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RESUMEN

Introduccion: El dengue es una enfermedad de etiologia viral clasificada como una
patologia de caracter emergente y remergente, provocada por el virus del dengue (DENV),
un Flavivirus perteneciente a la familia Faviviridae, transmitido por via horizontal al humano
mediante la picadura de hembras hematofagas del género Aedes, principalmente la especie
Aedes aegypti. Asi mismo, se ha documentado que la infeccion DENV podria transmitirse
entre humanos y ocasionar problemas de salud en neonatos (transmision transplacentaria)
independientemente del contacto mosquito-persona, sin embargo, este tipo de infecciones es
poco frecuente. En cuanto a la transmision viral entre mosquitos, se han determinado tres
vias: sexual, transovarica y por coprofagia (excrecion viral larva-larva), y han sido
hipotéticamente relacionadas con el mantenimiento del virus en la naturaleza en bajos
periodos de viremias en humanos. En cuanto a este Ultimo tipo de transmision horizontal
(larva-larva), se desconoce su implicacion como un mecanismo epidemioldgico natural y sus
consecuencias en salud publica ain no se han dilucidado. Por tal motivo, y en referencia a
que la Unica manera de bajar la incidencia de los casos de dengue en la poblaciéon mundial
es controlando las poblaciones de mosquitos vectores y el contacto con los mismo, es de
suma importancia evidenciar y establecer con claridad cuéles son los elementos
determinantes que engloban la transmision del dengue para instaurar mejoras en las medidas
de prevencion, control y vigilancia de esta etiologia.

Objetivo: Evaluar la capacidad vectorial de Aedes aegypti mediante el mecanismo de
infeccion horizontal del virus del dengue larva-larva.

Hipotesis: Los mosquitos infectados con el virus del dengue por la via horizontal larva-

larva, tienen la capacidad de transmitir el virus de forma horizontal al hospedero.



Materiales y métodos: Se replico el virus en células C6/36, titulacién del virus con el
sobrenadante mediante ensayos de placas, exposicion de las heces con particulas virales del
dengue para la infeccién del vector en sus distintas fases (larva, pupa, moquito adulto),
completando el ciclo de transmision a través de ratas Balb/C y la confirmacién de la
infeccion por RT-qPCR.

Resultados: Los mosquitos inmaduros al ser expuestos con excretas contaminadas con el
virus del dengue al término de su metamorfosis y al convertirse a imagos emergen como
potencialmente infecciosos. La dosis de inmunosupresion adecuada para los ratones Balb/C
es de 2 mg por cada 20 g de peso, la infeccién de imagos hembras por medio de sangre
desfibrinada y virus es adecuada para la transmision del virus a un modelo murino, la
inoculacion directa de DENV a ratones Balb/C inmunosuprimidos hace que se infecten.
Conclusién: Los mosquitos Aedes aegypti en estadios inmaduros que son expuestos a
excretas de larvas infectadas con el DENV al culminar su desarrollo bioldgico y llegar a su
fase de imago son potencialmente infectivos y el ambiente acuatico en el que se desarrollaron

es un reservorio para el virus del dengue.

Palabras clave: Dengue, Aedes aegypti, vector, larva, pupa, moquito adulto, virus,

inmunofluorescencia indirecta, RTg-PCR.



ABSTRACT

Introduction: Dengue is a disease of viral etiology classified as an emerging and re-
emerging pathology, caused by the dengue virus (DENV), a Flavivirus belonging to the
Faviviridae family that is transmitted horizontally to humans through the bite of females.
bloodsuckers of the genus Aedes, mainly the species Ae. aegypti. Likewise, it has been
documented that the DENV infection could be transmitted between humans and cause health
problems in neonates (transplacental transmission) regardless of mosquito-person contact;
however, this type of infection is rare. Regarding viral transmission between mosquitoes,
three have been determined: sexual, transovarian and larva-larva viral excretion, and have
been hypothetically related to the maintenance of the virus in nature in low periods of
viraemia in humans. Regarding this last type of horizontal transition (larva-larva), its
implication as a natural epidemiological model is unknown and its consequences for public
health have not yet been elucidated. For this reason, and in reference to the fact that the only
way to lower the incidence of dengue cases in the world population is by controlling the
populations of vector mosquitoes and contact with them, it is extremely important to
demonstrate and clearly establish which are the determinant elements that encompass the
transmission of dengue to establish improvements in the measures of prevention, control and

surveillance of this etiology.

Objective: To evaluate the vector capacity of Aedes aegypti through the horizontal infection

mechanism of the larva-larva dengue virus.

Hypothesis: Mosquitoes infected with the dengue virus through the horizontal larva-larva

route have the capacity to transmit the virus horizontally to the host.

Materials and methods: The virus replicated in C6/36 cells, titration of the virus with the

supernatant using plaque assays, exposure of feces with dengue viral particles for infection

Vv



of the vector in its different phases (larva, pupa, adult mosquito), completing the

transmission cycle through Balb/C rats and confirmation of infection by RTg-PCR.

Results: Immature mosquitoes were exposed to excreta contaminated with the dengue virus
at the end of their metamorphosis and became emerging imagos as potentially infectious.
The appropriate immunosuppression dose for Balb/C mice is 2 mg per 20 g of weight,
infection of female imagos through defibrinated blood and virus is suitable for transmission
of the virus to a murine model, direct inoculation of DENV causes immunosuppressed

Balb/C mice to become infected.

Conclusion: Aedes aegypti mosquitoes in immature stages that are exposed to excreta from
larvae infected with dengue virus at the end of their biological development and reach their
imago phase are potentially infective and the aquatic environment in which they developed

is a reservoir for the dengue virus.

Keywords: Dengue, Aedes aegypti, vector, larvae, pupae, adult mosquito, virus, indirect

immunofluorescence, RTg-PCR.
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| INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad transmitida a los humanos por la picadura de mosquitos (en
mayor medida Aedes aegypti y en menor medida Ae. albopictus) infectados con cualquiera
de los cinco serotipos del virus del dengue (DENV-1, DENV-2, DENV3, DENV4y DENV-
5); y se presenta en todas las regiones tropicales y subtropicales del planeta. En los Gltimos
afios ha aumentado el nimero de casos de dengue y se ha catalogado como una enfermedad
emergente y reemergente, considerandose un problema de salud puablica tanto a nivel
nacional como mundial (Mata et al., 2020).

Se ha referenciado que la configuracion epidemioldgica de dengue podria estar relacionada
al incremento de la poblacion y las actividades antropogénicas como el cambio de uso de
suelo para la construcciones de viviendas, propiciando el aumento de los criaderos de los
mosquitos vectores y por lo tanto el contacto con los mismos, asi mismo, este tipo de
actividades aumenta el riesgo de distribucion geografica de los vectores y por ende de los
serotipos virales, que en ocasiones pueden ser mas virulentos por el marco evolutivo y causar
infecciones graves que comprometan la vida de una poblacién en particular (Pefia Ledn
etal., 2021).

En cuanto a la epidemiologia del dengue, se estiman alrededor de 5,2 millones de casos a
nivel mundial en el 2019 y se considera que para las Américas ha sido el afio de mayor
registro de positividad., Respecto a México los casos confirmados por esta patologia viral
presentd un incremento del 226% en el nimero de casos con respecto al afio 2018, siendo
los estados del sur los una mayor prevalencia en la distribucién de la enfermedad; por su
parte, el estado de Sinaloa tambien presenta la transmision de la enfermedad con aparente
estacionalidad (Arredondo-Garcia et al., 2020).

El vector Aedes cuenta con un ciclo de vida holometadbolo que comprende dos fases

claramente clasificadas en acuaticas (huevo, larvay pupa) y terrestre o aérea (adulta/imago)



(Aldama, 2001) esta Gltima etapa es la que representa importancia en la transmision de la
enfermedad entre humanos-mosquitos debido a que el contacto mosquito-humano entra en
una fase infectiva cominmente marcada por la ingesta de sangre y alta tasa de picadura
(Guerrero et al., 2020). Este ciclo de transmision del virus del dengue que se encuentra

mediado por el vector y el hospedero, se le ha denominado transmisién horizontal.

Aunado a lo anterior, hay otra forma de transmision en la cual estan implicados los humanos
denominada transmision vertical, la cual se puede llevar a cabo cuando una mujer
embarazada adquiere la infeccion y se la transmite al feto, propiciando abortos espontaneos,
bajo peso del producto bioldgico, complicaciones oftalmoldgicas y muerte, durante su

desarrollo o el nacimiento (Evans-Gilbert, 2020).

En los mosquitos la transmision vertical del DENV se lleva a cabo principalmente en el
género Aedes y es denominada transovarica. Esto ocurre de forma natural por medio de la
transmision horizontal (mosquito-mosquito) tipo sexual, haciendo posible que las distintas
generaciones se desarrollen con la infeccion desde el inicio de su ciclo bioldgico, este tipo
de transmision es de vital importancia ya que el virus del dengue puede mantener su

replicacion hasta la etapa adulta de los mosquitos hembra (Heath et al., 2020).

