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RESUMEN 

Las arbovirosis, son enfermedades transmitidas por vectores artrópodos con alta 

prevalencia en los países tropicales. Los flavivirus y los alfavirus son los géneros 

más relevantes de arbovirus que afectan a los humanos. La distribución de los 

arbovirus está determinada por el entorno geográfico en el que se encuentran los 

vectores y sus hospederos.  

Para mitigar y encontrar estrategias de control de las arbovirosis, el sistema de salud 

cuenta con la vigilancia entomológica y el control vectorial, sin embargo, estos 

programas son incapaces de establecer con certeza las zonas de riesgo. El objetivo 

de este estudio fue establecer una vigilancia entomo-virológica de flavivirus y 

alfavirus en diferentes zonas (urbana, rural y selvática) del distrito de Santa Marta, 

Colombia. Las zonas seleccionadas fueron reportadas por la secretaria de salud del 

distrito de Santa Marta con casos febriles entre el periodo 2018-2019. Se capturaron 

un total de 3022 mosquitos adultos, de 14 géneros y 22 especies. Las especies más 

abundantes fueron: Aedes (Ae.) aegypti (56%), Culex sp. (7,7%), Aedes sp. (4,9 %), 

Psorophora ciliata (4,2 %) y Lutzomyia sp. (3,2 %), así como un elevado número de 

ejemplares indeterminados. Se extrajo de los mosquitos ARN total y se realizó un 

ensayo de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de transcripción inversa (RT) 

para detectar flavivirus y alphavirus. A los grupos positivos se tipificaron para DENV, 

ZIKV y CHIKV.  

De los 232 grupos analizados; 3 fueron positivos para DENV1, 1 para ZIKV en Ae. 

aegypti, 1 para Culex flavivirus en Culex pipiens, 51 para flavivirus genérico 

distribuidos en las siguientes especies Ae. aegypti (41), Ae. taeniorhynchus (1) 
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Culex pipiens (1), Culex spp (5) y dos grupos sin determinar. Para Menghai flavivirus 

fueron 13 grupos positivos en las especies Ae. aegypti (12) y Ae. taeniorhynchus 

(1). 

La vigilancia entomo-virológica propuesta en esta investigación evidenció la 

presencia de zonas de transición, como escenarios que favorecen el contacto entre 

el humano y las especies de mosquitos propias de las zonas rural y selvática. Lo 

que resalta la importancia de esta estrategia para el monitoreo e identificación en 

tiempo real de cualquier cambio en la dinámica de las arbovirosis.  
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Esquema de la tesis  

Esta tesis se estructura en 8 capítulos. El capítulo 1 contiene una introducción 

general enmarcada en la vigilancia entomo-virológica, resaltando la importancia y 

utilidad de esta metodología para la toma de decisiones en salud pública. El capítulo 

2 exhibe el planteamiento de esta investigación, justificación y objetivos. En el 

capítulo 3 se presenta en formato de reporte científico los resultados entomológicos 

y virológicos obtenidos en el Distrito de Santa Marta, 2018-2019. El capítulo 4 se 

revisa el estado del arte de los elementos virales endógenos (EVE), hallazgos, 

importancia y perspectivas. El capítulo 5 reporta la primera evidencia de un posible 

EVE, en la población de Aedes aegypti en el Distrito de Santa Marta, Colombia. En 

el capítulo 6 se discute de forma general los resultados obtenidos en la investigación 

El capítulo 7 y 8 contiene las conclusiones generales y perspectivas de esta 

investigación respectivamente.  
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

1.1 Vigilancia entomo-virológica 

Es la integración de la entomología medica encargada de estudiar artrópodos de 

interés sanitario y la virología a través de la identificación por métodos moleculares 

de arbovirus. Detectando oportunamente la circulación de virus en vectores de 

importancia médica e interés en salud pública  

Virus dengue (DENV), virus Zika (ZIKV), virus chikungunya (CHIKV) y virus de la 

fiebre amarilla (YFV) son arbovirus de gran preocupación siendo necesario una 

sólida vigilancia de vectores y programas de control necesarios para prevenir la 

transmisión de enfermedades.  

1.1.1 Arbovirus  

Los arbovirus (virus transmitidos por artrópodos, del inglés Arthropod-Borne 

Viruses) son transmitidos por artrópodos hematófagos, principalmente mosquitos y 

garrapatas. Se designan como un grupo de virus que circula a través de un ciclo de 

transmisión, que requiere tres componentes: un vector (artrópodos), un huésped 

vertebrado y un patógeno (arbovirus). 

El mantenimiento de los arbovirus se debe a la circulación entre el vector y el 

huésped a través de la picadura del vector a un vertebrado infectado. Los arbovirus 

circulan dentro de un ciclo enzoótico en el cual intervienen primates no humano y la 

preferencia del vector por alimentarse de animales. El comportamiento de los 

artrópodos de alimentarse tanto de animales como de humanos puede permitir el 
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paso del virus de animales a humanos y causar un cambio de ciclo selvático a un 

ciclo urbano (1).  

