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Resumen

Obijetivo. Determinar la distribucién de Aedes aegypti en
Ciudad Judrez, México, y evaluarlo como portador del virus
del dengue. Material y métodos. Se colectaron mosquitos
empleando minitrampas CDC. Se aplicaron técnicas geoes-
paciales del vecino mas préximo y funcion K. Para evaluar la
asociacion entre la presencia del vector y variables sociode-
mogréficas se aplicé la prueba de ji2. Las pruebas de infeccion
fueron mediante RT-PCR. Resultados. Se capturaron 122
mosquitos hembra. Se demostré la tendencia de distribu-
cion en conglomerado (R=-1.2995 p=0.05) del mosquito a
los 4000 m pero ninguna de las variables sociodemogrificas
mostro asociacion significativa. Siete lotes evaluados fueron
positivos para DEN-2, diez para DEN-3 y siete para ambos
serotipos. Conclusiones. Es el primer reporte de la pre-
sencia de mosquitos Aedes aegypti infectados con dengue en
la region, lo que permitira promover su vigilancia con el fin
de disminuir la probabilidad de ocurrencia de la enfermedad
entre la poblacion fronteriza.
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Abstract

Objective. To determine the distribution of Aedes aegypti
in Ciudad Judrez, Mexico and evaluate it as a carrier of the
dengue virus. Material and Methods. Mosquitoes were
collected using CDC minitraps. Nearest neighbor and K-
function were used as geospatial tools. The chi-square test
was utilized to evaluate the association between the presence
of the vector and sociodemographic variables. Evidence of
infection was detected by RT-PCR. Results. A total of 122
female mosquitoes were captured.A tendency in the cluster
distribution (R=-1.2995,p=0.05) of the mosquito was shown
up to 4000 m but none of the sociodemographic variables
showed significant associations. Seven of the pools tested
were positive for DEN-2, ten were positive for DEN- 3,and
seven for both serotypes. Conclusions. This is the first
report on the presence of Aedes aegypti mosquitoes infected
with dengue in the region, which will enable the promotion of
monitoring in order to reduce the probability of occurrence
of the disease among the border population.
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1 mosquito Aedes aegypti (diptera:culicidae), vector

de los virus del dengue, fiebre amarilla y oeste
del Nilo, entre otros,! tiene su origen en el cinturén
tropical de Africa donde generalmente se encuentran
las especies del subgénero Stegomyia.? Esta especie se
caracteriza por su preferencia por climas calidos (de 15
a40°C) y conniveles de precipitacion pluvial modera-
dos y altos, donde se generan condiciones ambientales
favorables para su reproduccion.’®

El crecimiento poblacional, el movimiento migrato-
rio en viajes internacionales, la urbanizacién descontro-
lada y la pobreza expresada en problemas de vivienda,
educacién, abasto de agua y recoleccién de desechos
solidos son algunos de los factores que han permitido
la dispersién y establecimiento del vector.*El mosquito
estd bien adaptado a ambientes domésticos y peridomés-
ticos, debido principalmente al habito hematofégico de
las hembras.®

El dengue es una enfermedad viral infecciosa,
reemergente, de cardcter endémico-epidémico, que
constituye hoy la arbovirosis mds importante a nivel
mundial en términos de morbilidad, mortalidad y
afectacion econémica.® Casi la mitad de la poblacién
mundial estd en riesgo de sufrir esta infeccién por ha-
bitar en dreas tropicales y subtropicales, asi como mds
de 400 millones de viajeros de Europa y Norteamérica
que cada afio cruzan las fronteras y regresan a sus paises
procedentes de Asia, Africa y América Latina.”

El virus del dengue presenta cuatro serotipos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4), relacionados
entre si pero de antigenos diferenciados.® Los cuatro
producen, por lo general, una enfermedad febril auto-
limitada; sin embargo, tienen un espectro clinico muy
amplio que va desde formas asintomdticas hasta su
forma més grave, denominada dengue hemorrdgico.’

Se calcula que existen entre 50 y 100 millones de
casos anuales en mds de 100 paises. De esos casos, mds
de 500 000 son de dengue hemorrdgico, variedad que
ademds de requerir cuidados intensivos hospitalarios,
causa alrededor de 24 000 defunciones.’ La tasa de
ataque del dengue puede llegar a afectar hasta a 90% de
las personas susceptibles, con un indice de letalidad de
hasta 5 por ciento." En 1999, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) incluy6 al dengue como una enfermedad
de mdxima importancia para la investigacion.?

