jaccard se midieron las
diferencias en relacion con la presencia 0 ausencia de especies encontradas entre
distritos (Cuadro 3). Guacimo y La Virgen fueron los distritos con mayor riqueza
especifica, con un total de 6 especies cada uno (Cuadro 4). El indice de Shannon-
Weaver establecio el distrito de Guacimo como el distrito que presento la diversidad
mas elevada (1,30), con respecto a la variedad de especies en el ecosistema y la
abundancia relativa. En este se encontraron seis (Ae. aegypti, Ae. albopictus, C.
corniger, C. nigripalpus, C. quinquefasciatus, Limatus spp) de las ocho especies, sin
embargo, valores inferiores a 2 se consideran bajos en biodiversidad. Mientras que
Jaco, La Suiza y Pital fueron las con mas bajas con (0), encontrandose Unicamente Ae.

aegypti (Cuadro 4).
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Mediante el indice de Margalef se determind una baja biodiversidad en todos los

distritos, Daniel Flores fue el que presenté un mayor valor (0,89). Por otro lado, los

distritos de Jacd, La Suiza y Pital fueron los distritos con menor diversidad,

encontrandose en ellos Unicamente una especie (Ae. aegypti). Pavones fue el distrito

con mayor equitatividad (0,84) y Siquirres el distrito con menor equitatividad (0,31) con

respecto a la proporcion de diversidad y abundancia determinado mediante el indice de
Pielou (Cuadro 4).

Cuadro 2. indice de riqueza de especies en los 19 distritos de Costa Rica, 2021.

Especies/ Aedes Aedes Culex Culex Culex Culex Culex Limatus Total
Distrito aegypti | albopictus | corniger coronaro interrogator nigripalpus quinquefasciatus spp.

Buenos 30 34 0 0 0 0 0 2 66
Aires

Daniel 2 28 0 0 5 5 0 50 90
Flores

San Isidro 134 15 0 0 0 0 0 0 149
Chomes 429 105 3 2 0 0 0 45 584
Tarcoles 520 203 115 0 0 0 0 0 838
Puerto 478 33 0 0 0 120 0 0 631
Viejo

La Virgen 219 85 5 0 8 17 0 158 492
El Cairo 185 12 106 12 0 0 0 72 387
Guacimo 273 106 32 0 0 19 7 79 516
Guapiles 49 74 0 0 0 0 0 8 131
Rita 98 6 0 0 0 114 0 37 255
Jaco 233 0 0 0 0 0 0 0 233
La Isabel 34 0 3 0 0 0 3 13 53
Turrialba 106 0 13 0 1 0 15 50 185
La Suiza 180 0 0 0 0 0 0 0 180
Pavones 4 0 0 0 15 5 0 0 24
Tucurrique 50 0 1 0 0 0 0 4 55
Siquirres 51 0 0 0 0 3 0 0 54
Pital 113 0 0 0 0 0 0 0 113
Total 3188 701 278 14 29 283 25 518 5036




Cuadro 3. Grado de similitud y diferencias en comparacion con presencia y ausencia
de todas las especies encontradas (indice de Jaccard) en 19 distritos de Costa Rica,
2021.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 060 | 067 | 060 | 050 | 050 | 050 | 0,60 | 0,50 1 075 [ 033 [ 040 [ 03 [033 [020 [050 [ 025 | 033
2 040 | 043 [ 033 | o060 [08 | 043 [057 [060 |08 | 020 |029 [043 [020 [ 060 | 033 [ 040 | 020
3 040 | 067 | 067 | 033 [o040 | 033 [ 067 |050 | 050 | 020 | 017 | 050 | 025 | 025 | 0,33 | 0,50
4 060 | 033 | 057 1 057 | 060 | 050 | 020 [ 050 | 0,43 | 020 | 0,14 | 060 | 0,17 | 0,20
5 050 | 050 | 060 | 050 | 050 | 040 | 033 | 040 | 033 | 033 | 020 | 050 | 0,25 | 0,33
6 050 | 033 |05 | 050 |075 | 033 |017 | 014 | 033 | 050 | 020 | 067 | 0,33
7 057 | 071 | 050 | 067 | 017 | 043 | 057 | 017 | 050 | 0,50 | 0,33 | 0,17
8 057 [ 060 [ 050 | o020 [050 | 043 [020 [014 [ 060 | 017 | 020
9 050 | 067 | 017 [ 067 [ 057 | 017 [ 029 [ 050 [ 033 | 017
10 075 [ 033 [ 040 [ 03 [033 [020 [050 [ 025 | 033
11 025 [ 033 [029 [025 [040 | 040 [ 050 [ 0,25
12 0,25 | 0,20 1 033 [ 033 [ 050 1
13 080 [ 025 [017 [ 075 [ 020 | 0,25
14 020 | 033 | 060 | 017 | 0,20
15 0,33 | 0,33 | 0,50 1
16 020 | 067 | 033
17 025 | 0,33
18 0,50

1 Buenos Aires, 2 Daniel Flores, 3 San Isidro, 4 Chomes, 5 Tarcoles, 6 Puerto Viejo, 7 La Virgen, 8 El Cairo, 9 Guacimo, 10
Guapiles, 11 Rita, 12 Jaco, 13 La Isabel, 14 Turrialba, 15 La Suiza, 16 Pavones, 17 Tucurrique, 18 Siquirres, y 19 Pital.