La carga de las arbovirosis para el sistema de salud es alta, debido a los costos de 

la hospitalización de casos graves, diagnóstico, tratamiento, días laborales 

perdidos, educación a las comunidades, aplicación de medidas de control del vector 

y demás costos, como aquellos asociados a las secuelas congénito y a la muerte. 

a. Virus dengue  

DENV pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus, virus 

transmitidos por mosquitos y garrapatas, así como otros agentes 

zoonóticos para los cuales no se ha demostrado la existencia de un vector 

artrópodo (2). DENV presenta cuatro serotipos genéticamente 

relacionados. Comparten aproximadamente el 65% de su genoma y son 

transmitidos a primates no humanos (ciclo selvático) y humanos (ciclo 

urbano). El DENV posee un genoma ARN de cadena sencilla y polaridad 

positiva de aproximadamente 11 kb, el cual contiene regiones no 

traducidas en los extremos 5’ y 3’ (5’ y 3’ UTRs, del inglés untranslated 

regions) y una región codificante a partir de la cual se genera una 

poliproteína, que es posteriormente procesada por proteasas virales y de 

la célula hospedera, para dar origen a las tres proteínas estructurales 

[cápside (C), pre-membrana (prM), y envoltura (E)] y siete no 

estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (3). La 

amplia distribución del DENV, sus constantes picos epidémicos y la 

enfermedad grave que puede causar le han permitido convertirse en la 
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arbovirosis de mayor importancia en el mundo. A causa del DENV, 

aproximadamente 500 millones de personas en las Américas están hoy 

en riesgo, con una tendencia al aumento en las últimas cuatro décadas. 

Se registraron 1,5 millones de casos de dengue acumulados en la década 

de 1980-1989,aumentando a 16,2 millones en la década 2010-2019 (4). 

La detección de casos de los cuatro serotipos de DENV a través del 

tiempo y el continuo reemplazo cíclico de serotipos (5,6), evidencia el 

éxito en el establecimiento del virus en circulación endémica y su 

mantenimiento en las poblaciones de vectores. Los brotes causados por 

un cierto serotipo de DENV, demuestran que la dinámica de los arbovirus 

va más allá de la epidemiología basada en casos sintomáticos y justifica 

una vigilancia activa en los mosquitos, que permita reconocer su actividad 

y anticiparse al riesgo de transmisión en una población susceptible (5). 

b. Virus Zika  

ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae, es un virus envuelto y esférico 

con un diámetro de aproximadamente 50 nm. Tiene un genoma de ARN 

de sentido positivo de una sola hebra de aproximadamente 10.8 kb. Es 

un patógeno en humanos al igual que el DENV, el virus del Nilo Occidental 

(WNV, West Nile virus), el virus de la encefalitis japonesa (JEV, Japanese 

encephalitis virus), el virus de la fiebre amarilla (YFV, Yellow fever virus), 

entre otros. Entre 2015 y 2016, la infección por ZIKV llegó a convertirse 

en una emergencia en salud pública de preocupación internacional, 

debido a su asociación con la ocurrencia de malformaciones como la 
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microcefalia en fetos de mujeres gestantes que adquirieron la infección, 

principalmente, durante el primer trimestre del embarazo (7). 

c. Virus chikungunya  

CHIKV pertenece a la familia Togaviridae, género Alphavirus. Es un virus 

envuelto de aproximadamente 65-70 nm de diámetro, su genoma es ARN 

de cadena sencilla de sentido positivo de entre 11 y 12 kb. El genoma 

contiene dos marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican cada uno 

para una poliproteína. La primera poliproteína se procesa en cuatro 

proteínas no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4) y la segunda da 

origen a las cinco proteínas estructurales del virus (C, E3, E2, 6K, E1). 

CHIKV, genera mucha preocupación, debido a que en el 2015 afectó a 

toda la zona de América, ingresando por la Isla de Saint Martin (8)  

 
d. Virus de la fiebre amarilla 

YFV es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. 

Es un virus de cadena sencilla de ARN de polaridad positiva. Su genoma 

codifica una poliproteína de una total de diez proteínas, tres proteínas 

estructurales (C, M y E) y siete no estructurales (1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B y 5). 

La proteína E, participa en el tropismo celular, la virulencia y la inmunidad. 

Para las proteínas C y M, se ha descrito, en los mecanismos de la 

construcción de la cápside y la maduración de las partículas infecciosas 

respectivamente (9). Desde su ingreso a las Américas hace 300 a 400 

años proveniente de África, causó un gran número de infecciones y 

muertes (10). Logrando establecerse en ciclos selvático y urbano. A pesar 
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de que existe una vacuna efectiva, casos de fiebre amarilla se presentan 

con frecuencia como resultado de la invasión de zonas selváticas y 

exposición a la picadura por mosquitos de los géneros Haemagogus y 

Sabethes, en personas no vacunadas (11). 

Los virus anteriormente mencionados han sido reconocidos históricamente como 

los arbovirus más importantes, por su éxito en el establecimiento en ciclo urbano y  

la presencia de sus vectores alrededor del mundo en diversos ecosistemas e 

interacciones ecológicas (12). 