Recientemente se ha encontrado una nueva transmision del virus por coprofagia (Hamel
et al., 2024; Torres-Montoya et al., 2022), la cual es de tipo horizontal ya que se lleva a cabo
por la ingesta de heces infectadas con particulas virales infecciosas, se sabe que este nuevo
mecanismo de infeccion podria contribuir de manera positiva el ciclo de transmisién de la
enfermedad, sin embargo, aun no se ha dilucidado si por esta via el mosquito transmisor del
DENV podria transmitir el virus por via horizontal clésica, por tal motivo es importante
dilucidar este mecanismo Yy establecer este ciclo infectivo ya que contribuiria a establecer

medidas de prevencion y control vectorial de una manera mas efectiva y por ende bajar los



casos de dengue en la poblacion humana. En este contexto, se ha planteado como objetivo
determinar la transmision del DENV en vertebrados tomando como infeccion primaria la

transmision entre larvas por medio del mecanismo coprofagico previamente establecido.



Il ANTECEDENTES
2.1 Enfermedad de Dengue

El dengue es una enfermedad infecciosa sistémica de etiologia viral, transmitida por un virus
de la familia Flaviviridae, el cual es transmitido al ser humano por la picadura de los
mosquitos Aedes aegypti y Ae. albopictus en menor medida, siendo la virosis humana méas

importante transmitida por artrépodos (Mata et al., 2020; Rivera & Rodriguez, 2010).

2.1.1 Clasificacion del Dengue

2.1.1.1 Dengue no grave

La enfermedad puede cursar de manera asintomatica o con sintomas leves, sin embargo, en
algunas ocasiones pueden presentarse como una enfermedad grave, en lactantes, nifios y
adultos mayores, los sintomas pueden presentarse con un promedio de 4 a 10 dias después
de la picadura del mosquito los cuales representan el periodo de incubacién del virus, pueden
durar entre 2 a 7 dias (A. H. Rivera & Rodriguez, 2010). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) clasifica a la enfermedad en dos categorias principales: dengue (con y sin

sintomas de gravedad) y dengue grave (Gutiérrez, 2022).

2.1.1.2 Dengue sin signos de alarma

Se puede considerar como dengue sin signos de alarma a aquella enfermedad en la cual se
presenta fiebre de 40 °C con 2 a 7 dias de evolucion acompafiada de al menos dos de los
siguientes sintomas: nauseas, vomitos, cefalea, dolor retroorbitario, exantema, mialgia,
artralgia, petequias o prueba del torniquete positiva y leucopenia (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2022; Tercero & Fernandez, 2019).



2.1.1.3 Dengue con signos de alarma

Se clasifica en dengue grave cuando todo caso de dengue cerca a la caida de la fiebre presente
uno o mas de los siguientes sintomas: dolor abdominal intenso, dolor a la palpacion del
abdomen, vomito persistente, acumulacion de liquido (en cavidad abdominal, pulmones y
corazon), hepatomegalia, sangrado de mucosas, aumento del hematocrito, irritabilidad y

lipotimia (Tercero & Fernandez, 2019).

2.1.1.4 Dengue grave

Se clasifica como dengue grave a aquella enfermedad que presenta uno o mas de las
siguientes manifestaciones clinicas: dafio de oOrganos (dafio hepatico, corazén u otros
Organos), sangrado grave (melena, hematemesis, metrorragia, sangrado del sistema nervioso
central), dificultad para respirar y choque respiratorio (Chanthick et al., 2018; Malavige &

Ogg, 2017; Tercero & Fernandez, 2019).

2.2 Epidemiologia

En las dltimas décadas ha aumentado la incidencia del dengue a nivel mundial, segin
estimaciones basadas en modelos se generan aproximadamente 390 millones de nuevos
casos anuales, segun la OMS el nimero de notificados en la Gltima década se ha multiplicado
por ocho desde 505,430 casos en el afio 2000 a més de 2,4 millones en el 2010 y 5,2 millones
en el afios 2019, ademas las muertes notificadas entre los afios 2000 y 2015 pasaron de 960

a 4032 (OMS, 2022).

En las Américas, en el afio 2019, entre la semana epidemioldgica 1 y 40 se notificaron un

total de 2,499,034 numero de casos, con una incidencia de 251.97 por cada 100,000



habitantes; este afio ha sido el de mayor nimero de casos registrados, con pico maximo en
la semana 14, desde el afio 1980, ademas la tasa de crecimiento de la curva entre la semana
1y lal7 fue del 383% y los paises con el mayor nimero de casos reportados hasta la semana
40 son: Brasil, Nicaragua, Pert, Colombia y México (Gutiérrez, 2022). Para el afio 2022 se
notificaron un total de 2,812,204 casos de dengue, con una incidencia acumulada de 283.47
casos por 100.000 habitantes, en este afio el punto méximo de infeccion se registrd en la
semana 18, teniendo una tasa de crecimiento del 482% entre la semana 1 hasta la 18, los
mismos paises del afio 2019 con el mayor nimero de casos reportados (Brasil, Nicaragua,

Perl, Colombia y México) fueron para el afio 2022 (PAHO, 2023).

En México se ha observado brotes desde el 2010; los brotes corresponden a los afios 2007,
2009, 2012, 2013 y 2019 con 41,505 casos, cerrando con un crecimiento del 226% en
comparacidn con el afio 2018, siendo los estados con mayor prevalencia Jalisco, Veracruz,

Chiapas, Quintana Roo y Oaxaca (Arredondo-Garcia et al., 2020).

En Sinaloa segln la Direccion General de Epidemiologia (DGE) del afio 2016 al 2018 se
notificaron 8,317 y 789 casos probables y confirmados (Torres-Avendaiio et al., 2021). El
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) para el estado, en el afio 2022 se
reportaron 2,953 casos confirmados, sin embargo, para el afio 2023 bajaron los casos
reportados con un total de 1,778, por su parte para la semana epidemiolégica 22 para el

estado se reportaron 787 con una tasa 24.199 por cada 100,000 habitantes.

2.3 Diagnostico

El diagnostico eficaz y preciso del DENV es de vital importancia para la atencion oportuna
del paciente, deteccion temprana de los casos mas graves, teniendo como el diagnostico

diferencial con otras enfermedades infecciosas, el control y vigilancia de brotes, asi como el



desarrollo de investigacion académica, el desarrollo de vacunas y ensayos clinicos (Hoyos,

2022).

La eleccion del método de diagndstico dependera de la finalidad para la cual se realiza la
prueba, entre los métodos existentes para la confirmacion de la infeccion del virus del dengue
se encuentran la deteccion del virus, el &cido nucleico del virus, anticuerpos u antigenos. Es
importante conocer la fecha del inicio de los sintomas para asociarlo a la prueba de
diagndstico necesaria ya que el tiempo de la enfermedad esta asociada directamente a la
carga viral (presente del dia 1 al 7 del inicio de los sintomas) y al titulo de anticuerpos (de
los dias 5 al 10 para IgM y después de la primera semana va aumentando de forma gradual
IgG siendo detectable en el suero hasta varios meses después de la infeccion) (Hoyos, 2022;

Sati, 2021).

2.3.1 Métodos de deteccion directa del virus

El virus puede detectarse en sangre durante los primeros dias de la infeccién, entre los
métodos se encuentran la reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a una reaccion de
retrotranscripcion (RT-PCR), ademas de pruebas dirigidas a detectar la presencia de una de

las proteinas presentes en el virus, la proteina NS1 (Hoyos, 2022).

2.3.2 Métodos de deteccidn indirecta (serolégicos).

Entre los métodos seroldgicos se encuentran la inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), la
cual puede confirmar una enfermedad reciente o antigua mediante la deteccion de
inmunoglobulinas contra el DENV. Los anticuerpos de IgM se pueden detectar una semana
después del inicio de las manifestaciones clinicas, pero desaparece alrededor de dos meses
de presentarse la infeccién por lo que la presencia de esta inmunoglobulina indica una
infeccion reciente del dengue. Por otra parte, ELISA también puede detectar 1gG pero este
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anticuerpo tarda mas tiempo en aparecer y permanece afios en el organismo, lo que resulta

que la presencia de esta indicaria una infeccion antigua (Hoyos, 2022).

2.4 Tratamiento

No se cuenta con un tratamiento especifico antiviral para el dengue. Se ha demostrado que
el interferdn alfa si es suministrado durante el comienzo de la enfermedad es capaz de evitar
la evolucidn de la infeccion hacia dengue grave, evitando sus complicaciones (Mata et al.,

2020).

En el manejo de la enfermedad solo se receta paracetamol al paciente para tratar los sintomas
ademas de evitar la ingesta de AINE (medicamentos antiinflamatorios no esteroideos) por
ejemplo, ibuprofeno y aspirina, ya que estos medicamentos son anticoagulantes llevando a
empeorar el prondstico de la enfermedad hemorragica. Se recomienda a los pacientes
guardar reposo y mantenerse hidratados, ademas de estar en vigilancia médica cuando se

clasifica en dengue con signos de alarma y dengue grave (Tercero & Fernandez, 2019).

2.5 Agente etioldgico

El virus del dengue (DENV) es un arbovirus (abreviacion en inglés “arthropod-born” que se
traduce como transmitida por artrépodos) y pertenece al género Flavivirus, la particula del
DENV es esférica con un didmetro aproximado de 40 a 50 nm que contiene multiples copias
de las tres proteinas estructurales, la membrana que es derivada del huésped y una copia de

RNA de cadena sencilla y sentido positivo (Li & Kang, 2022).

El genoma del virus se encuentra constituido por alrededor de 11 kb que contiene un marco
de lectura abierto, codifica para tres proteinas estructurales la proteina de la capside (C),

proteina de membrana (M) y proteina de la cubierta (E) y siete proteinas no estructurales



(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) implicadas en la replicacion, el ensamblaje
del viriéon asi como también en la evasion de la respuesta inmunitaria a través de las
interacciones proteina-proteina y reacciones enzimaticas (Li & Kang, 2022; Songprakhon

et al., 2020).