Cuadro 4. Rigueza especifica (S), indice de Shannon-Weaver (H), indice de Margalef

(DMg) e indice de Pielou (J) de todas las especies encontradas en los 19 distritos de
Costa Rica, 2021.

indices de Riqueza especifica (S) | Indice de Shannon-Weaver (H) | indice de Margalef (DMg) | indice de Pieluo (J)
diversidad

Buenos Aires 3 0,81 0,48 0,73
Daniel Flores 5 1,10 0,89 0,68
San Isidro 2 0,33 0,20 0,47
Chomes 5 0,78 0,63 0,46
Tarcoles 3 0,91 0,30 0,83
Puerto Viejo 3 0,68 0,31 0,62
La Virgen 6 1,26 0,81 0,70
El Cairo 5 1,24 0,67 0,77
Guécimo 6 1,30 0,80 0,73
Guapiles 3 0,86 0,41 0,78
Rita 4 1,10 0,54 0,79
Jaco 1 0,00 0,00 0,00
La Isabel 4 0,95 0,77 0,69
Turrialba 5 1,09 0,77 0,68
La Suiza 1 0,00 0,00 0,00
Pavones 3 0,92 0,63 0,84
Tucurrique 3 0,35 0,50 0,32
Siquirres 2 0,21 0,25 0,31
Pital 1 0,00 0,00 0,00

Ae. albopictus se encontré en 11 de 19 distritos y en 15 de 26 localidades. En 14 de

estas localidades (Buenos Aires, Concepcién, San Isidro de El General, Playa Azul,

Tarcoles, Naranjal 1, Naranjal 2, La Chilera, Las Palmas, El Cairo, Afriquita, La

Angelina, Los Diamantes y Rita) se habia reportado con anterioridad la presencia de

este artrépodo, mientras que es la primera vez que se reporta en la localidad de Punta

Morales, y se logré capturar un total de 105 larvas, representando la segunda localidad

con mayor numero de ejemplares de Ae. albopictus capturados, después de la

localidad de Tarcoles con 130 ejemplares (Cuadro 5). Punta Morales también fue la

Unica localidad de la que se obtuvieron larvas de Ae. albopictus durante un brote activo

de DENV, mientras que en Barrio La Margot y La Mora, no se encontré ni un ejemplar




en presencia de brotes activos de DENV y reportes previos de presencia del artropodo.
Las 11 localidades restantes (Jac6, La Mora, Barrio la Margot, La Suiza, Eslabén, La
Carmen Lira, Tucurrique, San Rafael, San Martin, La Selva y Pital) no presentaron
brotes activos de DENV, CHIKV o ZIKV y en éstas no se logré recolectar ningun
ejemplar, aunque se habia reportado con anterioridad la presencia del artropodo
(Cuadro 5).

Ninguno de los 23 grupos de larvas de Ae. albopictus que fueron analizados mediante
RT-gPCR resulto positivo para arbovirus (dengue, chikungunya y Zika) (Figura 1-3).

Cuadro 5. Cantidad de larvas Ae. albopictus encontradas y numero de grupos
analizados mediante RT-gPCR para DENV, ZIKV y CHIKV en 11 distritos de Costa
Rica.

Distrito Localidad Cantidad de larvas encontradas Grfjpos
analizados
Buenos Aires Buenos Aires 34
Daniel Flores Concepcién 28
San Isidro de El San Isidro de El
15 1
General General
Chomes 35
Chomes Punta Morales 35 3
Chomes 35
Tarcoles 50
] Playa Azul 2
Tarcoles 23
Tarcoles 50
Tarcoles Tarcoles 50 3
Tarcoles 30
Puerto Viejo Naranjal 2 30 1
Puerto Viejo Naranjal 1 3 1
La Virgen La Chilera 42 1
La Virgen Las Palmas 43 1
El Cairo El Cairo 12 1
Guacimo Afriquita 42 1
Guacimo . 50
. La Angelina 2
Guéacimo 14
Gudpiles Los Diamantes 33 3




Gudpiles 33
Gudpiles 8

Rita Rita 6 1

* Localidad con brote activo de DENV
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Figura 1. Resultados de los 23 grupos de larvas analizados por RT-gPCR para
deteccion de DENV.
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Figura 2. Resultados de los 23 grupos de larvas analizados por RT-gPCR para
deteccion de CHIKV.
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Figura 3. Resultados de los 23 grupos de larvas analizados por RT-gPCR para
deteccion de ZIKV.

4. Discusion

La deteccién de Ae. albopictus, Ae. aegypti, Culex corniger, Culex coronator, Culex
interrogator, Culex nigripalpus, Culex quinquefasciatus y Limatus spp. coincide con
reportes previos, en los que ademas se determin6 a Ae. aegypti como la especie mas
abundante (Calderdn et al., 2009, Marin et al., 2009). Sin embargo, Calderdén y colegas
(2009) determinaron a C. quinquefascitus como la segunda especie mas frecuente y
Marin y colegas (2009) a Limatus durhami, mientras que en el presente estudio se
establecio a Ae. albopictus como la segunda especie mas frecuente. Tanto Culex como
Limatus son géneros considerados de importancia para la salud publica, ya que son
culicidos hemato6fagos capaces de trasmitir el virus del Nilo Occidental, siendo C.
guinquefasciatus la principal especie de vector transmisor de ese virus (Retana et al.,
2017). La vigilancia de culicidos se ha enfocado principalmente sobre los géneros

Aedes, Anopheles y Culex, estudiandose su distribucién geogréafica y la implementacion



de actividades de control, dejando de lado a Limatus, por su menor impacto
epidemiologico en la transmisién de arbovirus (Hernandez et al., 2018).

Los indices de diversidad son Utiles para caracterizar una region, asociar la diversidad
a factores socioambientales y planificar el control de vectores (Confalonieri & Costa,
2012). El presente estudio se realizd durante la estacion lluviosa de Costa Rica y se
determind la riqueza especifica e indices de diversidad, dando como resultado distritos
con mayor 0 menor riqueza en comparacion con los otros, asi como diferencias en los
indices entre cada distrito. Sin embargo, esta riqueza especifica e indices pueden verse
afectados durante la estacion seca; tal como sucedié en una comunidad de San Joseé,
donde se vio una diferencia en las especies de culicidos encontrados en la estacion
seca donde se encontr6 Ae. aegypti y Culex. quinquefasciatus en comparacién con la
estacion lluviosa donde se encontré Ae. aegypti, Culex quinquefasciatus, Culex
restuans, Culex coronator y Limatus durhamii (Calderén et al., 2004).