En el caso específico de los flavivirus, éstos han sido clasificados como virus de 

doble hospedero (mosquito-vertebrado, garrapata-vertebrado), flavivirus 

específicos de vertebrados, nombrados flavivirus sin vector conocido; aislados en 

la naturaleza casi exclusivamente de vertebrados (murciélagos, roedores y 

ocasionalmente humanos) y nunca de artrópodos y por último, flavivirus insecto-

específicos, aquellos que sólo han sido identificados en insectos y cuyos estudios 

in vitro e in vivo demuestran su incapacidad para infectar células de vertebrados 

(13). 

1.1.2 Virus insecto específicos (ISV, del inglés Insect-specific viruses) 

Los virus insecto-específicos son virus que infectan una gran variedad de especies 

de mosquitos, siendo los flavivirus insecto-específicos (ISFV, del inglés Insect-

specific flaviviruses) los más frecuentemente reportados en vectores de arbovirus 

(14). 

Los ISFV se han descrito en dos grupos: el primero se denomina los “ISFV clásicos” 

(cISF) los cuales son un grupo muy diverso y más distante filogenéticamente de los 
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demás flavivirus conocidos. El primer cISF descrito fue el virus agente de fusión 

celular (CFAV), en 1975 (15), aislado de Ae. aegypti, el cual tuvo relevancia después 

de aproximadamente 30 años cuando se comenzó a identificar en varios países con 

la ayuda de los avances en biología molecular (14,16,17). 

Recientemente se han descrito más cISF como el virus del Río Kamiti (KRV), aislado 

de Ae. mocintoshi, el Culex flavivirus (CxFV), Aedes flavivirus (AEFV), Aedes galloisi 

flavivirus (AGFV), virus Nakiwogo (NAKV) y el virus Palm Creek (PCV) (18)  

El segundo grupo de los ISFV, denominado dISF, está más estrechamente 

relacionado filogenéticamente a los flavivirus de doble hospedero. Entre ellos se 

encuentran el virus de Noinané (NOUV), virus Barkdjo (BJV), virus Chaoyang 

(CHAOV), virus del mosquito Marisma (MMV), el virus Nanay (NANV) y virus 

Nhumirim (NHUV) (19–24). Las recientes investigaciones sugieren que los 

diferentes grupos de ISFV (cISF y dISF) se originaron mediante eventos evolutivos 

independientes (18,25). 

Uno de los cISF que ha sido reportado en los últimos años es el Culex flavivirus 

(CxFV). CxFV es un ISV reportado por primera vez en Japón en mosquitos Culex 

pipiens, en 2007, y a la fecha se ha descrito en diferentes regiones de todo el mundo 

(26–32).  

Un factor reciente que se ha descrito al aumentar la vigilancia entomo-virológica ha 

sido los elementos virales endógenos los cuales se originan en su mayoría a partir 

de secuencias de ISV  
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1.1.3 Elementos virales endógenos (EVE, del inglés Endogenous Viral Elements) 

Son secuencias de virus retrovirales o no retrovirales y son el resultado de la 

endogenización de las copias del material genético del virus en los cromosomas del 

hospedero y al ocurrir en células de la línea germinal, se pueden transmitir a las 

siguientes generaciones. 

Dentro de los EVE se reporta el subgrupo de elementos de virus no retrovirales, 

llamados elementos NIRV (del inglés Non-retroviral Integrated RNA Virus). Estos 

constituyen un hallazgo de gran interés por integrarse al genoma del hospedero, sin 

derivar de virus que expresen retrotranscriptasas e integrasas. Recientemente se 

ha descrito que durante la infección con DENV, virus Sindbis (SINV) y CHIKV, los 

fragmentos de ARN se convierten en DNA viral (DNAv) mediante la acción de la 

actividad retrotranscriptasa propia de la célula hospedera(33,34). 

Los NIRV son productos de virus no retrovirales de diversas familias. La familia 

Flaviviridae incluye el género Flavivirus, el cual ha sido reconocido históricamente 

como un importante grupo de arbovirus, con un gran número de especies de 

importancia médica distribuidas alrededor del mundo, en una gran variedad de 

ecosistemas e interacciones ecológicas. Algunos ISFV, han logrado integrar parte 

de su genoma al genoma de los mosquitos en forma de NIRV.  

Los NIRV han sido asociados con la vía de biogénesis de piARN (PIWI ARNs), que 

constituye un importante mecanismo antiviral del hospedero (35–37) y podría tener 

un impacto significativo en la competencia vectorial de especies como Ae. aegypti 

en zonas endémicas para arbovirus. Además, la integración de fragmentos del 
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genoma viral podría afectar el desempeño de pruebas moleculares genéricas 

comúnmente utilizadas en la vigilancia entomo-virológica de arbovirus. 

El escenario de transmisión sostenida de arbovirus en Colombia, y específicamente 

en el Distrito de Santa Marta donde confluyen diferentes ambientes, representa una 

oportunidad para el establecimiento de nuevos ciclos de transmisión. Por lo tanto, 

promover de manera efectiva la vigilancia entomo- virológica aportará la descripción 

de las dinámicas de la enfermedad y la posibilidad de establecer medidas de 

prevención y focalización del control que sean efectivas. 