El dengue y el mosquito vector son endémicos de
Africay Asia;"*sin embargo, en América se ha produci-
do un incremento progresivo de casos durante las tres
tltimas décadas.!*'® En México, la primera epidemia
de dengue hemorrdgico ocurri6 en 1995. A partir de
entonces, el nimero de casos de dengue ha aumentado
y la incidencia pasé de 5 220 casos en 2003 a 40 559 en
2007. Aunque en la actualidad en México circulan los
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cuatros serotipos virales, el niimero de muertes por
dengue se ha mantenido por debajo de 1% del total de
casos de dengue hemorrégico. La OMS coloca a México
como el pafs que ocupa el quinto lugar de incidencia en
América Latina."

Para disminuir el efecto negativo en la salud hu-
mana asociado a enfermedades arbovirales se debe im-
plementar un sistema de vigilancia epidemioldgica que
incluya la deteccién temprana de circulacién del virus y
la distribucién y fluctuacion de la poblacién vectorial. '
Para el diagnéstico temprano la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion reversa (RT-
PCR) ha demostrado ampliamente su eficiencia.”

En la regién binacional Paso del Norte, que incluye
el municipio de Judrez, Chihuahua, en México y los con-
dados de El Paso, Texas y Dofia Ana, Nuevo México, en
Estados Unidos, se estdn iniciando acciones encamina-
das a determinar cudles son los mosquitos transmisores
de enfermedades que se encuentran en la region. La alta
migracion en esta zona geogrdfica, asociada con un cons-
tante intercambio de bienes provenientes de diversas
partes del mundo, pone de manifiesto laimportancia de
realizar estudios encaminados a la deteccién temprana
del vector del dengue. Particularmente este trabajo tiene
como objetivo detectar la circulacién de los serotipos
del virus del dengue mediante la técnica de RT-PCR y
estimar la distribucién geoespacial de mosquitos adultos
de Aedes aegypti en la comunidad de Ciudad Judrez,
Chihuahua, declarada hasta el momento como libre de
la enfermedad.

Material y métodos

Ciudad Judrez se encuentra ubicada al noroeste del mu-
nicipio de Judrez, en el estado de Chihuahua, México.
Se localiza a los 31° 44’ 22" latitud norte y 106° 26’ 29”
longitud oeste, a una altura promedio de 1116 msnm.
Cuenta con 1313 338 habitantes distribuidos en un drea
total aproximada de 1200 km>*!

Para evaluar la distribucién geoespacial del mos-
quito adulto de Ae. aegypti en la ciudad se utilizaron
minitrampas CDC de luz (modelo 512) y CO, (hielo
seco) como atrayente y fuente de energia a base de
baterfas 6V Li-Ne recargables. Se colocé una trampa
en cada Area Geogréfica Bdsica de Referencia (AGEB)
de las cuales el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) reporta estadisticas de poblacién
y vivienda. Las trampas fueron colocadas en casas-
habitacién ubicadas lo mds cercanas al centroide de
cada una de las AGEB considerando aspectos como
accesibilidad, anuencia de los moradores, seguridad
y presencia de potenciales criaderos. Cada punto de
colecta fue georreferenciado con un geoposicionador
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satelital. Dado que el mosquito presenta un patrén de
picadura bimodal matutino y vespertino, las trampas
se dejaron bajo operacién durante 12 horas consecuti-
vas desde las 19 hrs de un dia hasta las 7 hrs del dia
siguiente. La colecta se inici6 el 4 de julio y finalizé el
3 de agosto de 2005.

Los mosquitos adultos capturados se mantuvie-
ron a una temperatura aproximada de 8°C durante el
transporte. En el laboratorio, una vez anestesiados se
separaban por sexo y por especie, usando las claves
dicotémicas de identificacion de Darsie y Ward (1981).2
Los mosquitos de interés se colocaron en viales de 0.5
dram con alcohol al 80% y fueron guardados a -70 °C
para ser evaluados como portadores del dengue me-
diante la técnica RT-PCR.