El virus del dengue se clasifica en 5 serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 y
DENV-5) bien identificados, los cuales pueden presentar variantes antigénicas y serologicas
diferentes, ademas de presentar variantes genéticas (genotipos y tototipos) dentro de un
mismo serotipo lo que conlleva a relacionar estas diferentes variantes con la virulencia y
procedencia geografica de la cepa, donde la primoinfeccion proporciona inmunidad parcial
y temporal para el resto de los serotipo e inmunidad vitalicia para el serotipo en cuestion

(Contreras et al., 2021; Tercero & Fernandez, 2019).
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Figura 1. Estructura del virus del dengue. llustracién tomada de articulo: deteccion del dengue:
avances en herramientas de diagnéstico desde la tecnologia convencional hasta el punto de

atencion (Kabir et al., 2021).



2.7 Hospedero

Los humanos son el principal hospedero; el virus que se encuentra circulando en el torrente
sanguineo de las personas virémicas son ingeridos por mosquitas hembras durante su
alimentacion, el virus infecta el intestino medio de los Aedes y posteriormente se distribuye
en su sistema durante un periodo de 8 a 12 dias, se disemina a través de la lamina basal a las
glandulas salivales por medio de la circulacion, donde se replica en estas células, tras volver
a alimentarse la mosquita hembra regurgita saliva hacia la sangre del hospedero para que el
virus vuelva a replicarse en células del sistema fagocitico mononuclear, células de la medula

Osea, higado, tejido linfoide, bazo e histiocitos de la piel (A. H. Rivera & Rodriguez, 2010).

2.6 Vector

El principal vector es el mosquito Aedes aegypti, el cual es una especie cosmotropical que
se presenta en todo el mundo dentro de las isotermas de 20 °C, es originario del continente
africano, se conocen tres variantes principales Ae. aegypti var. Tipo, Ae. aegypti ssp.
formosus y Ae. aegypti var queenslandensis (Garcia, 2018). La variante tipo A es la mas
distribuida en el mundo, tiene una preferencia doméstica en su ciclo de vida, se encuentra en
tropicos y subtrdpicos a una altura de 1760 metros sobre el nivel del mar, sin embargo se ha
demostrado su presencia en alturas de mas de 2000 metros sobre el nivel del mar en

Colombia y la ciudad de Puebla en México (Dehesa-L6pez & Gutiérrez-Alatorre, 2019).

Aedes presenta dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida: la fase acuatica o inmadura
que a su vez se divide en tres estadios (huevo, larval y pupal) y la fase adulta o aérea
correspondiente al mosquito maduro o imago (Aldama, 2001; A. H. Rivera & Rodriguez,

2010).
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Los mosquitos hembra
ponen huevos en
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Figura 2. Etapas de la vida de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus.

llustracion tomada del Centro para Control de Enfermedades (CDC, 2022).

2.6.1 Huevo

Miden aproximadamente 1 mm de longitud, son ovalados de color blanco hasta pasar a negro
cuando se desarrolla el embrion, son depositados por encima del nivel del agua en las paredes
de los recipientes, si el ambiente es himedo y calido favorece su fecundacién a las 48 h pero
puede prolongarse hasta 5 dias después si las temperaturas bajan, ademas pueden durar hasta
un afio en periodos de desecacion, otros por su parte pueden eclosionar en los primeros 15
minutos después de su postura al ser mojados (Aldama, 2001; A. H. Rivera & Rodriguez,

2010).

2.6.2 Larva

La larva es exclusivamente acuatica y tiene dos fases: la de alimentacion y de crecimiento.
Las larvas de Aedes se pueden distinguir a simple vista de otras especies ya que se mantienen

de manera casi vertical en la superficie del agua y nadan con movimientos serpentinos y
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fotofobia, posee dos espinas laterales del térax y una hilera de siete a doce escamas del peine
y en el octavo segmento abdominal; el periodo de la fase larval a pupa depende de la
temperatura, disponibilidad de alimento y el numero de larvas en el recipiente pero en
condiciones Optimas es en promedio de cinco dias pero cominmente la fase completa dura

alrededor de siete a catorce dias (Aldama, 2001; A. H. Rivera & Rodriguez, 2010).

2.6.3 Pupa

En esta fase la pupa no se alimenta y también es acuética, de esta emerge el adulto con un
promedio de dos a tres dias en su metamorfosis; en la base del abdomen tiene dos aletas que
le sirven para nadar, una trompeta corta respiratoria, tiene la propiedad de flotar y poder
mantenerse en la superficie lo que le facilita la salida del mosquito adulto (Aldama, 2001,

A. H. Rivera & Rodriguez, 2010).

2.6.4 Adulto

Es un mosquito de color negro con bandas blancas en las patas y una figura blanca-plateada
en forma de lira en la seccion del térax (mesonoto), las hembras se distingue por mantener
una posicion mas horizontal en su reposo y tener palpos méas cortos, esta es la fase

reproductora (Aldama, 2001; A. H. Rivera & Rodriguez, 2010).

2.8 Métodos de control vectorial

Debido a la ausencia de tratamientos y vacunas para curar o prevenir la enfermedad del
dengue se ha optado como mediadas mas eficiente, el control del vector, principalmente con

el manejo de sus fases inmaduras, de criaderos y la aplicacién de larvicidas; asi como el
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manejo y control de su fase adulta con la implementacién de la fumigacion a gran escala con
insecticidas (Barrera, 2015).

En México, con el proposito de combatir el dengue se han empleado diversas acciones
llevadas a cabo por la Secretaria de Salud, como lo son la eliminacién de criaderos con
campafas que alientan a la poblacién con esta labor, al eliminar, tirar, lavar y vaciar todo
tipo de objetos en los que se pueda acumular agua; estas camparfias estdn enfocadas a la
sensibilizacion de la poblacion para reducir el nimero de depdsitos de agua que fungen como
criaderos de los mosquitos. También se ha centrado en el monitoreo de la resistencia a los
insecticidas recomendados para el control de los vectores (Secretaria de Salud, 2022)

Por otra parte, como un método emergente, se ha optado por la inoculacién de Ae. aegypti
con bacterias intracelulares obligadas bloqueadoras del virus, denominadas Wolbachia
pipientis haciendo posible que los mosquitos infectados con esta cepa al ser liberados
copulen con los mosquitos silvestres desplazando a aquellos que no han sido infectados,
visualizandose como resultado el apareamiento en aquellos en los que la progenie esta
infectada con Wolbachia pipientis (Guo etal., 2022; Utarini etal., 2021; Walker et al.,

2011).

2.9 Tipos de transmision del virus del dengue

2.9.1 Entre humanos (transmisién horizontal y vertical)

El ciclo bioldgico de la enfermedad del dengue ésta mediada por el mosquito vector que
transmite el virus a través de la picadura a los humanos y en estos a su vez el virus tiene la
propiedad de poder ser transmitido al feto en el caso de mujeres embarazadas al momento
de adquirir la infeccion.

Se ha evidenciado la presencia del virus en recién nacidos presentando hemorragias

retinianas y preretinianas, opacidad vitrea y manchas algodonosas de un recién nacido,
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demostrando transmision vertical al presentar serologias positivas en ELISA para la proteina
estructural 1, tanto la madre con el hijo (Siqueira et al., 2022).

La infeccién por DENV en mujeres embarazadas puede estar asociada con resultados
adversos como mortalidad materna, neonatal y fetal, ademas de incrementar los partos por
cesarea y mayor sangrado posparto, aunado a esto pueden ocurrir complicaciones como parto
prematuro y bajo peso al nacer; por lo tanto, las mujeres embarazadas deben ser consideradas
como poblacion de riesgo en el manejo de los programas contra el dengue (Rathore et al.,
2022; Watanabe et al., 2022). De igual manera existe otro tipo de mecanismo por el cual un
neonato puede adquirir la enfermedad, la cual consiste en adquirir las particulas infecciosas
al momento del amamantamiento, ya que una vez infectada la madre que se encuentra en
lactancia, el virus puede viajar por todo su organismo y llegar a las glandulas mamarias,
saliendo por los conductos galactéforos, infectando al neonato al momento de la
alimentacion con la leche materna (Desgraupes et al., 2021).

Existen mas mecanismos de transmision en los cuales no esta involucrado el vector
directamente, se han informado numerosos casos de infecciones por arbovirus como Zika,
Chikunguiia, virus de la fiebre amarilla y entre ellos el virus del dengue al momento de
recibir transfusiones sanguineas, desde el afio 2002 (Giménez-Richarte et al., 2022).