En diversas regiones del país, y en especial en el Distrito de Santa Marta, áreas 

urbanas, periurbanas y rurales constantemente se mezclan con áreas selváticas y 

generan un conjunto de ambientes que podrían favorecer la adaptación de arbovirus 

a nuevos ciclos de transmisión. 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las familias Flaviviridae, Togaviridae y Bunyaviridae (actualmente 

Peribunyaviridae), están registradas en el catálogo de arbovirus, de los cuales más 

de 100 virus son considerados de importancia médica (5,38–40). El DENV presenta 

una incidencia de 400 millones de casos al año. De igual forma, CHIKV y ZIKV han 

sido responsables de epidemias recientes en las Américas, en 2014-2016 y 2015-

2016, respectivamente (41), y virus Oropouche (OROV), virus Mayaro (MAYV) y 

virus de la fiebre amarilla (YFV, por sus siglas en inglés) (42,43) se encuentran en 

latencia de emerger o reemerger como serios problemas de salud pública. Se hace 

necesario implementar estrategias como la vigilancia entomo-virológica para la 
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estratificación de las áreas de riesgo y la identificación temprana de los arbovirus 

circulantes.  

Los arbovirus son virus cuyo ciclo de transmisión involucra especies de vertebrados 

y artrópodos hematófagos que actúan como hospederos y vectores biológicos, 

respectivamente. Al alimentarse de sangre de un vertebrado en fase de viremia, el 

vector adquiere viriones capaces de atravesar las barreras naturales y multiplicarse 

en sus diferentes tejidos hasta colonizar nuevamente las glándulas salivales, desde 

donde iniciará un nuevo ciclo (44).  

La dinámica de las arbovirosis es el resultado de interacciones complejas entre 

diversas variables, tales como la distribución real de los vectores (45), sus 

oscilaciones en abundancia de acuerdo con la variación climática (46), las 

diferencias en la competencia de las poblaciones del mosquito para transmitir cada 

arbovirus (47,48), la transmisión vertical y sexual en los vectores (49), la existencia 

de hospederos y vectores en ciclos enzoóticos (43), la globalización, la urbanización  

en altas densidades y con deficientes servicios sanitarios (50), el cambio en el uso 

del suelo, la deforestación, la minería y múltiples alteraciones que favorecen nuevas 

interacciones ecológicas y con ellas la emergencia de enfermedades y la 

imprevisibilidad de su potencial epidémico (51). 

Los arbovirus son de gran importancia ya que involucran al humano como su 

principal hospedero amplificador y a su evidente éxito para establecerse en el ciclo 

urbano. Estos virus son transmitidos por las hembras de mosquitos del género 

Aedes, principalmente Ae. aegypti, razón por la cual, gran parte de la vigilancia y 

las medidas actuales de prevención y control han estado dirigidas a este vector (52)  
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La sola vigilancia entomológica, con los índices aédicos tradicionales, ha fallado 

para establecer con certeza las zonas de riesgo (53). En la última década, y como 

una aproximación que ha estado estrechamente ligada a la academia, se ha 

incorporado el porcentaje de infección o la tasa mínima de infección como un 

indicador más directo del riesgo real de las poblaciones expuestas al vector (54–

56). Es necesario emprender actividades de vigilancia entomo-virológica activa 

como una herramienta sensible para la identificación temprana de arbovirus y con 

ello la focalización de las estrategias de control del vector que permitan anticiparse 

a un brote (57,58). 

 

  



23 
 

2.3 Objetivos  

 

2.3.1 Objetivo general 
 

Identificar los arbovirus circulantes en poblaciones de mosquitos del Distrito de Santa 

Marta durante el periodo 2018-2019 a través de métodos moleculares genéricos y 

específicos.  

2.3.1.1 Objetivos específicos 
 

• Identificar los vectores de importancia medica que circulan en tres zonas 

(urbana, rural y selvática) del Distrito de Santa Marta 

• Identificar los arbovirus, flavivirus insecto-específicos y NIRV presentes en 

las poblaciones de mosquitos del área urbana del Distrito de Santa Marta. 

• Determinar la frecuencia de NIRV en las poblaciones de mosquitos 

analizadas. 
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3. ENTOMOLOGIC AND VIROLOGIC 

SURVEILLANCE OF FLAVIVIRUSES 

AND ALPHAVIRUSES IN THE DISTRICT 

OF SANTA MARTA, COLOMBIA, 2018-

2019. 
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Title: Entomologic and virologic surveillance of flaviviruses and alphaviruses 

in the District of Santa Marta, Colombia, 2018-2019. 

Running head: Arbovirus surveillance in Santa Marta, Colombia. 