Para determinar el tipo de distribucién de los mos-
quitos se realizaron las pruebas del vecino mds préximo
y funcién K con la extensién Spatial Statistics del pro-
grama Arc View 3.2. Se evalud la presencia del vector
asociada con variables sociodemograficas utilizando los
datos del Censo Nacional de Poblacién y Vivienda del
afio 2000 por AGEB relativos a densidad de poblacién,
densidad de vivienda, hacinamiento, viviendas con
todos los servicios y viviendas con construccién de
materiales precarios mediante la prueba no paramétrica
de ji* usando el paquete estadistico MINITAB v13. La
variable mosquito fue dicotémica en presencia y ausen-
cia y las variables sociodemogrificas se categorizaron
en tres niveles.

La extraccion del RNA se realiz6 con el Kit Su-
perScript III First-Strand Synthesis System to RT-PCR
(Invitrogen). Los mosquitos se homogenizaron con
300 uL Trizol invitrogen durante 5 min a temperatura
ambiente y posteriormente se adicionaron 200 uL de
cloroformo. La muestra fue agitada e incubada a tempe-
ratura ambiente durante 10 min, y al cabo de este tiempo
se procedio a centrifugar a 12 000 rpm durante 10 min
a4°C. La fase acuosa se recuperé de la fase protefnica y
se colocd en un microtubo estéril. El RNA se precipitd
por adicién de 500 uL de isopropanol e incubacién a
4°C por 10 min. La pastilla de RNA fue lavada con 1 ml
de etanol al 75% mediante centrifugacién a 7 500 rpm
durante 5 min a una temperatura de 4°C. Se decant? el
etanol y el precipitado fue mantenido a temperatura
ambiente durante 10 min para secar la pastilla de RNA,
la cual fue finalmente resuspendida en 50 yL de agua
libre de RNasas. Posteriormente, 2 yL de RNA total
extraido fueron diluidos con 58 uL de agua estéril para
cuantificar a una absorbancia A260nm y A280nm con
un espectrofotémetro de luz UV.

Del RNA total, 0.5 ug fueron colocados en tubos
estériles y les fue adicionado 1 yL de dANTP mix 10mM,
1 yL de oligo (dT). La reaccion fue llevada a 10 L ajus-
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tando el volumen con agua tratada con Dietil pirocarbo-
nato de sodio (DEPC) e incubada a 65°C durante 5 min.
Posteriormente le fue adicionado 2 uL. de Buffer 10X RT,
4 uL de MgCl,, 2 uL de DTT 1mM, 1 yL de inhibidor
recombinante de RNasa (RNaseOUT) y 1 uL de enzima
Super Script III a cada tubo e incubado a 50°C durante
50 min. La reaccién fue concluida por incubacién a 85°C
durante 5 min y posteriomente le fue adicionado 1 uL de
RNasa H e incubado durante 20 min a una temperatura
de 37°C para continuar con la amplificacién de DNA.

La amplificacion del cDNA se realizé en tubos para
PCR de 0.2 m], adicionando 12.5 uL de Master Mix (Bu-
ffer de PCR 10X, MgCl, 0.25 M, dANTP mix 10mM y 2U
Taq polimerasa) 1 yL de primer sentido 20 uM, 1uL de
primer en contrasentido 20 uM, 1 uL de cDNA llevando
a un volumen de 25 yL con agua destilada.

El ¢cDNA fue amplificado utilizando el siguiente
programa: a 94°C durante 3 min, 40 ciclos de incubacién
a 94°C 30 seg, 70°C 1 min, 72°C 1 min y una extensién
final de 72°C por 5 min. Los productos de amplificaciéon
fueron analizados electroforéticamente en geles de
agarosa al 2 por ciento. Las muestras fueron corridas
por migracién a 100 voltios durante 30 minutos. El gel
se analiz6 mediante exposicién a luz UV utilizando un
fotodocumentador EDAS-290 Kodak.

El protocolo de investigacién fue sancionado por el
Comité de Bioética del Instituto de Ciencias Biomédicas
de la Universidad Auténoma de Ciudad Judrez.

Resultados

Fueron capturados un total de 12 913 mosquitos hembra
delos cuales 122 correspondieron a la especie Ae. aegypti.
Solamente 59 de las 419 AGEB muestreadas resultaron
positivos para la presencia del vector (figura 1).