Del mismo modo existe la posibilidad de adquirir el virus del dengue al recibir un trasplante
de drganos, provocando complicaciones 0 muerte del paciente por la arbovirosis adquirida
y no por las consecuencias propias del trasplante, en Francia se toman en cuenta diversos
arbovirus de importancia medica al momento de ser donador de 6rganos y células madre
hematopoyéticas, entre los cuales son virus del rio Ross, virus Chikungunya, virus Zika,
virus de la fiebre amarilla, virus del Nilo occidental, virus Usutu, virus de la encefalitis de

San Luis, virus de la encefalitis japonesa y virus del dengue (Pozzetto et al., 2023).
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2.9.2 Mosquitos (Transmisién sexual, transovarica y por coprofagia)

Aparte de la transmision bien conocida mosquito-humano-mosquito, llamada horizontal
existe, otro mecanismo denominado vertical, en el cual estdn implicados solo los mosquitos
y depende de los serotipos de DENV, de la cepa y de la especie del mosquito, este tipo de
transmision tiene importancia para la permanencia del virus cuando las condiciones
ambientales y climatoldgicas no son las adecuadas y la reproduccion del vector ademas del
resurgimiento dentro de una region (Heath et al., 2020); por ejemplo, se ha demostrado que
los cuatro serotipos del virus del dengue en las especies de Ae. albopictus y Ae. aegypti se
transmiten de manera sexual a sus descendientes (transmision transovarica) (Rua-Uribe
et al., 2020). Una vez que un mosquito macho infectado cépula con un mosquito hembra, el
virus se transmite a ésta y durante el desarrollo del foliculo o la ovoposicién, los huevos
adquieren dicho virus manteniéndose en latencia durante todas las fases de su desarrollo
bioldgico hasta la etapa de imago (Heath et al., 2020; Im et al., 2022).

Por lo general la transmision por esta via es de tan solo el 1%, sin embargo, diversos estudios
han concluido que el virus no pudiera mantenerse en la naturaleza sin la transmisién vertical
ya que este fendmeno permite al virus del dengue persistir durante periodos adversos
permitiendo que el virus se replique hasta que el mosquito cumple su ciclo bioldgico y la
mosquito hembra adulta emerge infectada (Im et al., 2022; Kirstein et al., 2022).
Recientemente se ha demostrado que los mosquitos Aedes pueden adquirir la infeccion del
virus del Zika al desarrollarse en ambientes contaminados con bajas concentraciones de
particulas virales provocando que imagos hembras puedan transmitir la infeccion a ratones
AG6 (Du etal., 2019), por su parte, Torres-Montoya y colaboradores en el afio 2022,
demostraron la transmision horizontal entre las larvas de la especie Aedes aegypti por medio
de coprofagia ya que al ser infectadas con el virus del dengue tipo cuatro al analizar las heces

se encontraron particulas virales infectivas y al ser ingeridas por larvas sanas se podia
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replicar el virus en ellas (Torres-Montoya et al., 2022), por otro lado, se ha utilizado a Culex
para la demostracion de la infectividad de particulas del virus del Nilo Occidental presentes
en excrementos de imagos, concluyendo que eran infectivas y que tanto larvas como pupas

eran susceptibles a estas (Hamel et al., 2024).
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111 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es una enfermedad de etiologia viral causada por arbovirus transmitidos por la
picadura de mosquitos del género Aedes, siendo la virosis humana con mayor prevalencia
transmitida por artrépodos.

Se ha demostrado que larvas de mosquitos pueden infectarse con el virus del Zika (ZIKV)
al exponerse con aguas contaminadas con presencia de esta particula viral, derivada de orina
de pacientes enfermos, resultando en la infeccion por ZIKV de hembras adultas, logrando
infectar a ratones, ademas se encontr6 DENV en excretas, evidenciandose que al ser
consumidas por larvas Aedes aegypti-tienen la capacidad de infectarse, sin embargo, no se
ha demostrado la capacidad de transmision de este mecanismo larva-larva en vertebrados
para el virus del dengue; asi de este modo las larvas podrian infectarse por las particulas
virales disueltas en el agua presentes en las heces fecales y llevar el virus en su organismo
hasta su Ultima etapa de su ciclo de vida, por lo tanto, se pudiera inferir con base a los
antecedentes anteriores que las particulas virales inmersas en los productos de excrecion en
las larvas de los Aedes propiciarian la infeccion en todas las etapas de su desarrollo biolégico
culminando en mosquitos hembra adultas, por lo que es de suma importancia evidenciar si
estas particulas excretadas presentan capacidad infectiva al ser ingeridas por larvas Ae.
aegypti hasta su desarrollo en su fase adulta teniendo como resultado que continte el ciclo
de infeccidn con la transmision horizontal mosquito-humano.

Por lo anteriormente expuesto la presente investigacion pretende dar respuesta a la siguiente
interrogante:

¢El virus del dengue puede transmitirse a un modelo vertebrado desde el mecanismo de

infeccién horizontal larva-larva?
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IV JUSTIFICACION

El dengue es considerado como la enfermedad transmitida mas comdn por artrépodos,
ademas presenta una distribucion mundial extensa. EI cambio climatico y el desplazamiento
de la poblacion en los ultimos afios han permitido su propagacion rapida a todas las regiones
tropicales y subtropicales. La incidencia de esta enfermedad ha aumentado
considerablemente, y en la actualidad segun la organizacion mundial de la salud se afirma
como dato aproximado que la mitad de la poblacion corre el riesgo de contraer el virus del
dengue.

Debido a que no hay medicamentos especificos para tratar el dengue y una vacuna
prometedora para la inmunizacién en humanos, {os esfuerzos que se han realizado para
disminuir la transmision del DENV se ha centrado en el control del vector, el controlar las
poblaciones de los mosquitos vectores y evitar el contacto con los mismos, son las medidas
que se utilizan para bajar los casos de esta patologia. Sobre este particular, conocer los
mecanismos de transmisién del DENV, podrian ser de utilidad para potencializar los
métodos de control integrados.

En este contexto y en referencia a la transmision del DENV en mosquitos, se ha dilucidado
recientemente un nuevo mecanismo de transmision horizontal larva-larva el cual podria
explicar la importancia de la aplicacién de estrategias para eliminar los criaderos del
mosquito transmisor, sin embargo, en la actualidad se desconoce su implicacién en la
transmision horizontal mosquito-humano. Por lo que resulta importante evidenciar y
establecer con claridad cudles son los elementos determinantes que engloban la transmisién
del dengue para instaurar mejoras en las medidas de prevencion, control y vigilancia,
logrando de esta manera mayor eficacia.

Al ser demostrada esta trasmisibilidad la presente investigacion pudiera sugerir que las
excretas presentes en los ambientes acuaticos podrian ser una fuente natural de dengue y ser

18



potencialmente transmisible a los mosquitos y de estos a sus fuentes de alimentacion

incluyendo al humano.
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V HIPOTESIS

Los mosquitos infectados con el virus del dengue por la via horizontal larva-larva, tienen la

capacidad de transmitir el virus de forma horizontal al hospedero.
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VI OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad vectorial de Aedes aegypti mediante el mecanismo de infeccion

horizontal del virus del dengue larva-larva.

6.2 Objetivos especificos
1. Demostrar la infeccion del DENV durante el desarrollo bioldgico de Ae. aegypti,
transmitida por excretas de larvas infectadas.
2. Evaluar la capacidad infectiva de DENV presentes en Ae. aegyti adultos infectados

expuestos por transmision horizontal larva-larva.
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VII MATERIALES Y METODOS

7.1 Lugar de obtencién de las muestras

Laboratorio de Biologia molecular de la Facultad de Biologia de la Universidad Auténoma

de Sinaloa en la ciudad de Culiacan Rosales, Sinaloa, México.

7.2 Tipo de estudio

El siguiente estudio emplea el método analitico de tipo descriptivo, transversal y

experimental de acuerdo con el problema y objetivos planteados.

7.3 Muestra

La muestra comprende a Aedes aegypti en sus diferentes estadios del ciclo biolégico (larvas,

pupas y mosquitos).

7.3.1 Tamano de la muestra

320 larvas de Aedes aegypti.

7.3.2 Tipo de muestreo

Muestreo de tipo estratificado.

7.3.3 Criterios de inclusién

- Larvas de Ae. aegypti sin DENV.
- Larvas de Ae. aegypti sanas y vivas.

- Larvas de Ae. aegypti en estadio 3y 4.

7.3.4 Criterios de exclusién

- Larvas de Ae. aegypti. Infectadas con el DENV.
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- Larvas de Ae. aegypti enfermas y muertas.

- Larvas de Ae. aegypti. en estadios menores a 3 y 4.

7.3.5 Criterios de eliminacion

- Larvas que no sean del género Ae. aegypti.

7.4 Metodologia

7.4.1 Disefio metodoldgico

*

Ultima fase del ciclo biologico de Ae. aegypti necesaria para el experimento

= =

7.4.2 Procedimiento
7.4.2.1 Criay reproduccion de mosquitos Ae. aegypti
Se pusieron a eclosionar huevecillos de Ae. aegypti en papel filtro en un bidén de 3L cepa

Tapachula, Chiapas adquiridas del Centro Regional de Investigacion de Salud Publica.

Se humedecié una tira de papel filtro con huevos por espacio de 2h a temperatura ambiente,
previa a sumergirlos totalmente. Para lo anterior se tom6 un bidén de 5L, se le afadid
alrededor de 5 cm de agua purificada a temperatura ambiente y se coloco el papel filtro con
los huevecillos. Posteriormente, se esper6 de 24 a 48 horas para ver las primeras larvas y se
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continuo por un minimo de 6 dias para convertirse a pupa y 14 dias para adultos. Las larvas
se alimentaron cada 3 dias con comida para pescado (1-2 ojuelas). Por su parte para la
alimentacion de mosquitos macho, se prepard una solucion de azcar mascabada al 5 % con
agua purificada, se humedecieron torundas de algodén y se colocaron en las trampas de
vuelo. Para la alimentacion de los mosquitos hembra se realizé cada 3 dias con sangre (cebo

humano).