La razon por la que no se pudo detectar la presencia de arbovirus en las larvas Ae.
albopictus puede deberse, por un lado, a la baja cantidad de larvas recolectadas (701
individuos, que se analizaron en 23 grupos), sumado a una recolecta no sistematicay a
gue solamente se logré recolectar larvas en solamente una localidad con brote activo
de DENV y analizar 3 grupos de 35 larvas, mientras que las demas larvas se
recolectaron en localidades con historia de brotes pasados. Asi ocurrié en Brasil, en
donde analizaron 1816 individuos (674 insectos adultos y 1142 larvas) y no lograron
demostrar la presencia de DENV en Aedes spp. (Pinheiro, 2005). Tampoco se pudo
detectar DENV y CHIKV en 442 larvas de Ae. albopictus capturadas sistematicamente
en una misma region de Brasil entre junio 2015 y abril 2016, pero se logré detectar la
presencia de ZIKV en una muestra compuesta de 33 larvas, durante un gran brote que
se present6 durante el periodo de la investigacion (Maniero et al., 2019). Para lograr la
deteccién del ZIKV los investigadores brasilefios recolectaron en forma activa y
sisteméatica los artrépodos durante 10 meses en una region, logrando detectar
Unicamente en un grupo de Ae albopictus la presencia de ZIKV, mientras que en la
presente investigacion solamente se recolectaron los artrépodos en una localidad en

una Unica fecha.



Se ha establecido que la trasmision transovérica o vertical efectiva es de un 0.6% a un

2% en experimentos, y de un 0.2% a 0.8% en forma natural, lo cual también reduce la

probabilidad de encontrar larvas infectadas con arbovirus en forma natural. Otro posible

factor puede ser atribuido al clima. Se ha reportado que la tasa de transmision

transovarica es mayor en climas éaridos (Lequime et al., 2016), clima que no se

encuentra en Costa Rica. Esto puede deberse a una adaptacion de estos arbovirus

para persistir en los climas menos favorables.

5. Conclusiones

Aedes aegypti resulto ser la especie mas abundante recolectada en la presente
investigacion, seguida de Ae. albopictus.

Guacimo y La Virgen fueron los distritos con mayor riqueza de culicidos,
encontrandose un total de seis especies, mientras que en Jaco, La Suiza y Pital
Gnicamente se encontro Ae. aegypti.

Pavones fue el distrito con mayor y Siquirres el distrito con menor equitatividad,
diversidad y abundancia de especies.

Se reporta por primera vez la presencia de larvas de Ae. albopictus (n=105) en
la localidad de Punta Morales.

Se reportaron especies de Culex y Limatus que son culicidos que podrian tener
un papel importante en salud humana y animal.

Los grupos de larvas de Ae. albopictus (n=23) resultaron negativos a DENV,
CHIKV y ZIKV en gRT-PCR.

6. Recomendaciones

Realizar estudios comparativos sobre indices de diversidad en estacion lluviosa
y seca para determinar diferencias en las poblaciones de mosquitos en ambas
estaciones.

Recolectar en localidades con brotes de dengue, chikungunya o Zika en forma
robusta y sistematica larvas de Ae. albopictus para demostrar la transmision

vertical de los arbovirus.



e Investigar en forma experimental la trasmision transovarica de los arbovirus en
Ae. albopictus, para determinar desde cual estadio larval se pueden detectar

estos virus y durante cuantas generaciones se pueden trasmitir.
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ARTICULO Il
Haplotipos de larvas Aedes albopictus en Costa Rica identificadas mediante

secuenciacion del gen citocromo oxidasa |

Resumen

Aedes albopictus se conoce como vector biolégico de mas de 26 virus, entre ellos el
virus dengue, virus chikungunya y Zika virus. Las estrategias de control de estos
vectores incluyen la aplicacion de insecticidas y la eliminacion de los criaderos, sin
embargo, estudios de vigilancia genética de las especies de Aedes brindan informacién
sobre dispersion y dinamica poblacional, lo que puede ser utilizado para disefiar
estrategias de control de estos vectores. El objetivo del presente trabajo fue investigar
la diversidad de haplotipos de Aedes albopictus en diferentes distritos de Costa Rica.
Se recolectaron y clasificaron taxonémicamente las larvas de Ae. albopictus en 19
distritos, seguidamente una larva por distrito se sometié a extraccion de ADN y analisis
molecular (reaccién en cadena de la polimerasa convencional del gen mitocondrial de
la citocromo oxidasa | y secuenciacion). Aedes albopictus se encontré en 11 de 19
distritos muestreados. Se determinaron cinco variantes genéticas, los haplotipos H3,
H6, H26, H37 y H67, la presencia de tres haplotipos (H3, H6 y H26) se reporta por
primera vez en Costa Rica. Estos haplotipos se encontraron cada uno solamente en un
distrito, mientras que los otros dos haplotipos (H37 y H67), ya reportados previamente,
se encontraron en diferentes distritos. El haplotipo mas frecuente fue el H67, que se
encontré en cinco distritos, mientras que el H37 se encontr6 en tres distritos. Los
haplotipos presentaron entre tres (n=1) y seis (n=5) sitios polimorficos, dos de los sitios
polimorficos (40 y 94) afectan la secuencia de los aminoacidos. El arbol filogenético
establecid cinco clados bien definidos. Los haplotipos encontrados, presentaron una
estrecha relacion entre si, observandose una diferencia moderada entre los haplotipos
reportados anteriormente (H67 y H37) y los nuevos haplotipos (H3 y H26), y una
diferencia significativa entre los haplotipos reportados anteriormente y el haplotipo 6.
Se recomienda realizar estudios sistematicos de haplotipos de Ae. albopictus con un
mayor numero de muestras por distrito o localidad y en diferentes estaciones climaticas
e investigar si los haplotipos mas abundantes son resistentes a insecticidas o si

presentan una transmision transovarica mas efectiva.