Los valores obtenidos para el estadistico del vecino
mds préximo muestran una distribucién en conglome-
rado del mosquito tanto a escala local (R=0.247, p=0.05)
como a escala regional (R=-1.2995 p=0.05). La grafica
del andlisis de funcién K determina los 4000m como la
distancia 6ptima de conglomerado (figura 2).

El andlisis de ji* fue realizado con la intencién de
explicar alguna causa aparente de la distribucién en
conglomerado, pero para todas las variables sociode-
mogréficas evaluadas los valores resultaron no signifi-
cativos (cuadro I).

Muestras de aislamientos de virus del dengue
serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-3 fueron utili-
zadas como virus de referencia en el ensayo de RT-
PCR. Los tamafios de los productos de DNA fueron
obtenidos para cada virus del dengue después de la
amplificacién con los primers especificos D1-TS1, D1-
TS2y D1-TS3. En el primer caso el producto estimado
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fue de 482 pb, para el segundo caso el producto fue
de 119 pb (figura 3) y para el tercer caso el producto
fue de 290 pb (figura 4). Se estudiaron un total de 42
muestras, siete de ellas dieron positivo para DENV-2,
10 para el serotipo DENV-3 y siete para ambos.

Discusion y conclusiones

Las caracteristicas ecoclimdticas y demograficas de
Ciudad Judrez, Chihuahua, sugerian la presencia de culi-
cidos de importancia médica. El hallazgo del mosquitos
tigre Ae. aegypti enla ciudad ha dejado una serie de inte-
rrogantes dada su importancia en salud ptblica. Ciudad
Judrez, por su ubicacién fronteriza, es catalogada como
una metrépoli industrial y punto de llegada de personas
de lugares tropicales y zonas endémicas de dengue.
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Diversos estudios han demostrado la relacién entre en-
fermedades arbovirales y los flujos migratorios,? y dado
que el virus del dengue se mantiene en la naturaleza
mediante un ciclo que involucra solamente al mosquito
y al humano,? no se descarta la probabilidad futura de
encontrar casos positivos en humanos si se considera la
alta densidad poblacional de esta ciudad. Inclusive es
posible la presencia de sujetos asintomdticos, no dete-
tectados por las autoridades de salud, que representen
un riesgo potencial para el resto de la poblacién.

La densidad relativa de Ae. aegypti que se obtuvo en
el muestreo fue baja, quizas debido a que fue realizado
en temporada fuera de lluvias y cuando las temperaturas
alcanzan los 40 °C. Estudios en la ciudad de Colima,
Meéxico, especifican que las temporadas lluviosas y tem-
peraturas menores a 39 °C favorecen la reproduccién de
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FIGURA 2. REPRESENTACION DE LA PRUEBA DE FUNCION K DE RIPLEY. LAS FLECHAS INDICAN LA DISTRIBUCION EN CONGLOMERADO
EN RELACION CON LA DISTANCIA DEL VECINO MAS PROXIMO EN METROS. CIUDAD JuAREz, CHIHUAHUA, MExico, 2005

Cuadro |
VALORES DE SIGNIFICANCIA PARA CADA UNA
DE LAS VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS RELACIONADAS
CON LA PRESENCIA DE AEDES AEGYPTI MEDIANTE EL ANALISIS
pE Ji%. ClubAD JUAREZ, CHIHUAHUA, MEXIco, 2005

Variable sociodemogrdfica ji2 calculada Valor p
Densidad poblacional 2.250 0.325
Densidad de vivienda 2426 0.297
Hacinamiento 2.986 0.225
Viviendas con todos los servicios 0.057 0.812
Calidad de vivienda 1.962 0.375

dichos mosquitos;® mientras otros trabajos®® describen
que la temperatura promedio para la reproduccién y
sobrevivencia de Aedes es entre 33 y 34 °C.