Abstract 

Introduction: Flaviviruses and alphaviruses are the more relevant genera of 

arboviruses affecting humans. They are widely distributed and can be transmitted in 

enzootic, epizootic, and epidemic cycles. Current surveillance strategies for arboviral 

diseases involve the serologic and virologic study of clinical cases and the 

characterization of the presence and densities of immature and mature stages of the 

mosquito vectors. Objective: To establish an entomo-virologic surveillance of 

flaviviruses and alphaviruses in different settings of the Santa Marta district, 

Colombia. Materials and Methods: Mosquito and sand fly specimens were 

collected in urban, rural, and sylvatic areas from the district of Santa Marta, 

morphotypes were separated and mounted for classic taxonomy or preserved in 

absolute ethanol or liquid nitrogen for molecular systematics through the DNA 

barcoding approach, and virus detection through generic and specific methods of 

molecular detection of flaviviruses and alphaviruses. Results: Several species of 

mosquitoes were identified by classic taxonomy and corroborated through 

comparison of their COI gene sequence with public DNA sequences databases. Viral 

detection revealed the circulation of two lineages of DENV-1 genotype 

American/African with different recent origins, the presence of ZIKV in cryptic 

circulation, the lack of evidence of CHIKV in endemic circulation, as well as the 

presence of Culex flavivirus in a Culex sp pool and a non-retroviral integrated RNA 
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virus element derived from Menghai-like flavivirus in the genome of Ae. aegypti. 

Conclusions: Further studies are needed to stablish the effect of this virus and 

genetic element in the vector competence for arboviruses currently circulation in the 

urban area. The entomo-virologic surveillance of arboviruses and other closely 

related viruses is of major importance for the disease prevention and control. 

Keywords 

Dengue virus, Zika virus, flavivirus, Culex flavivirus, surveillance, endogenous viral 

elements, mosquitoes, sandflies. 

Introduction 

Arthropod-borne viruses (arboviruses) are an important health problem in tropical 

and subtropical countries around the world (1). The global impact of arboviral 

diseases is mainly determined by the vector species (e.g. mosquitoes, midges, 

ticks), successfully colonizing and extending permissive areas due to climate change 

(2–4) Arbovirus dynamics and epidemiology varies according to the human role in 

the transmission cycle and the stage in the emergence process (5). Viruses involved 

in enzootic cycles frequently infect humans and domestic animals, which act as 

dead-end hosts where the transmission is interrupted (6). Eventually, humans can 

act as amplifying hosts of some arboviruses (e.g. Dengue virus - DENV, 

Chikungunya virus - CHIKV, Zika virus - ZIKV, Yellow fever virus - YFV), and the 

vector competence and naïve human population, among other factors will determine 

the epidemic magnitude (7,8). Arboviruses circulating in the urban cycle in Colombia 

are leaded by DENV, which reemerged in the 70´s and 80´s (9), and have been 

maintained in the human and vector population through cyclic behavior of 
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endemic/epidemic periods (10). DENV epidemics during the last decade have been 

stronger in magnitude and severity, making it the main arboviral disease in the region 

(11). CHIKV and ZIKV appeared in the country in 2014 and 2015, respectively, 

becoming major treats by the direct effect of the epidemics and the sequels related 

to the chronic disease after CHIKV infection or neurologic impairment in some ZIKV 

infection cases (12–14) 

Arbovirus dynamics is complex and increasing evidence suggest an impact of the 

presence of some insect-specific viruses (ISV) and non-retroviral integrated RNA 

virus (NIRV) elements on vector competence for arbovirus transmission (15,16). The 

presence of Culex flavivirus, reported for the first time in 2007 in Culex pipiens 

mosquitoes from Japan is of interest for entomo-virological surveillance as it has 

been frequently detected in Culex mosquitoes and despite the anthropophilic 

behavior and circulation at high densities, this mosquito genus has not been 

definitively incriminated in urban arbovirus transmission (17,18) 

Santa Marta is a tropical city in the Caribean coast of Colombia. While urban 

arboviruses are currently considered endemic in the district, the proximity to sylvatic 

areas with historic evidence of enzootic transmission of YFV and Venezuelan equine 

encephalitis virus -VEEV, and the fact that it has become one of the most important 

tourist destination for nationals and foreigners could mean a complex arbovirus 

dynamics and a major challenge for the diagnosis of acute febrile syndrome. Here, 

we implemented a generic approach for the molecular detection of flaviviruses (19) 

and alphaviruses (20) to establish an entomologic-virologic surveillance strategy in 
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urban, rural, and sylvatic settings of the District of Santa Marta, Magdalena, 

Colombia, during the 2018-2019 epidemic period. 

Materials and Methods 

Study area 

The District of Santa Marta, Magdalena, Colombia is located at the Caribean coast 

of Colombia with coordinates 11º 14’ 50” and 74º 12’ 06”. This is one of the most 

important tourist destinations for nationals and foreigners. The urban area covers 

around 55 km2 and the rural area extends around 2338 km2.  

The study was conducted in three different locations covering the gradient from the 

urban-rural-sylvatic settings, during the period 2018-2019. Sampling in the urban 

area was focused on the houses and neighborhoods of patients reported to the 

public health system as suspected dengue cases, while sampling in the rural area 

was performed in linear transects of around 2 km delimited inside the sampling area. 
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Figure 1 Location of the three areas of study in the district of Santa Marta, Colombia. 