Una vez alimentadas las hembras por primera vez, se colocé un recipiente negro con papel
filtro cubriendo las paredes de este, con un nivel de 3 cm de agua, sin dejar que se secara el
papel filtro. Después de la ovoposicion se retir6 del recipiente el papel filtro, se dejé secar a

temperatura ambiente y se conservaron en una bolsa de papel para su posterior uso.

7.4.2.2 Efecto citopatico y replicacion viral

Se utiliz6 la linea celular C6/36 pase numero 6 y sobrenadante de células de cerebro de raton
infectadas con el DENV-2,

Se sembraron 5X10° células C6/36 en frasco de cultivo de 75 cm?®y se incubaron por 24 h a
28 °C en una atmosfera del 5% de CO. en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina-
estreptomicina 'y 1% de vitaminas (GIBCO), hasta obtener una confluencia de
aproximadamente del 80%.

Posteriormente se retird el medio y las células se incubaron con 1.5 ml de sobrenadante de
células de cerebro de ratdn infectadas con DENV-2, previamente diluido en medio DMEM
(1:10). Se incubaron por 1h a 28 °C con agitacion suave cada 5 min. Después, se afiadieron
10 ml de medio MEM con 2% de SFB, 1% de penicilina-estreptomicina y 1% de vitaminas.
Las células se incubaron por 7 dias en mantenimiento y el sobrenadante se almacené a -70
°C, respectivamente.
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7.4.2.3 Extraccion viral

Se extrajo el ARN viral con el kit Viral RNA + DNA bajo la metodologia establecida por la
casa comercial Jena Bioscience como se detalla a continuacion: En tubos de 1.5 mL de
capacidad se agregd 200 uL de sobrenadante de células (C6/36) infectadas con el virus
(DENV-4y DENV-2), asi como 200 pL de buffer de lisis; se agitd por 15 s. (Select VVortexer,
Bioproducts) y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
el tiempo de incubacion, se afiadieron 300 pL de buffer de union y se agitdé moderadamente
por 10 s. Después, la solucidn se deposito en columnas de extraccion y se centrifugé 13,000
g por 1 min (equipo Centrifugate 5424, eppendorf).

El filtrado fue descartado y se agregaron 500 pL de buffer tampdn A, se centrifugo por 1
min a 13,000 g. Nuevamente se descartd el filtrado, se afiadieron 500 ul de buffer B y se
centrifugo a 13,000 g por 1 min, respectivamente. Despues la columna se transfirié a un
colector nuevo (capacidad 1.5 mL) y se afiadieron 40 uL de agua libre de nucleasas para
eluir por 1 min a 13,000 g. EI ARN extraido se almacené a -70 °C. Todo el procedimiento

se realiz6 en frio.

7.4.2.4 RT-PCR

7.4.2.4.1 Sintesis de ADN complementario (ANDc)

A partir del ARN virico extraido, se realiz6 una reaccién de retrotranscripciéon (RT) con el
kit SCRIPT cDNA Synthesis (Jena Bioscience) siguiendo el protocolo de la casa comercial.
Para el caso de DENV-2, se us0 2 pL de ARN y 0.25 uL del oligonuclettido D2 (3'-
TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-5"), para cada muestra. En el caso de los
controles enddgenos para el mosquito y del raton Balb/C, fueron usados los oligonucleétidos
CP-P1B (3'-GTGTTCGACATGCTTAAATTTAGGGGGTA-5") para ITS-2 y Act B (3'-

GGTCTCAAACATGATCTGGG-5") para P-actina, respectivamente. Por otro lado, se
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preparo el mix de reaccidn de retrotranscripcion (RT) en donde se agregd para cada reaccion
de RT, 2 ul de buffer de reaccion GoScript, 0.5 pLL de mix de nucledtidos de PCR, 0.25 uL
de enzima RNasin recombinante, 0.25 pL de transcriptasa reversa GoScript y 5 uLL de agua
libre de nucleasas. Las diferentes muestras se calentaron a 70 °C por 5 minutos en un
termociclador (BioRad), e inmediatamente después se dejaron reposar los tubos en agua con
hielo por 5 minutos. Pasado el tiempo de reposo, se centrifugaron por diez segundos y se les
afiadio 5.375 pL del mix de RT para la reaccion de alineamiento en termociclador a una
temperatura de 25 °C por 5 minutos, seguido de un paso de extensién por una hora a 42 °C
y se finalizd con la inactivacion de la enzima transcriptasa reversa a 70 °C por 15 minutos.
Una vez terminado el proceso de retrotranscripcion (RT), se almacené a -70 °C para su

posterior uso.

7.4.2.4.2 Deteccion molecular de DENV

Se realizd una PCR para la deteccion de DENV con los oligonucleétidos consenso D1 (5°-
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3) y D2 (3-TTGCACCAACAGT
CAATGTCTTCAGGTTC-5"), que amplifican una regién parcial codificante de la proteina
de la cépside y la pre-membrana viral (C/pM) (Lanciotti et al., 1992) con un tamafio de
ampliaciéon de 511 pb, como control enddgeno para las reacciones del mosquito Aedes
aegypti CP-P1A (5-GTGGATCCTGTGAACTGCAGGACACATG-3") y CP-P1B (3'-
GTGTTCGACATGCTTAAATTTAGGGGGTA-5"), que amplifica para el espaciador
interno transcrito dos (ITS-2) con un tamafio de banda esperado de 360 pb; como control
endogeno  para las  reacciones  del ratbon  Balb/C ActF B (5'-
GGGTCAGAAGGATTCCTATG-3") y ActR B (3'- GGTCTCAAACATGATCTGGG-5")
que amplifica para el gen de la B-actina con un tamafio de amplicon esperado de 238 pb.

Para la mezcla de amplificacion por PCR se utiliz6 el colorante comercial EvaGreen ® Plus:
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colorante qPCR de préxima generacion (Biotium) y consistio en un volumen final de 18.5
uL que contenia 10 puL de EvaGreen, 0.33 pl de cada oligonucledtido (10 pMol), 1.5 pL
ANDc y 7.84 L de agua libre de nucleasas.

La reaccion de amplificado se llevo a cabo en un Quant Studio 12K Flex de la marca Applied
Biosystems, bajo los pardmetros propuestos por Torres-Avendafio et al. (2021), como se
describe a continuacién: 94°C por 4 min, 35 ciclos (94°C por 1 min, 55°C por 1 min, y 72°C

por 1 min), y 2°C por 5 min.

7.4.2.5 Ensayos de placa

7.4.2.5.1 Siembra de células C6/36

Se sembraron células C6/36 en un frasco de 75 cm? de monocapa completa (5 — 7 dias), se
decanto el medio y se lavaron las células con PBS 1X, se afiadié 1 ml de tripsina, se elimino
el medio e incubaron de 5 a 10 minutos a 28° C. Posteriormente se afiadieron 4 ml de medio
de crecimiento y se centrifugaron a 1500 RPM a 5 min. Se calculé el nimero de células
necesarias para la prueba con un total de 2.5 x 10° células por pocillo en una placa de 24

pocillos y se incubaron a 28 °C, 5% de CO2 por 24 h.

7.4.2.5.2 Titulacion del virus

Se prepararon 8 disoluciones del virus del dengue en medio DMEM libre de suero; cada tubo
contenia 900 uL de medio, al primer tubo se le adicion6 120 pL del virus, se resuspendid y
se tomaron de manera seriada 100 pL de la disolucion del tubo anterior hasta el tltimo tubo.
Una vez preparadas las disoluciones del virus se tomaron las placas de 24 pocillos cultivadas
con células C6/36, se aspird el medio y se lavaron dos veces con PBS 1X y se afiadieron 200
uL por pocillo de cada disolucién por duplicado y se incubaron a 28 °C, 5% de CO; durante
1 h moviéndolas ocasionalmente, pasado el tiempo se retiré el DMEM vy se les afiadié 500
uL de DMEM con carboximetilcelulosa 3%, se dejé temperatura ambiente durante 15 miny
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se incubaron a 28 °C, 5% de CO, por 48 h. Para su visualizacion se les afadid
paraformaldehido al 4% durante 1 h, se retir6 el contenido de las placas y se lavaron con

agua destilada, se tifieron por 5 minutos con cristal violeta al 0.5%.

7.4.2.5.3 Lectura de placas

Para conocer el titulo viral resultante de las diluciones se aplicé la siguiente formula:

P x 20 x 10x = ufp/ml
Donde :
P: es el promedio del nimero de placas obtenido en la dilucion en que se contaron las placas.

20: es el factor de correccion para expresar el titulo en ufp/ml (1000ul/vol indculo).

10x: representa la dilucién en gue se contaron las placas (factor de dilucion).