La presencia de Ae. aegypti ha sido relacionada
también con variables sociodemograficas. Estudios de-
muestran que la cantidad de habitantes es una variable
a considerar, puesto que los hdbitos de Ae. aegypti son
enteramente antropofilicos, por lo que tiende a despla-
zarse a aquellas zonas con mayor densidad poblacional;
esto hace que aumente el riesgo de transmisién del den-
gue.” Si bien la distribucién del mosquito Aedes aegypti
en la ciudad se comporté de manera conglomerada, no
fue posible identificar alguna causa de caracter socio-
demografico para ello, ya que las pruebas de asociacion
entre las variables evaluadas no mostraron correlacién

salud piiblica de méxico | vol. 52, no. 2, marzo-abril de 2010

significativa. Es posible que existan otras variables no
consideradas, incluyendo factores fisicos como la pre-
sencia de criaderos artificiales o vegetacion adecuada,
que expliquen satisfactoriamente la distribucién del
vector dentro de la ciudad.

Los analisis de PCR fueron realizados utilizando
primers para los distintos serotipos.?® Si bien se sabe
que en México circulan los cuatro serotipos del dengue,
solo se detectaron los serotipos DENV-2 y DENV-3.
Para DENV-2 la banda de amplificacién es de 119 pb,
que fue localizada en 33.3% de la poblacién total de
mosquitos estudiada, aunque en algunas muestras
amplificaron mds de una banda, lo que puede deberse
a la genética per se del organismo. Para el DENV-3 se
mostré que el control positivo marcaba una sola banda
de 290 pb y se presentaba en 40.47% de la poblacién de
mosquitos analizada. Al igual que en el caso anterior,
algunos organismos mostraron més de una banda. Otras
18 muestras, correspondientes a 43% de las muestras
totales analizadas, no presentaron especificidad por
ningtin tipo de dengue.

De las amplificaciones diagnosticadas como positi-
vas para DENV-2 y DENV-3, se detectaron siete mues-
tras en las que se presentan ambos serotipos (16.625%),
lo cual refuerza datos reportados en otros estudios®
donde se menciona que esta interacciéon dual se debe
a la larga vida del vector, donde puede infectarse con
dos o mds serotipos al picar enfermos infectados con
diferentes virus del dengue y ser capaz de transmitirlo
a personas susceptibles.
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Ficura 3. ANALIsis ELECTROFORETICO DE RT-PCR coN GEL DE AGAROSA AL 2%. PANEL A CARRILES |, 3,5,6 CON MUESTRAS
POSITIVAS PARA SEROTIPO 2. CARRILES 2 Y 4 MUESTRAS NEGATIVAS. CARRIL 7 MARCADOR DE PESO MOLECULAR. PANEL B CARRIL
| Y 2 conTROL POSITIVO D2, CARRIL 3 MARCADOR DE PESO MOLECULAR. CIUDAD JuAREZ, CHIHUAHUA, MExico, 2005

FiGura 4.ANALIsIs ELECTROFORETICO DE RT-PCR coN GEL
DE AGAROSA AL 2%. CARRIL | MARCADOR DE PESO MOLECU-
LAR, CARRIL 2 CONTROL POSITIVO D3.Los CARRILES 3,6 Y 9
SE CONSIDERAN NEGATIVOS. LOs CARRILES 4,5,7 Y 8 FUERON
posITIvos. CIUDAD JuArez, CHIHUAHUA, MExico, 2005

Las técnicas moleculares para el diagndstico del
virus del dengue fueron especificas y permitieron dis-
cernir entre organismos infectados y no infectados por
el virus. E1 57% de las muestras resultaron infectadas, lo
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que representa un potencial peligro como transmisores
del virus.

La vigilancia del dengue puede realizarse de
diversas maneras, aunque el sistema mds efectivo e
importante se basa en dos componentes: diagndstico
serolégico y virolégico en laboratorio y el monitoreo
entomoldgico sobre el vector. En relacién con el primer
componente, y no obstante la limitante en cuanto al
costo, la técnica RT-PCR demostré su eficacia en la
btsqueda activa de serotipos circulantes en el drea
de estudio considerada como no endémica para la
enfermedad. En cuanto a la vigilancia entomoldgica, la
implementacién de técnicas geoespaciales proporciond
informacion ttil para acciones futuras de control del
vector.

Se recomienda establecer la vigilancia epidemiol6-
gica en humanos que permita realizar un diagndstico
temprano, con la finalidad de evitar la presencia de la
enfermedad, ademds de informar y concientizar a la
poblacién en general de los posibles riesgos.
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