The circles size determine the number of mosquitoes pools that were obtained from 

each collection site. 
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Entomological study 

Adult mosquito and sandfly specimens were captured by three different 

methodologies. In the urban area, CO2-baited CDC light traps were installed outside 

the houses between 18:00 hours and 6:00 hours of the next day, and manual capture 

with entomological networks and aspirators was performed inside the houses 

between 8:00 hours and 11:00 hours. In the rural area, CO2-baited CDC light traps 

were installed outside the dispersed houses between 18:00 and 6:00 hours of the 

next day, a white Shannon trap was installed between 19:00 and 23:00 hours with 

active capture using standard mouth aspiratorf, and the capture was made inside 

and outside the walls of the houses, in defined transects between 7:00 and 11:00 

hours. In the sylvatic area, CO2 baited CDC light traps were installed in the forest at 

1.5 m from the floor and Shannon trap was intalled between 19:00 and 23:00, and 

manual capture was carried out in defined transects between 7:00. and 

11:00..Sample preparation 

Captured mosquito and sand fly specimens were rapidly separated in the field 

station (or the Entomology Lab if samples were collected in the urban area) and 

sacrificed with ethyl ether. Subsequently, the specimens were identified using the 

dichotomous keys such as those of Rueda at al and those of the Walter Reed 

Biosystematics Unit. Subsequently, the specimens were identified using the 

dichotomous keys such as those of Rueda et al, and those of the Walter Reed 

Biosystematics Unit 

. 
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According to the morphotype with the help of a stereomicroscope and a cold plate, 

pooled and stored at different conditions: i) at room temperature (for specimen 

mounting), ii) at -20ºC in absolute ethanol (for DNA barcoding), and iii) at -196ºC in 

liquid nitrogen (for virologic detection). 

Total RNA extraction 

Mosquito and sandfly pools were homogenized in RLT buffer with ceramic Magna 

lyser green beads (Roche, Mannheim, Germany) in a BeadBug homogenizer 

(BenchMark Inc.) for 25 sec and 4000 rpm, and total RNA from the whole specimens 

extracted with the RNeasy minikit (QIAGEN Inc.) by following the manufacturer’s 

recommendations. Alternatively, the pools were homogenized in Dulbecco´s 

Phosphate Buffered Saline (DPBS) 1X, with 10% fetal bovine serum and 1% 

penicillin/streptomycin, cleared by centrifugation and 140-µl aliquots used for RNA 

extraction using the QIAamp viral RNA minikit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA) 

by following the manufacturer’s recommendations. 

cDNA Synthesis and Generic and Specific PCR assays 

RNA extracts were used for first-strand cDNA synthesis with the SuperScript IV 

reverse transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Mix 1, containing 0,2 

µg random hexamer primer (Thermo Scientific), 0,5 mM each dNTP and 50-500 ng 

total RNA was incubated at 65ºC 5 min and immediately transferred to an ice bath 

for 1 min. Mix 2, containing 1X SSIV buffer, 4 mM DTT, 40 Units RNaseOUT 

recombinant RNase inhibitor (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and 200 Units 

Superscript IV Reverse Transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) was 

combined with mix 1 and incubated at 23ºC 10 min, 52ºC for 10 min, 80ºC for 10 min 

and kept at 4ºC. 



32 
 

Generic PCR for detection of members of the genera Flavivirus and Alphavirus 

were performed as previously described (20,21). Subsequently, specific protocols 

for detection and typing of Dengue virus were performed as previously described by 

Usme-Ciro et al (22–24) Chikungunya virus detection was assessed by following the 

primers and previously described protocol (25). A set of primers targeting the 

complete envelope gene of Zika virus were used for specific detection (unpublished) 

and those described by Domingo et al (21) were used for DENV-1 amplification and 

sequencing. 

Sequencing and sequence handling 

Amplicons were purified and sequenced with forward and reverse primers spaced 

every 400 bp approx., through a direct sequencing service (Macrogen Inc., South 

Korea). Electropherograms visualization, contigs assembly and trimming to 

eliminate the primer targeting sequences were performed through the software 

Geneious v9.1.8 (Biomatters Ltd., San Diego, CA, USA). Multiple sequence 

alignments, including sequences obtained in the present study and those 

representing the genus Flavivirus, and the global intra-serotype and intra-genotype 

variability of DENV-1 were generated through MAFFT (26) 

Genetic diversity and phylogenetic analysis 

Sets of sequences of representative strains of DENV-1 and insect-specific 

flaviviruses were prepared for alignment and phylogenetic inference. Matrices were 

constructed with all available sequences from Colombia and border countries and 

subsequently depurated by preserving the global genetic variation. The DENV-1 

matrix contained 247 sequences of 1485 bp. The matrix for genus Flavivirus using 

the NS5 gene contained 44 sequences of 1097 nt for NIRV and 45 sequences of 
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186 nt for Culex flavivirus representative species. Matrices were used to calculate 

the best nucleotide substitution model through the Akaike Information Criterion 

implemented in the ModelFinder algorithm in IQ-TREE (27). Estimates of genetic 

distances and diversity were obtained from the Mega 7 software (28). The first step 

in the phylogenetic analysis was the evaluation of potential recombinant sequences 

in the analyzed matrix through RDP v3.44 (29). Phylogenetic inference was 

performed through the Neighbor Joining and Maximum Likelihood algorithms 

implemented in Mega 7 software using the previously obtained nucleotide 

substitution model and 1000 bootstrap replicates. Consensus tree was calculated by 

the majority-rule. 