7.4.2.6 Inmunofluorescencia indirecta

7.4.2.6.1 Inmunofluorescencia de células c6/36

Se cultivaron 90,000 células en cubreobjetos de vidrio redondos en una placa de 24 pocillos.
La inmunofluorescencia se realiz6 72 h post inoculacion. Las células se lavaron con PBS 1X
frio y se fijaron con p-formaldehido al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras se lavaron tres veces con PBS 1X por 5 minutos y se permeabilizaron con Triton
X-100 al 0,1% durante 10 minutos, se realizaron tres lavados con PBS 1X por 5 minutos.
Después de la permeabilizacion, las muestras se bloguearon con 22,52 mg/ml de glicina,
albumina sérica bovina al 1 %, PBST por 30 minutos. Se retird el buffer de bloqueo y las
muestras se hibridaron con una disolucion de anticuerpo primario (anticuerpo contra la
glicoproteina E del virus del dengue [DE1] (ab41349)) en buffer de disolucion a 1:20 durante

1 h a temperatura ambiente, se retird el anticuerpo y se lavo tres veces por 5 minutos con
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PBS. Posteriormente se lavaron e incubaron con anticuerpo anti-conejo de burro secundario
1:1000 IgG HyL Alexa 488 (Abcam ab150105) durante 1 h a temperatura ambiente,
cubiertos de la luz. Finalmente, las muestras fueron lavadas y montadas con Fluoroshield
con DAPI (Sigma). Las imégenes se obtuvieron con un aumento de 40x en un Leica LSCM
(TCS SP8 Leica Microsystems). La media de la intensidad fluorescente se calcul6 eligiendo

cinco ROI en cada experimento utilizando Leica Application Suite X.

7.4.3 Transmisién del DENV a ratones BALB/c

Para el control positivo los mosquitos se alimentaron con sangre desfibrinada compuesta por
stock viral y suero fetal bovino en una proporcién de 5:2:1. Para llevar a cabo lo anterior,
los mosquitos se dejaron se en inanicion por 24 horas y se les alimento por medio de isopos
embebidos en la mezcla. Se alimentaron de 2 a 3 h o hasta ver todas las hembras con el
vientre hinchado y alimentadas, se dejaron por 10 dias para que la infeccion siguiera su curso
natural. Posteriormente se alimentaron con sacarosa al 10% hasta el termind del ensayo. Una
vez demostrada la positividad de DENV en Aedes aegypti tanto para el control positivo como
para el grupo de ensayo mediante RTqPCR, se dejaron sin alimentacién por 24 horas para

su alimentacion con los ratones Balb/C previamente inmunosuprimidos.

Los ensayos de inmunosupresion de los ratones consistieron en 4 grupos; un grupo control
y tres grupos con tratamiento: el primero con acetato de metilprednisolona con una dosis de
5mg/Kg , el segundo con ciclofosfamida con una dosis de 100 mg/Kg vy el tercero se hizo
una combinacion de acetato de metilprednisolona més ciclofosfamida con una dosis
disminuida a la mitad por farmaco. Al finalizar los ensayos de inmunosupresion se eligio
tratar a los ratones Balb/C con ciclofosfamida a dosis de 100 mg/Kg de peso (dosis: 2

mg/20g) con una inyeccidn intraperitoneal, con dosis cada dos dias.
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Al cuarto dia, posterior a la segunda dosis de inmunosupresion, se colocaron 2 Balb/C de 3
a 8 semanas de vida dentro de la trampa de vuelo, previamente anestesiadas con zoletil®100
(tiletamina y zolazepam) con una dosis de 4 mg/20g de peso. Se permitié que los mosquitos

se alimentaran por 1 hora en obscuridad.

Las muestras de sangre se recolectaron al dia 0 de la infeccién y al dia 7, tomando una
muestra de 20 uL por medié de puncion en la cola para hacer conteo de glébulos blancos, y

se realiz6 deteccién molecular de la presencia del virus hasta el dia 7.

7.5 Lugar de realizacion
Laboratorio de Microbiologia Molecular e Inmunologia de la Faculta de Ciencias Quimico-
Biologicas de la Universidad Auténoma de Sinaloa en la ciudad de Culiacan Rosales,

Sinaloa, México.

Laboratorios de Biologia molecular y Biologia de la conservacion y Vida Silvestre de la
Facultad de Biologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa en la ciudad de Culiacan

Rosales, Sinaloa, México.

7.6 Financiamiento

Con el folio de beca CONAHCYT 823197
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VIl RESULTADOS

8.1 Replicacion viral
Como resultado del ensayo de replicacion viral en células, se logré obtener alrededor de 50
mL de stock viral de ambos serotipos (dengue tipo 2), y se alicuotaron y etiquetaron para su

utilizacion.

8.2 Reproduccion de mosquitos Aedes aegypti

Producto de la activacién de huevecillos de moscos cepa Tapachula, Chiapas donadas por el
Centro Regional de Investigacion de Salud Publica, bajo condiciones controladas de
alimentacion, tiempo y temperatura ambiente, se logré el desarrollo de los diferentes estadios
hasta la fase adulta (Fig. 3). Posterior a la copulacion entre mosquitos hembra y machos
adultos obtenidos previamente, se produjo un stock de aproximadamente 10,000 huevecillos

que seran de utilidad para los estudios subsecuentes (Figura 3A).

Figura 3.- Diferentes etapas del desarrollo del mosquito Aedes aegypti. En (A) se observa

a huevecillos adheridos a papel filtro, en (B) el estadio de larvay en (C) el estadio de pupa.
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8.3 Titulacion de DENV en linea celular C6/36

Titulacion del virus en la linea celular C6/36 (Fig. 4) se puede observar una monocapa
uniforme para el grupo control y destruccion de la monocapa desde el stock hasta la dilucion
108, A partir de la dilucion 107° se pueden observar la formacion de placas teniendo un total

de 100000 UFP/mL.

10-4

Figura 4.- Placa de 24 pocillos utilizada para la titulacidn del virus tipo 2. Se realizaron
repeticiones por triplicado. Los primeros tres pocillos corresponden al control negativo,

seguido de las concentraciones seriadas, de mayor a menor concentracion. Neg: negativo.

8.4 Deteccion del virus del dengue por RTgPCR

Mediante el ensayo de RTgPCR se pudo demostrar que el titulo viral fue aumentando con
las diferentes replicaciones seriadas del virus, se puede observar un incremento en la
concentracion con un total de 90259 réplicas, con la curva de amplificacion en el ciclo 21
para el stock viral y un poco después la replicacién cuatro, por Gltimo se puede observar la

curva de amplificacion de la replicacion tres en el ciclo 23 (Fig. 5).
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Figura 5.- RTqPCR para DENV-2. Se observa de color azul la curva de amplificacion
para el stock viral, de violeta la curva de amplificacion para la replicacion cuatro y de color

verde la curva de amplificacion para la replicacion tres.

8.5 Deteccion del virus del dengue por inmunofluorescencia.

Como resultado del ensayo de la inmunofluorescencia con células C6/36, se logro la
visualizacion de los nucleos tefiidos de azul y en verde las particulas virales presentes en el
citoplasma (Fig. 6).

En la imagen A se puede observar al grupo control donde el ndcleo de las células esta tefiido
de azul, por su parte en la figura B se observa a células infectadas, pero solo tefiidas con el
anticuerpo secundario demostrandose la especificidad de este al no observarse fluorescencia
en el citoplasma de las células y observandose de azul sus ndcleos. Por su parte en la imagen
C se observan las células infectadas tefiidas de color verde del lado izquierdo y a sus ndcleos
teflidos de azul del lado derecho, visualizdndose que la mayoria de las células se encuentran

infectadas por el virus del dengue.

33



Figura 6.-Inmunofluorescencia de células C6/36 infectadas con DENV-2. En la imagen
se puede visualizar las células C6/36 tefiidas con un color azul los ndcleos y de verde el
virus. La imagen A representa el control negativo, la imagen B corresponde a células
infectadas tefiidas solo con el anticuerpo secundario y la imagen C corresponde a las células

infectadas y tefildas con ambos anticuerpos.
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8.6 Efecto citopatico.

Al exponer células C6/36 con DENV-2, para deteccion del efecto citopético, se puede
observar en el grupo control la morfologia tipica de las células de forma redondeada con
poco citoplasma. Por su parte las células que se expusieron al virus, se observa que
incrementaron su tamafo, el nucleo se ve més grande y definido; asi como también su

citoplasma es mayor (Fig. 7).

Control Infectada

100X

Figura 7.- Efecto citopatico en células C6/36 producido por dengue virus tipo 2. Se
puede observar en las dos primeras imagenes el grupo control y en las Ultimas dos imagenes
las células infectadas con DENV-2. Las fotografias fueron tomadas con los objetivos 40X y

100X de amplificacion.

35



8.7 Transmisién horizontal larva-larva por excretas
8.7.1 Deteccion del virus del dengue por RTgPCR de excretas

Una vez infectadas las larvas de Aedes con el stock viral establecido, se recogieron las
excretas y se detecto el virus del dengue en ellas, dando como resultado, una curva de
amplificacion en el ciclo 29 con un total de 13982 réplicas por ciclo, por su parte el control

positivo amplificé en el ciclo 22 (Fig. 8).

Amplification Plot
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Figura 8.- RTgPCR para la presencia de DENV-2 en excretas de larvas de Aedes
aegypti. Se observa de color verde la curva de amplificacion para el control positivo, de
color naranja la curva de amplificacion para las excretas de larvas infectadas con DENV y

de color rojo el control.
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8.7.1 Deteccion del virus del dengue en imagos infectados mediante la exposicién a
excretas obtenidas de la transmision horizontal larva-larva.

Una vez terminado el tiempo de exposicion de las larvas de Aedes aegypti por excretas con
viriones se esperd a que los mosquitos terminardn su metamorfosis y llegaran a su etapa
adulta.