Abstract

Aedes albopictus is known as a biological vector for more than 26 viruses, including
dengue virus, chikungunya virus, and Zika virus. The control strategies of these vectors
include the application of insecticides and the elimination of breeding sites; however,
genetic surveillance studies of Aedes species provide information on dispersion and
population dynamics, which can be used to design control strategies for these vectors.
The objective of this investigation was to investigate the diversity of Ae. albopictus
haplotypes in different districts of Costa Rica. Larvae of Ae. albopictus were collected in
19 districts, taxonomically classified, then one larva per district underwent DNA
extraction and molecular analysis (standard polymerase chain reaction amplifying the
mitochondrial cytochrome oxidase | gene and sequencing). Aedes albopictus was found
in 11 of 19 districts sampled. Five genetic variants were determined, the H3, H6, H26,
H37 and H67 haplotypes, the presence of three haplotypes (H3, H6 and H26) is
reported for the first time in Costa Rica. Latter were found each only in one district,
while the other two haplotypes (H37 and H67), were reported previously and found in
different districts. The most frequent haplotype was H67, that was found in five districts,
whereas H37 was found in three districts. The haplotypes presented between three
(n=1) and six (n=5) polymorphic sites, two of the polymorphic sites (40 and 94) affect
the amino acid sequence. The phylogenetic tree established five well defined clades.
The haplotypes found were closely related to each other, observing a moderate
difference between the previously reported haplotypes (H67 and H37) and the new
haplotypes (H3 and H26), and a significant difference between the previously reported
haplotypes and haplotype 6. It is recommended to carry out systematic studies of Ae.
albopictus haplotypes with a higher number of samples per district or locations, and in
different climatic seasons, and to investigate whether the most abundant haplotypes are

resistant to insecticides or if they present a more effective transovarial transmission.

1. Introduccién
Existen aproximadamente 3500 especies de mosquitos que ocupan casi todos los
continentes del mundo, excepto el Antartico. Algunas de estas especies son peligrosas,
ya que son capaces de trasmitir enfermedades (Aguirre & Navarro, 2017; Alshehri &
Saeed, 2013). El mosquito Aedes albopictus pertenece a la Familia Culicidae del Orden



Diptera, y se conoce como vector bioldgico de mas de 26 virus, entre estos virus de
dengue, virus de chikungunya y Zika virus, por lo que se considera una especie de
importancia para la salud publica (McKenzie et al., 2019). Estos arbovirus
permaneceran en el mosquito y se trasmitiran a través de picaduras durante toda su
vida (Sim & Hibberd, 2016). Aproximadamente dos quintas partes de la poblacion
mundial estan en riesgo de contraer una infecciébn por dengue y se estima que
anualmente 500.000 personas se ven afectadas por la enfermedad hemorragica con
tasas de mortalidad que llegan a superar el 20% (Guo et al., 2016; Hemme et al.,
2010). El virus chikungunya también puede presentarse con sintomas hemorragicos, y
ocasionar meningoencefalitis y miocarditis (Arredondo et al., 2016; Martinez & Torrado,
2015), mientras que Zika cursa con fuertes dolores articulares, sindrome de Guillain-

Barré y anomalias congénitas como la microcefalia (Plourde & Bloch 2016).

Las estrategias tradicionales para el control de los vectores que trasmiten arbovirosis
generalmente incluyen la aplicacion de insecticidas y la eliminacion de los recipientes
con agua que son habitats favorables para que se produzca la oviposicion de los
mosquitos (Marin et al., 2014; Zheng et al., 2018). Actualmente, también se han
considerado nuevas medidas de control, como la técnica de insectos estériles y el
reemplazo de la poblacién con mosquitos transgénicos incompetentes para transmitir el
virus. El objetivo de los programas de control de Aedes es reducir la densidad de
poblacion de mosquitos adultos por debajo de un umbral critico donde es poco
probable que se produzca la transmision epidémica (Hemme et al., 2010). En Costa
Rica, el Ministerio de Salud utiliza insecticidas piretroides como deltametrina y
cipermetrina y organofosforados como temefés en las campafias de fumigacion
(Calderdn et al., 2018). Para las estrategias de control es importante un conocimiento
integral del vector, incluyendo la variacion genética de las poblaciones de artrépodos
vectores como el Ae. albopictus, y determinar su distribucion o dispersion, que ayuda a

entender las dinAmicas poblacionales.

Los estudios de variacion genética en especies de Aedes se han basado en estudiar
varias regiones del ADN mitocondrial. Los genes mas estudiados en Ae. albopictus han

sido la region control (D-loop), la Citocromo Oxidasa | (COIl), la Nicotina Adenina



Deshidrogenasa Subunidad 5 (ND5) y la Nicotina Adenina Deshidrogenasa Subunidad
4 (ND4) (Heredia, 2013; Mousson et al., 2005). El gen mitocondrial COIl es uno de los
genes mas conservados, pocas veces se recombina, lo que refleja una evolucion lineal
o clonal, ademas de que muestra una tasa de evolucion relativamente rapida, por lo
gue se considera un gen ideal para estudiar la diversidad genética y la propagacion
de Aedes (Futami et al., 2015).

Los primeros estudios genéticos de poblaciones de Ae. albopictus indicaron que las
poblaciones se agrupaban por continentes o paises, segun donde fueran recolectadas,
presentando poca variacion genética entre las poblaciones (Black et al., 1988;
Kambhampati et al., 1991; Oliveira et al., 2003). Sin embargo, estudios mas recientes
han establecido diferencias genéticas (haplotipos) en poblaciones de Ae. albopictus en
un mismo continente o pais (Gupta & Preet, 2014; Kamgang et al., 2013; Usmani et al.,
2009). Se habla de haplotipos, cuando se encuentran variaciones del ADN a lo largo de
un cromosoma, o polimorfismos, que suelen ser heredados juntos, generalmente se
trata de una combinacion de alelos o un conjunto de polimorfismos de nucleétido

sencillo (SNPs) que se encuentran en el mismo cromosoma (Rodriguez et al., 1998).