DNA extraction and barcoding analysis 

Total DNA was extracted from individual mosquito specimens through the DNeasy 

Blood & Tissue Kit (Qiagen Inc.) by following the manufacturer recommendations. 

Amplification of the Cytochrome oxidase I gene was performed by the primer sets 

previously described by Folmer et al (30) or Kumar (31). DNA sequences were 

edited, assembled, and analyzed through BLASTn, BOLD system and species 

designation corroborated in GBIF. 

Results 

Diversity and abundance of mosquitoes in the different settings 

Three different scenarios were analyzed in the present study, covering the ecological 

gradient from sylvatic to urban areas (Figure 1). The entomological fieldwork was 

successfully performed in 24, 8, and 1 sampling places in the urban, rural, and 

sylvatic settings, respectively (Suppl. Table 1); it allowed the collection of a total 3022 

adult mosquitoes and sandflies that were separated and stored in 272 pools, with 
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most of the specimens identified as Ae. aegypti (56%), Culex sp.(7.7%), Aedes sp. 

(4.9%)., Psorophora ciliata (4.2%), and Lutzomyia sp.(3.2%), as well as a high 

number of undetermined species from the family Culicidae (Figure 2). 

There was a marked difference in the frequency of all species between settings. As 

it was expected, Ae. aegypti and Culex sp. were highly frequent in the urban area 

(Figure 2a)., while a major diversity of species was found in the rural area, including 

the species Aedes sp., Ae. aegypti, Anopheles, Coquillettidia, Culex sp., 

Deinocerites sp, Mansonia sp, Mansonia titilans, Ochlerotatus sp, Psorophora 

ciliata, Psorophora ferox, Sabethes sp., Sabethes cyaneus, Trichoprosopon sp., 

Uranataenia sp., and Wyeomya sp. For the rural area, the predominant species was 

Ae. Aegypti, followed by Aedes sp., and the genus Psorophora (Figure 2b). For the 

sylvatic area, the more frequent genus was Sabethes (Figure 2c), which was also 

found to be present in the rural area. The species Ae. aegypti and Culex spp. were 

also found in two zones, urban and rural (Figure 3). 
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c. 

 

Figure 2. Number of individuals for species by zone. a. Represents the number of 

genera in the urban area, the genera Aedes and Culex are identified. b. The rural 

area was the most representative in various species, but it is also the area with the 

largest number of unidentified individuals. C. Sabethes sp., is identified in the sylvatic 

area, being the area with the lowest number of sampled individuals. 

In total, 3,022 individuals of the family Culicidae were collected (Suppl. Table 1), 

1,699 belong to the species Ae. aegypti. In addition, we collected 233 Culex spp., 

the second most abundant species of the sampled sites. 
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Figure 3. Distribution in percentage of the species by study area. The sylvatic area 

is represented in green, the urban area in red, and the rural area in black. 

The most represented study area is the rural area, followed by the urban area and 

finally the jungle area. The district of Santa Marta is made up of 9 zones that group 

a certain number of neighborhoods; communal calls. The communes in their order 

are: Commune 1 Maria Eugenia, Commune 2 Central, Commune 3 Pescadito, 

Commune 4 Jardin, Commune 5 Santa Fe-Bastidas, Commune 6 Mamatoco, 

Commune 7 Gaira-Rodadero, Commune 8 Pozos colorados and Commune 9 

Bureche. 

The mean number of specimens collected per sampling point in the urban area was 

62 individuals. with a minimum of 5 (Barrio Maria Eugenia) and a maximum of 151 

(Barrio Las Manguitas/La Paz).  

At the commune level, commune 6 (Mamatoco) is the commune that groups the 

largest number of species (11th November neighborhood, 20th October 
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neighborhood, Bolivariana neighborhood, Santa Ana neighborhood, Villa Sara 

neighborhood, Universidad Cooperativa), this commune as well to commune 7, they 

are located close to the rural area, which makes it an emerging area of high 

importance in the surveillance of arboviruses, because this can promote the barrier 

jump between an area absent of a human host and the population (Figure 4).  