Se realiz6 una RTqPCR para determinar la positividad de estos, dando como resultado una
curva de amplificacion a partir del ciclo 19 con 48,605 réplicas por ciclo, por su parte el
espaciador transcrito interno dos (ITS2) se obtuvo un total de 172,397 réplicas por ciclo
amplificando las curvas a partir del ciclo 11 tanto para el grupo control como para los

mosquitos problema (Fig. 9).
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Figura9.- RTQPCR para la deteccion de DENV-2 en Imagos expuestos desde sus etapas
larvarias a excretas de larvas infectadas. Se observa de color azul la curva de
amplificacion del control interno ITS2 para el mosquito control; de color rosa la curva de la
curva de amplificacion del control interno 1TS2 para el mosquito experimental y de color
morado rosa la curva de la curva de amplificacion para DENV para el mosquito

experimental.

37



8.8 Transmision del DENV a ratones BALBI/c

8.8.1 Control positivo para la transmision del DENV a ratones BALB/c

Diez dias posteriores a la alimentacion de los mosquitos hembra con la harina de sangre
combinada con particulas de DENV-2 (Fig. 10), la prueba de RTqPCR resulto positiva,
dando como resultado una curva de amplificacion a partir del ciclo 22 con un total de
467,073 réplicas. Por otra parte, la amplificacion del Espaciador Tanscrito Interno
constitutivo I1TS-2 para el caso del imago alimentado con harina de sangre en combinacion
con DENV-2 se observa la curva de amplificacion en el ciclo 19 con un total de 162,178
réplicas. Asi mismo, para el grupo control alimentado solo con harina de sangre, se obtuvo
curva de amplificacion de este mismo marcador molecular a partir del ciclo 22 y no se

observo curva de amplificacion para DENV-2 (Fig. 11).

X ' A
Figura 10.- Aedes aegypti alimentandose con harina de sangre infectada con DENV-2.
En la imagen se puede observar a dos hembras de Aedes aegypti alimentandose de hisopos

embebidos con sangre desfibrinada combinada con particulas virales del DENV-2.
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Figura 11.- RTQPCR para el control positivo de infeccion para el DENV-2. Se observa
de color amarillo la curva de amplificacion para los imagos alimentados con la harina de
sangre combinada con DENV-2, de color violeta la curva de amplificacion para el marcador
molecular enddgeno ITS-2 en los imagos alimentado con sangre combinada con DENV-2,
de color azul la curva de amplificacion del mismo marcador molecular en el caso de para los

imagos alimentados con sangre sin infectar como grupo control.

Se observdé que el grupo tratado con ciclofosfamida fue el que presentd mejor
inmunosupresion, ya que se logré disminuir casi a la mitad el conteo de leucocitos con un
promedio de 3,375+247.487 mm?® con respecto al grupo control con un promedio de
5,900+424.264 mm? por lo que para la siguiente etapa se continud con el grupo tratado con

ciclofosfamida (Tabla 1).
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Tabla 1.- Conteo leucocitario de los distintos grupos inmunosuprimidos y grupo
control.

n Contro Acetato de Ciclofosfamida Acetato de
metilprednisolona metilprednisolona
+
Ciclofosfamida
Raton 1 5600 4900 3550 4700
Raton 2 6200 4100 3200 3200

PromedioxSD  5,900+424.264  4,500+565.685 @ 3,375+247.487 & 3,950+1060.660

SD: Desviacion estandar

Una vez elegido el grupo de estudio y al haber sido demostrada la inmunosupresién al cuarto
dia postratamiento, los ratones tratados fueron infectados mediante la picadura de los imagos

positivos a DENV. Se puede observar en la imagen a los mosquitos hebra alimentarse del

raton (Fig. 12).

Figura 12.- Mosquitos control positivos Aedes aegypti alimentandose del ratén Balb/C.
Dos imagos positivos infectados previamente al alimentarse con harina de sangre y stock

viral alimentandose de un ratén Balb/C sedado.
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Siete dias postinfeccion, a los ratones del grupo control y al grupo tratado o de estudio se les
realiz6 de nuevo conteo de glébulos blancos, evidenciandose un incremento de tres veces y
media la cantidad de leucocitos con respecto al grupo control, con un promedio de

21,875+3146.6 mm3 (Tabla 2).

Tabla 2.- Conteo leucocitario del grupo control y grupo de estudio infectados por la picadura
del mosquito control.

Tiempo n Control Ciclofosfamida
Ratén 1 5600 3550
Dia0 Ratén 2 6200 3200
PromedioxSD | 5900+424.264 | 3375+247.49
Ratén 1 5800 24100
Dia 7 Rat6n 2 6250 19650
PromedioxSD | 6025+318.198 | 21875+3146.6

SD: Desviacion estandar

Posterior a los siete dias de infeccion, los ratones fueron sacrificados y se evalud la
positividad de la infeccion por DENV-2 por medio de una RT-gPCR. Se puede observar de
color azul, violeta, rojo y azul cielo las curvas de amplificacion para los genes enddgenos de
B-actina correspondientes a los dos ratones del grupo control y a los dos ratones de estudio
con ciclos de amplificacion entre el 20 y 22 con un total de 143,451 réplicas para el gen B-
actina, por su parte las curvas de amplificacion que se observan en color verde claro y verde
obscuro representan a los dos ratones correspondientes al grupo de estudio con ciclos de
amplificacion del 18 y 25 respectivamente con 21,153 réplicas registradas para DENV-2.
Por su parte para el control positivo se observo su curva de amplificacién en el ciclo 30 (Fig.

13).
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Figura 13.- RTqQPCR para el grupo de estudio infectado por la picadura del control
positivo con DENV-2. Se observan de color azul, violeta, rojo y azul cielo las curvas de
amplificacion para el gen enddgeno de p-actina y de color verde claro y verde obscuro las

curvas de amplificacion correspondientes para el DENV-2.

Para el grupo control positivo por medio de la inoculacion directa del stock viral, se realiz6
la inmunosupresion y se realiz6 un conteo leucocitario al dia 0, teniendo como resultado un
promedio de 2,750.0+435,9 leucocitos por mm?y para el grupo control no inmunosuprimido
un total de 9,983,3+ 354,7 leucocitos por mm?, al término de la infeccion (dia 7) el control
positivo dio un total de 4,616,7+838,6 leucocitos por mm?® aumentando aproximadamente

1.6 veces (Tabla 3).
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Tabla 3.- Conteo leucocitario del grupo control y positivos por medio de la inoculaciéon

directa del stock viral.

Inmunosupresion

Término de la infeccidn

Control Ciclofosfamida Control Ciclofosfamida
DO DO D7 D7
10,050 2,250 9,900 3,650
9,600 2,950 9,100 5,050
10,300 3,050 10,150 5,150
PromedioxSD | 9,983,3+ 354,7 | 2,750,0+435,9 | 9,716,7+548,5 | 4,616,7+838,6

SD: Desviacion estandar

Posterior a los siete dias de infeccion, los ratones fueron sacrificados y se evalud la

positividad de la infeccién por DENV-2 por medio de una RTgPCR. Se pueden observar las

curvas de amplificacién para el gen endégeno de B-actina de color azul y amarillo para el

grupo control, de color violeta y lila para el grupo experimental con ciclos de amplificacion

entre el 25 y 28 con un total de 143,451 réplicas por ciclo, por su parte las curvas de

amplificacion que se observan de color verde y salmon representan al grupo experimental

con ciclos de amplificacion de 30 y 28 respectivamente con un total de 21,153 réplicas por

ciclo (Fig. 14).
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Figura 14.- RTgPCR para el grupo de estudio infectado por la inoculacion del stock
viral con DENV-2. Las curvas de amplificacion de color azul y amarillo corresponden al
gen constitutivo [ actina para el grupo control, para el mismo gen de color lila y morado
para los grupos experimentales. Los colores verde y salmon corresponden para las curvas

de amplificacion del DENV para el grupo experimental.
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IX DISCUSION

El control de la enfermedad del dengue se ha vuelto una ardua tarea para los investigadores;
acorde con la Organizacion Panamericana de la Salud y la Organizacion Mundial de la Salud
no existe un tratamiento especifico para dengue y solo se centra en aliviar el dolor con la
utilizacion de paracetamol, contraindicando el uso de antiinflamatorios no esteroideos, ya
que exacerba la sintomatologia de la historia natural de la enfermedad aumentando el riesgo
de hemorragias (Alvarez Tercero & Vargas Fernandez, 2019).

En la actualidad se ha buscado la prevencion de la enfermedad del dengue y se optado por
el desarrollo de vacunas; una de ellas es dengvaxia® la cuél fue aprobada para la aplicacion
en poblacion de 9 a 16 afios de edad y la vacuna Denvax® en poblacion de 6 a 16 afios de
edad, sin embargo no han tenido un efecto positivo, ya que al haber un aumento de dengue
grave en la poblacion inmunizada esta desarrollé temor dandole la espalda a su
implementacion (Kariyawasam et al., 2023).

El control de la enfermedad se ha enfocado en el control del vector, siendo uno de los pilares
mas importantes para el manejo y control de la enfermedad en los paises endémicos.