Los estudios de la genética de poblaciones y de la filogenia molecular de artropodos
vectores de enfermedades como Aedes brindan informacion sobre patrones de
dispersion y dindmica poblacional (potencial para propagar patbgenos) de una especie
(Araya et al., 2015; Gupta & Preet, 2014). Estudios realizados en Italia que
determinaron diferentes haplotipos lograron asociar estos haplotipos a zonas tropicales
0 regiones templadas/subtropicales (Shaikevich & Talbalaghi, 2013). En ese sentido
en Camerun se determind, que las poblaciones de Ae. albopictus encontradas en su
parte de su territorio estaban relacionadas a zonas tropicales externas y no a su zonas
templadas o subtropicales (Kamgang et al., 2011).

Conocer la variabilidad genética puede contribuir al disefio de estrategias de control de
estos vectores (Artigas et al., 2021; Mousson et al., 2005; Naim et al., 2020; Yang et al.,
2021). En Costa Rica solamente se ha realizado una Unica investigacion sobre la
diversidad de Ae. albopictus en una poblacién de mosquitos adultos en el distrito de La

Virgen, Sarapiqui. En ese estudio se encontré una alta diversidad, encontrandose siete



haplotipos (Futami et al., 2015). Sin embargo, se desconocen los haplotipos presentes
en otras regiones del pais. Este estudio tuvo como objetivo investigar la diversidad de
haplotipos de Aedes albopictus presentes en 19 distritos de Costa Rica, utilizando el

marcador de ADN mitocondrial Citocromo Oxidasa |.

2. Materiales y Método

2.1 Tipo de estudio y muestra

Se realizé un estudio de tipo transversal y descriptivo, en el cual se analizaron larvas
de Ae. albopictus de todos los estadios (L1-L4), las cuales fueron recolectadas en
colaboracion con la Direccion de Vigilancia de Vectores del Ministerio de Salud entre
agosto y noviembre de 2021. Las larvas se recolectaron en 26 localidades de 19
distritos, en donde se muestrearon calles, aceras y playas (seleccionadas al azar), y en
las que se recolectaron todas las larvas de mosquitos encontradas en criaderos como
llantas, cubetas, chatarra, etc. Las larvas se recolectaron volcando el contenido de los
criaderos y filtrando con un colador de malla fina el agua, luego introduciendo las larvas
en un frasco plastico con agua y tapa. En los casos de criaderos de gran tamafio o
imposibles de mover se capturaron las larvas pasando el colador por la parte mas
superficial del recipiente o con ayuda de pipetas plasticas de Pasteur. Las larvas se
colocaron en recipientes con agua segun la localidad y se trasportaron vivas al

laboratorio, donde se procedio a identificarlas inmediatamente.

2.2 Identificacion de las larvas

La identificacion taxonomica de las larvas de Ae. albopictus se realizé utilizando las
claves morfolégicas descritas por Rueda (2004), visualizando el térax y el octavo
segmento abdominal mediante estereoscopio y una vez identificadas, se seleccioné y
separé un individuo de cada distrito y se congelé a -80°C hasta ser sometidos a
extraccion de ADN.

2.3 Extraccién de ADN
Las larvas se sometieron a extraccion de ADN mediante el kit QIAamp DNA Mini Kit
siguiendo los pasos recomendados por el fabricante. Posterior a las extracciones, el

ADN extraido se midi6 con el NanoDrop One de Thermo Scientific para conocer la



calidad y cantidad de ADN, posteriormente se almacenaron a -20°C hasta su analisis

mediante la prueba molecular.

2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para determinar los haplotipos de Ae. albopictus se realiz6 un PCR convencional en el
gue se amplific6 un fragmento de 1390 pb del gen mitocondrial de la Citocromo
Oxidasa | segun el protocolo descrito por Futami et al., (2015). La mezcla de cada PCR
contenia 25 pl DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 18.5 ul de agua
grado biologia molecular (Thermo Scientific), 2 uyl de cada cebador: albo1454F (5'
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3" y albo2160R (5'
TAAACTTCTGGATGACCAAAAAATCA 3"; albo2027F (5'
CCCGTATTAGCCGGAGCTAT 3') y albo2886R (5" ATGGGGAAAGAAGGAGTTCG 3')
y 2.5 ul de ADN. Las condiciones del termociclador fueron: una desnaturalizacion inicial
de 94 °C durante 3 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30
s, 72 °C durante 1 min y luego extension final a 72 °C durante 6 min (ThermoScientific,
USA). Para confirmar la amplificacion, todas las muestras se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa con GelRed al 1%, las bandas se visualizaron con un

transiluminador ultravioleta.

2.5 Secuenciacién y analisis de haplotipos

Los productos amplificados en el PCR fueron enviados a la compafia Macrogen en
Selul, Corea del Sur, para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron editadas
con el programa BioEdit 7.2.5, se efectué un alineamiento multiple y se compararon
con las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank, donde se verifico que
correspondian a la especie Ae. albopictus con un porcentaje de similitud mayor al 99%,
mediante la utilizacion del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El programa MEGA 10.1.8 se utilizd para

determinar las secuencias de aminoacidos y hacer el arbol filogenético.

2.6 Recolecta de datos y mapa
En una base de datos se anot6 la siguiente informacién de los lugares en los que se
encontré larvas de Ae. albopictus; fecha de recolecta, provincia, canton, distrito,

localidad, coordenadas y resultado del analisis molecular para haplotipos de cada una



de las larvas Ae. albopictus. Con el uso de QGIS version 3.16.0 se realizé un mapa de
la distribucién de los haplotipos encontrados segun sus coordenadas.

3. Resultados
Ae. albopictus se encontré en 11 de 19 distritos muestreados (Cuadro 1). Del total de
las 11 larvas analizadas se determinaron cinco variantes genéticas, los haplotipos H3,
H6, H26, H37 y H67 (Cuadro 2). Tres haplotipos se encontraron cada uno solamente
en un distrito (H3 en San Isidro de El General, H6 en Daniel Flores y H26 en La
Virgen), mientras que los otros dos haplotipos (H37 y H67) se encontraron en
diferentes distritos. El haplotipo mas abundante fue el H67, que se encontr6 en cinco
distritos (Puerto Viejo, El Cairo, Guacimo, Guapiles y Rita), y H37, que se encontré en

tres distritos (Buenos Aires, Chomes y Téarcoles) (Figura 1).

Cuadro 1. Coordenadas geograficas de los 11 distritos con larvas Ae. albopictus que

se sometieron al analisis de haplotipos en Costa Rica, 2021.

L. . ) Coordenada geografica
Distrito Localidad Haplotipo . :
Longitud Latitud
Buenos Aires Buenos Aires H37 -83,20433095 9,94525923
Daniel Flores Concepcién H6 -83,683834 9,37194
san éS;:;Or‘aC:e El san éSeI:;?‘aC:e El H3 -83,708781 9,374551
Chomes Punta Morales H37 -84,945572 10,072762
Tarcoles Playa Azul H37 -84,633717 9,775853
Puerto Viejo Naranjal 2 H67 -83,986452 10,452357
La Virgen La Chilera H26 -84,61087272 10,26541003
El Cairo El Cairo H67 -83,532904 10,119598
Guacimo Afriquita H67 -83,40100308 10,12903569
Gudpiles Los Diamantes H67 -83,774632 10,211391
Rita Rita H67 -83,776214 10,265982




Cuadro 2. Haplotipos de larvas Ae. albopictus encontrados en diferentes distritos de

Costa Rica, cddigo de acceso y paises con reportes de los haplotipos del gen COI de

Ae. albopictus encontrados en Costa Rica.

Distrito Hablotino Referencia Pais Identidad Porcentaje de
plotip GenBank nucleotidica identidad (%)
Japén
Guangzhou
Xiamen 100%
. Jiangsu
San Isidro de El H3 KC690898.1 | Taiwan 1390/1390
General
Italia
Los Angeles
Hawaii
. i 100%
Daniel Flores H6 KX886307.1 | China 542/542
La Virgen H26 KC690921.1 | Singapur 1390/1390 100%
Italia
) New Jersey
Buenos Alres, H37* KC690932.1 1317/1317 100%
Chomes y Tarcoles Texas
Costa Rica
Panama
Puerto Viejo, EI
Cairo, Guacimo, H67* AB907796.1 | Costa Rica 1390/1390 100%

Guapiles y Rita

*Ya reportado en Sarapiqui en 2015.

Los haplotipos H3, H26, H37 y H67 presentaron 1 sitios polimorficos en sus

secuencias, mientras que el haplotipo H6 mostré solo 2 sitios polimérficos (Cuadro 3).

Se establecié que los sitios polimérficos en la posicién 40 y 94 afectan la secuencia de

los aminoacidos. En la posicion 40 el H6 codifica para una fenilalanina mientras que el

resto de los haplotipos codifica para una isoleucina, y en la posicion 94, el H67 codifico

para una isoleucina mientras que el resto codifica para valina (Cuadro 4).

El arbol




flogenético basado en la secuencia del gen COI | estableci6 cinco clados bien
definidos, otorgandole un clado a cada haplotipo encontrado (Figura 2).

Cuadro 3. Sitios polimorficos de los cinco haplotipos (H3, H6, H26, H37 y H67) de
larvas Ae. albopictus de Costa Rica, encontrados en las secuencias del gen COI.

Haplotipo Posicion de polimorfismo

40 94 467 954 1140 1404
H3 A G T A C G
H6 T G C - - -
H26 A G T A T A
H37 A G T G T G
H67 A A T A T G

Cuadro 4. Sitios de cambios de aminoacidos de los cinco haplotipos (H3, H6, H26, H37
y H67) de larvas Ae. albopictus de Costa Rica, encontrados en las secuencias del gen
COl.

Haplotipo Posicion de cambio en aminoacidos
40 94

H3 Isoleucina Valina

H6 Fenilalanina Valina

H26 Isoleucina Valina

H37 Isoleucina Valina

H67 Isoleucina Isoleucina
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(A) Haplotipos nuevos en Costa Rica y (o) Haplotipos con reportes previos en Costa Rica.

Figura 1. Mapa de distribucién de los haplotipos de Ae. albopictus encontrados en

Costa Rica.
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Figura 2. Arbol filogenético de los haplotipos de Ae. albopictus encontrados en Costa
Rica, basados en la secuencia del gen COIl y generado mediante el uso de MEGA
10.1.8. (o) Haplotipos con reportes previos en Costa Rica. (A) Haplotipos de nuevo

reporte en Costa Rica

4. Discusion
En el presente trabajo se encontraron por primera vez tres haplotipos de Ae. albopictus
no reportados con anterioridad en Costa Rica, cada uno de estos haplotipos fue
encontrado solamente en un distrito. Dos de estos nuevos haplotipos se encontraron en
el sur del pais, y habian sido reportados con anterioridad en Asia, Europa y América del
Norte (H6 en China y H3 en Japdn, China, Italia, Los Angeles y Hawaii), mientras que
el tercer nuevo haplotipo (H26) se encontr6 en el norte del pais, y habia sido reportado
con anterioridad en Singapur. Los dos haplotipos restantes (H37 y H67), ya se habian
reportado con anterioridad en el distrito La Virgen en Sarapiqui (Futami et al., 2015).
H37 se encontrod distribuido en la zona Pacifica y Atlantica del pais, mientras que H67
fue el que mas ampliamente se encontré distribuido, sin embargo, solamente en la
zona atlantica. Los hallazgos en el presente trabajo concuerdan con Futami y
colaboradores (2015) que también encontraron alta diversidad de haplotipos de Ae.
albopictus en Sarapiqui, 7 haplotipos en total (H17, H37, H67, H68, H69, H70 y H71).
En el presente estudio se encontré un haplotipo adicional no reportado en Sarapiqui, el

H26, que puede deberse a un cambio en la poblacion a través del tiempo. Como se



establecié en estudios realizados en Medellin, Colombia, donde determinaron en tres
barrios y dos periodos (enero-abril 2010 y octubre-diciembre 2012) diferentes
haplotipos (Cadavid et al., 2015), concluyendo que la composicion genética cambid sin
un patron predecible en un periodo no mayor de dos afios. Sin embargo, también

puede deberse al tipo de estudio, que no fuera sistematico.