Aun con los hallazgos realizados en los ultimos afios relacionados a otros arbovirus como
los son el virus del Zika, capaz de estar presente en orina e infectar a especies del género
Aedes (Du et al., 2019), la presencia de virus del Nilo Occidental en excretas de imagos
capaces de infectar a larvas, pupas y desarrollar imagos potencialmente infectivos (Hamel
et al., 2024), y la primera evidencia de transmision horizontal entre larvas por excretas con
presencia del virus del dengue (Torres-Montoya et al., 2022), dando pie a ampliar los
factores que podrian estar implicados en la transmision del dengue, ain faltan piezas clave
para dilucidar todo el panorama presente en los mecanismos de transmision del virus del

dengue.
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En el presente estudio se observé un incremento de la replicacion viral en la linea celular
C6/36, el stock viral presenté mayor respuesta en la curva de replicacion con amplificacion
a partir del ciclo 2, seguido de la curva de amplificacion para la replicacion 4, sin embargo,
no significa que esas réplicas de virus antes de la extraccion sean viables o tengan la
suficiente virulencia para poder internalizarse en el citoplasma de las células, poder
replicarse de manera efectiva y desarrollar una buena infeccion, pues las particulas virales
con el paso del tiempo pueden perder viabilidad o descomponerse por diferentes causas
como la intensidad de la luz, no estar en una temperatura adecuada o por las caracteristicas
del medio ambiente (humedad del aire, salinidad, el fomite, etcétera) (Zambrana & Boehm,
2023), ademas de que mdaltiples replicaciones pueden conducir a mutaciones que conlleven
a una baja tasa de replicacion (Teramoto et al., 2019).

La linea celular C6/36 ha sido ampliamente reportada como de las mejores para la
replicacion del virus del dengue (Kong et al., 2023) ademas de ser ampliamente utilizada
para evidenciar el efecto citopatico del virus en ellas (Liu etal., 2023). Los ensayos
realizados en esta linea celular, como parte de nuestra investigacion se observé un
incremento en el tamafio de la célula, un ndcleo méas grande redondeado, porciones
citoplasmaticas mas prominentes y agregaciones celulares fusionadas con un efecto
citopatico caracteristico evidenciado por la formacion de sincitios perdiéndose la monocapa,
confirmandose lo reportado por diferentes investigaciones (Gonzalez-Flores et al., 2023; Liu
et al., 2023; Teramoto et al., 2019).

De igual manera al observarse-la presencia de las particulas virales en el citoplasma por
inmunofluorescencia se pudo evidenciar la capacidad infectiva de estas al haberse
internalizado en las células y haberse replicado en ellas, al respecto, nuestros resultados

coinciden con los reportados por J. A. Rivera et al., (2018) que indican que las particulas
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virales se encuentran en el citoplasma, no en los nucleos, lo mismo ocurre, en los ndcleos de
celulas sincitiales que mostraron membranas circulares y en algunos casos lisis, pero sin
presencia viral. Estos hallazgos tienen explicacion ya que el virus del dengue al ser un virus
monocatenario de RNA todo su proceso de replicacion y maduracion lo hace en el citoplasma
de la célula utilizando diferentes organelos de la misma, una vez el virus se internalizo en la
célula, su replicacion lo hace en el reticulo endoplasmico rugoso utilizando los ribosomas a
su favor, donde ocurre la sintesis y ensamblaje de proteinas para posteriormente madurar en
el aparato de Golgi y finalmente liberarse de la célula huésped como mdltiples viriones para
seguir infectando nuevas células (Zhang et al., 2021).

Para el caso de la infeccidn de Ae. aegypti de manera controlada existen multiples maneras
de hacerlo por ejemplo por medio de la ingesta de harina de sangre infecciosa o una solucién
de sacarosa al 10% por medio un sistema de una membrana denominado hemotek (do
Nascimento et al., 2022; Fontaine et al., 2016), por inyecciones intratoracicas (Kong et al.,
2023; Urakova etal., 2020) o por medio de bastoncillos de algodén embebidos con
combinaciones de virus, sangre y/o sacarosa (Kdrsten et al., 2023); al utilizar la técnica del
hisopo embebido con sangre desfibrinada y virus en esta investigacion se pudo demostrar la
positividad de los mosquitos Aedes aegypti, diferenciandose de lo reportado por Korsten y
colaboradores ya que ellos infectaron a Culex pipiens biotipo molestus y Aedes vexans
“Green River” (Korsten et al., 2023), siendo una buena manera de infectar a mosquitos
hematofagos.

Por su parte en el caso de modelos murinos para el estudio de enfermedades arbovirales se
ha optado por la inoculacion de ratones inmunocompetentes con altos niveles de titulos
virales, (Du etal., 2019; van Leur etal., 2021). Los ratones Balb/C, han demostrado ta
susceptibilidad de infeccion al DENV-2, visualizandose cambios similares y comparables a

los observados en los casos fatales producidos por el virus del dengue en el higado como los

47



son: microesteatosis, edema, congestion vascular, infiltrado de células inflamatorias, entre
otras, con un aumento en el conteo de globulos blancos con respecto al control (da Costa
Rasinhas et al., 2021; Jacome et al., 2021), en la presente investigacion la utilizacion de
ratones Balb/C fue satisfactoria ya que se evidencié que las particulas virales provenientes
de un mecanismo de infeccion larva-larva por coprofagia son infectivas y pueden
transmitirse horizontalmente en la relacion mosquito-hospedero, al comprobarse positividad
y una leucocitosis, al respecto, Vellere et al; (2020) indican que estos efectos son producto
de un intento del organismo de eliminar al patdégeno, sin embargo de manera habitual en las
personas se presenta una leucopenia.

Desde afios anteriores se ha mencionado la transmision horizontal que hay entre vector-
humano-vector como el mecanismo mas frecuente para la transmision de arbovirus, sin
embargo, no es el Unico, dando paso a diferentes vias por las cuales se pueden infectar tanto
vectores como hospederos. Se ha encontrado evidencias donde se pueden transmitir
diferentes arbovirus a vectores en estadios donde los mosquitos como: Culex
quinquefasciatus, Toxorhynchites sp., Ae. albopictus y Ae. aegypti no se alimentan pero
coexisten en ambientes acuaticos contaminados por viriones extraidos de diferentes
excreciones como lo son la orina (Du et al., 2019) y heces (Fontaine et al., 2016; Hamel
etal., 2024; Torres-Montoya et al., 2022), dando como resultado nuevos mecanismos de
transmision. En nuestra investigacion demostramos que las particulas virales presentes en
las excretas de las larvas de la especie Ae. aegypti son infectivas causando dafios citopaticos
a las células C6/36 y al estar en convivencia con estas excretas contaminadas con los
viriones, las larvas pueden adquirir las particulas virales infecciosas del ambiente acuéatico y
emerger con el virus del dengue, dantos positivos los imagos para dicho virus. Estos
hallazgos demuestran el potencial de infeccion existente en excretas y que en el ambiente

donde se desarrollan fungen como reservorio de viriones infectivos capaces de infectar a
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nuevas larvas carentes de la infeccion dando la capacidad de inferir que la excretas aumentan
el riesgo de que haya mas larvas infectadas por el virus, por ende, la posibilidad de méas
imagos potencialmente infectivos. Al tener antecedentes de la transmision horizontal por
excretas del virus del dengue tipo 4 en estadios inmaduros de Toxorhynchites sp (Torres-
Montoya et al., 2022), se puedo inferir que toda aquella especie que sea susceptible al virus
del dengue que necesita de agua para desarrollarse y esta en contacto con una especie
infectada por el virus del dengue puede ser un potencial reservorio para este, excretando
particulas virales infectivas hasta el termind de la infeccion o muerte de la o las especies
infectadas.

Para que exista una buena transmision de arbovirus en el vector por medio de excretas se
requieren de diversas condiciones para la supervivencia del virus por ejemplo el virus del
Zika no sobrevive mas de media hora en agua con alta demanda quimica de oxigeno (Dqo)
y amoniaco (NHz "N) y pH menores a 6.5 (Du et al., 2019) los cambios de pH de acido a
neutro producen cambios estructurales en las proteinas de la membrana, demostrandose que
el pH neutro hace inestable el complejo pr-E del dengue (péptido pr unido a la proteina de
la envoltura del virus) (Oliveira et al., 2017), por lo que se puede inferir que la viabilidad del
virus arrojados en excretas y existentes en el ambiente en que se desarrollan las especies de
mosquitos podria variar dependiendo a las condiciones en las que se encuentran, por lo que
al haberse desarrollado esta investigacion sobre el mecanismo de transmisién horizontal por
excretas en Aedes, es limitante para responder cuales son las condiciones del medio acuético

que debe de tener el virus para lograr infectar a larvas o pupas y replicarse en estas.
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X CONCLUSIONES

1. Los mosquitos hembra infectados por medio de hisopos embebidos con sangre
desfibrinada y virus pueden transmitir el virus del dengue por medio de la picadura
a un modelo murino.

2. Los mosquitos Aedes aegypti en estadios inmaduros que son expuestos a excretas
provenientes de larvas infectadas con virus del dengue al culminar su desarrollo
bioldgico y llegar a su fase de imago son potencialmente infectivos.

3. Los ratones Balb/C son susceptibles a la infeccion del virus del dengue.
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X1 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos serd necesario realizar muestreos en campo con el
fin de conocer la tasa de infeccion de los ambientes acuéticos en los que se desarrollan las
larvas de Aedes aegypti, recoger muestras de agua para ver si existen viriones y determinar
las condiciones en las que se encontraban.

Asi mismo, sera de gran importancia realizar estudios posteriores con el objetivo de evaluar
si las especies que se desarrollan y conviven con Aedes aegypti fungen como reservorios
para el virus del dengue por este mismo mecanismo larva-larva o por alimentarse de larvas
infectadas con el virus del dengue.

Finalmente, es necesario trasladar este tipo de estudios a diferentes regiones del estado de
Sinaloa con el objetivo de poder dimensionar el impacto de esta transmision en el caracter

epidemioldgico de la enfermedad.
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