En el presente trabajo también se encontré alta diversidad de haplotipos, en
concordancia con Futami y colaboradores (2015), aunque no se encontré tan alta
diversidad en un solo distrito, debido al disefio del estudio, que solamente contemplé
investigar una larva por distrito, por limitaciones econémicas. Sin embargo, con las
limitaciones del estudio se pudo detectar haplotipos no reportados antes en el pais y

distribuidas en diversas regiones.

Se recomienda realizar estudios sistematicos con multiples larvas de cada distrito en
temporada de sequia y de lluvia, para determinar los haplotipos presentes en las
diferentes estaciones, lo que ayudaria a entender la diversidad, la velocidad de
propagacion y el flujo genético de las poblaciones naturales.

5. Conclusiones

e Se encontrd un total de cinco haplotipos (H3, H6, H26, H37 y H67) en once
distritos de Costa Rica.

e Los haplotipos H3, H6 y H26 se encontraron en un solo distrito cada uno (H3 en
San lIsidro de El General, H6 en Daniel Flores y H26 en La Virgen) y no habian
sido reportados con anterioridad en el pais.

e Los restantes dos haplotipos se encontraron en diferentes distritos y habian sido
reportados con anterioridad en Sarapiqui, asi se encontré6 H67 en cinco distritos
de Costa Rica (Puerto Viejo, El Cairo, Guacimo, Guapiles y Rita) y H37 en tres
distritos de Costa Rica (Buenos Aires, Chomes y Tarcoles).

e Todos los haplotipos encontrados presentaron mas de un polimorfismo en su
secuencia, los polimorfismos en las posiciones 40 y 94 afectan la secuencia de

los aminoacidos.



6. Recomendaciones

e Realizar estudios sistematicos de haplotipos de Ae. albopictus y con un mayor
namero de muestras por distrito o localidad y en diferentes estaciones
climaticas.

e Investigar si los haplotipos mas abundantes son resistentes a insecticidas y si

presentan una transmision transovarica de arbovirus mas efectiva.
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Discusién general

En la primera parte del trabajo se logré detectar Ae. albopictus, Ae aegypti, Culex
corniger, Culex coronator, Culex interrogstor, Culex nigripalpus, Culex quiquefasciatus
y Limatus spp lo que coincide con reportes previos, en los que ademas se determiné a
Ae. aegypti como la especie mas abundante (Calderédn et al., 2009, Marin et al., 2009).
Sin embargo, Calderdén y colegas (2009) determinaron a C. quinquefascitus como la
segunda especie mas frecuente y Marin y colegas (2009) a Limatus durhami, mientras
gue en el presente estudio se establecié a Ae. albopictus como la segunda especie
mas frecuente. Tanto Culex como Limatus son géneros considerados de importancia
para la salud publica, ya que son culicidos hematéfagos capaces de trasmitir el virus
del Nilo Occidental, siendo C. quinquefasciatus la principal especie de vector
transmisor de ese virus (Retana et al., 2017). La vigilancia de culicidos se ha enfocado
principalmente sobre los géneros Aedes, Anopheles y Culex, estudidndose su
distribucién geografica y la implementacion de actividades de control, dejando de lado a
Limatus, por su menor impacto epidemiolégico en la transmisidbn de arbovirus
(Hernandez et al., 2018).

Los indices de diversidad son Utiles para caracterizar una region, asociar la diversidad
a factores socioambientales y planificar el control de vectores (Confalonieri & Costa,
2012). El presente estudio se realizdé durante la estacion lluviosa de Costa Rica y se
determind la riqueza especifica e indices de diversidad, dando como resultado distritos
con mayor 0 menor riqueza en comparacion con los otros, asi como diferencias en los
indices entre cada distrito. Sin embargo, esta riqueza especifica e indices pueden verse
afectados durante la estacion seca; tal como sucedié en una comunidad de San José,
donde se vio una diferencia en las especies de culicidos encontrados en la estacion
seca donde se encontro Ae. aegypti y Culex. quinquefasciatus en comparacion con la
estacion lluviosa donde se encontr6 Ae. aegypti, Culex quinquefasciatus, Culex

restuans, Culex coronator y Limatus durhamii (Calderoén et al., 2004).

La razon por la que no se pudo detectar la presencia de arbovirus en las larvas Ae.
albopictus puede deberse, por un lado, a la baja cantidad de larvas recolectadas (701

individuos, que se analizaron en 23 grupos), sumado a una recoleccién no sistematica



y a que solamente se logré recolectar larvas en solamente una localidad con brote
activo de DENV y analizar 3 grupos de 35 larvas, mientras que las demas larvas se
recolectaron en localidades con historia de brotes pasados. Asi ocurrié en Brasil, en
donde analizaron 1816 individuos (674 insectos adultos y 1142 larvas) y no lograron
demostrar la presencia de DENV en Aedes spp. (Pinheiro, 2005). Tampoco se pudo
detectar DENV y CHIKV en 442 larvas de Ae. albopictus capturadas sistematicamente
en una misma region de Brasil entre junio 2015 y abril 2016, pero se logré detectar la
presencia de ZIKV en una muestra compuesta de 33 larvas, durante un gran brote que
se presentd durante el periodo de la investigacién (Maniero et al., 2019). Para lograr la
deteccion del ZIKV los investigadores brasilefios recolectaron e forma activa vy
sistemética los artropodos durante 10 meses en una region, logrando detectar
Unicamente en un grupo de Ae albopictus la presencia de ZICK, mientras que en la
presente investigacion solamente se recolecto los artropodos en una localidad en una

Unica fecha.

Se ha establecido que la trasmision transovarica o vertical efectiva es de un 0.6% a un
2% en experimentos, y de un 0.2% a 0.8% en forma natural, lo cual también reduce la
probabilidad de encontrar larvas infectadas con arbovirus en forma natural. Otro posible
factor puede ser atribuido al clima. Se ha reportado que la tasa de transmision
transovarica es mayor en climas aridos (Lequime et al., 2016), clima que no se
encuentra en Costa Rica. Esto puede deberse a una adaptacién de estos arbovirus

para persistir en los climas menos favorables.

En la segunda parte del trabajo se logré encontrar tres haplotipos no reportados con
anterioridad en Costa Rica, cada haplotipo fue encontrado solamente en un distrito.
Dos de estos nuevos haplotipos se encontraron en el sur del pais, y habian sido
reportados con anterioridad en Asia, Europa y América del Norte (H6 en Chinay H3 en
Japon, China, ltalia, Los Angeles y Hawaii), mientras que el tercer nuevo haplotipo
(H26) se encontré en el norte del pais, y habia sido reportado con anterioridad en
Singapur. Los dos haplotipos restantes (H37 y H67), ya se habian reportado con
anterioridad presentes en el distrito La Virgen en Sarapiqui (Futami et al., 2015). H37

se encontro distribuido en la zona Pacifica y Atlantica del pais, mientras que H67 fue el



gue mas ampliamente se encontrd distribuido, sin embargo, solamente en la zona
atlantica. Los hallazgos en el presente trabajo concuerdan con Futami y colaboradores
(2015) que también encontraron alta diversidad de haplotipos de Ae. albopictus en
Sarapiqui, 7 haplotipos en total (H17, H37, H67, H68, H69, H70 y H71). En el presente
estudio se encontré un haplotipo adicional no reportado en Sarapiqui, el H26, que
puede deberse a un cambio en la poblacién a través del tiempo. Como se establecié en
estudios realizados en Medellin, Colombia, donde determinaron en tres barrios y dos
periodos (enero-abril 2010 y octubre-diciembre 2012) diferentes haplotipos (Cadavid et
al., 2015), concluyendo que la composicion genética cambid sin un patron predecible
en un periodo no mayor de dos afios. Sin embargo, también puede deberse al tipo de

estudio, que no fuera sistematico.

En el presente trabajo también se encontr6 alta diversidad de haplotipos, en
concordancia con Futami y colaboradores (2015), aunque no se encontrd tan alta
diversidad en un solo distrito, debido al disefio del estudio, que solamente contemplo
investigar una larva por localidad, por limitaciones econdmicas. Sin embargo, con las
limitaciones del estudio se pudo detectar haplotipos no reportados antes en el pais y
distribuidas en diversas regiones.

Los haplotipos encontrados, presentaron una estrecha relacion entre si, observandose
una diferencia moderada entre los haplotipos reportados anteriormente (H67 y H37) y
los nuevos haplotipos (H3 y H26) y una diferencia significativa entre los haplotipos
reportados anteriormente y el haplotipo 6. Los haplotipos encontrados son comunes
con haplotipos reportados en investigaciones de otros paises como Singapur, lItalia,
Estados Unidos y Panama lo que sugiere, que pueden haber sido introducidos al pais
(Futami et al., 2015; Zhong et al., 2013).

Se recomienda realizar estudios sistematicos con multiples larvas de cada distrito en
temporada de sequia y de lluvia, para determinar los haplotipos presentes en las
diferentes estaciones, lo que ayudaria a entender la diversidad, la velocidad de

propagacion y el flujo genético de las poblaciones naturales.



Conclusiones generales

Aedes aegypti resultd ser la especie mas abundante recolectada en la presente
investigacion, seguida de Ae. albopictus.

Guacimo y La Virgen fueron los distritos con mayor riqueza de culicidos,
encontrandose un total de seis especies, mientras que en Jaco, La Suiza y Pital
Unicamente se encontré Ae. aegypti.

Pavones fue el distrito con mayor y Siquirres el distrito con menor equitatividad,
diversidad y abundancia de especies.

Se reporta por primera vez la presencia de larvas de Ae. albopictus (n=105) en
la localidad de Punta Morales.

Se reportaron especies de Culex y Limatus que son culicidos que podrian tener
un papel importante en salud humana y animal.

Los grupos de larvas de Ae. albopictus (n=23) resultaron negativos a DENV,
CHIKV y ZIKV en gRT-PCR.

Se encontré un total de cinco haplotipos (H3, H6, H26, H37 y H67) en once
distritos de Costa Rica.

Los haplotipos H3, H6 y H26 se encontraron en un solo distrito cada uno (H3 en
San Isidro de El General, H6 en Daniel Flores y H26 en La Virgen) y no habian
sido reportados con anterioridad en el pais.

Los restantes dos haplotipos se encontraron en diferentes distritos y habian sido
reportados con anterioridad en Sarapiqui, asi se encontré H67 en cinco distritos
de Costa Rica (Puerto Viejo, El Cairo, Guacimo, Guépiles y Rita) y H37 en tres
distritos de Costa Rica (Buenos Aires, Chomes y Tarcoles).

Todos los haplotipos encontrados presentaron mas de un polimorfismo en su
secuencia, los polimorfismos en las posiciones 40 y 94 afectan la secuencia de

los aminoécidos.

Recomendaciones generales

Realizar estudios comparativos sobre indices de diversidad en estacion lluviosa
y seca para determinar diferencias en las poblaciones de mosquitos en ambas

estaciones.

~ A4~



Recolectar en localidades con brotes de dengue, chikungunya o Zika en forma
robusta y sistematica larvas de Ae. albopictus para demostrar la transmision
vertical de los arbovirus.

Investigar en forma experimental la trasmision transovarica de los arbovirus en
Ae. albopictus, para determinar desde cual estadio larval se pueden detectar
estos virus y durante cuantas generaciones se pueden trasmitir.

Realizar estudios sistematicos de haplotipos de Ae. albopictus y con un mayor
namero de muestras por distrito o localidad y en diferentes estaciones
climéticas.

Investigar si los haplotipos mas abundantes son resistentes a insecticidas y si

presentan una transmision transovarica de arbovirus mas efectiva.