 

Figure 4. Number individuals for neighborhood of the urban area where the search 

for arboviruses was carried out, based on information from the Secretary of Health 

of Santa Marta of reported febrile cases. 
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Molecular detection of flaviviruses and alphaviruses 

A total of 232 pools were processed for molecular detection as described above. The 

flavivirus sequence was detected in 51 pools, which were subsequently processed 

for the specific detection of DENV and ZIKV. Six pools collected in the urban area 

were positive for DENV. One pool of Ae. aegypti from the urban area was 

simultaneously positive for DENV and ZIKV. One pool of Culex sp. collected in the 

urban area was positive for the insect-specific Culex flavivirus (Table 1). The 

remaining flavivirus-positive pools were molecularly characterized and a Menghai 

flavivirus-like virus was identified by sequencing of a short fragment of the NS5 gene 

(Figure 5). Further genetic characterization allowed to demonstrate its presence as 

a NIRV (non-retroviral integrated RNA virus) in the genome of Ae. aegypti. No one 

of the sylvatic pools were positive for virus detection. All tested pools were negative 

for alphaviruses. 

Table 1. Virus detection in mosquito and sandfly pools. 

Species Number of 

specimens 

Numbers of tested 

pools 

Detected virus (Number of pools) 

Ae. aegypti 1630 125 Generic flavivirus (41), DENV-1 (3), ZIKV (1), 

Menghai flavivirus-like virus (12) 

Ae. 

taeniorhynchus 

7 1 Generic flavivirus (1), Menghai flavivirus-like 

virus (1) 

Aedes sp. 112 9 Generic flavivirus (1) 

Anopheles sp. 8 2 - 

Culex nigripalpus 13 1 - 

Culex pipiens 57 5 Generic flavivirus (1) 

Culex sp. 199 26 Generic flavivirus (5), Culex flavivirus (1) 

Haemagogus sp. 2 1 - 
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Lutzomyia sp. 99 7 - 

Psorophora ciliata 89 7 - 

Psorophora sp. 11 2 - 

Sabethes cyaneus 3 1 - 

Trichoprosopon 

sp. 

1 1 - 

Undetermined 443 44 Generic flavivirus (2) 

TOTAL 2674 232 5 (69) 

 

Different strains of DENV-1 are responsible for the 2018-2019 dengue epidemics in 

the city of Santa Marta 

Phylogenetic analysis of the complete envelope gene of DENV-1 allowed to 

demonstrate the presence of two different strains with different recent phylogenetic 

origins (Figure 6). One of the strains detected in the mosquito population was closely 

related to the sample isolated from a clinical case of a febrile illness identified during 

the differential diagnosis in another study performed in the district during the same 

time frame. All DENV-1 strains characterized here belonged to the American-African 

genotype, in agreement with previous phylogenetic studies performed in the country 

(32) 

Cryptic circulation of ZIKV during a dengue epidemic  

One Ae.aegypti pool was positive for specific ZIKV detection (Suppl. Figure 1). The 

initial detection through RT-PCR was corroborated with a different set of primers 

covering the complete envelope. Both PCR amplifications showed specific bands of 

low intensity that impeded DNA sequencing and further molecular analysis. The 

positive pool was actively collected in boundaries to the house of a clinically 
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diagnosed dengue patient. No clinical or laboratory-confirmed cases of ZIKV 

infection were reported in the district during the period. 

Molecular characterization of Culex flavivirus 

Culex flavivirus was identified in a Culex sp pool which was positive for flavivirus-

generic and negative for DENV and ZIKV-specific PCR protocols. Flavivirus-generic 

PCR amplicons were sequenced, and phylogenetic analysis demonstrated that the 

sequence formed a monophyletic group with other closely related sequences 

reported worldwide from the same species (Figure 7). 
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Figure 5. Phylogenetic reconstruction of the genus Flavivirus using the NS5 gene 

(1097nt). The maximum likelihood method was used, and the best nucleotide 

substitution model was GTR+F+I+G4, with ultrafast 1,000 bootstrap replicates. The 

sequence of this study is highlighted in a blue box, in the cISF group 
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Figure 6. Phylogenetic reconstruction of the DENV using the NS5 gene 1458 pb The 

Neighbor-Joining method was used, and the best nucleotide substitution model was 

, GTR+G, with 1,000 bootstrap replicates. The sequences of this study are 

highlighted in blue for the sequence identified in the month of October 2018 and in 

yellow the sequences identified in November of the same year. 
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Figure 7. Phylogenetic reconstruction of the genus Flavivirus (186nt). The 

maximum likelihood method was used, and the best nucleotide substitution model 

was TIM2e+FQ+I+G4., with ultrafast 1,000 bootstrap replicates. The sequence of 

this study is in an orange box, forming a monophyletic group with the reference 

sequence NC 008604.2 for Culex flavivirus. In the purple box it refers to 

arboviruses of medical importance. 
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Discussion 

Arbovirus dynamics is the result of complex ecological and evolutionary interactions. 

The major role of globalization in the rapid dispersion of vector-borne diseases is 

recognized as it is also the need for an intensified and sensitive surveillance. The 

results presented here constitute the first entomo-virologic surveillance of mosquito-

borne viral diseases in the District of Santa Marta, allowing the identification of the 

DENV genetic variants responsible for the 2018-2019 epidemics (33). As it can be 

expected from a tourist destination, at least two strains of DENV-1 strains were 

identified in the mosquito population. DENV infection presents a cyclical behavior, 

which very possibly repeats itself every three or four years, this is due to social and 

climatic changes. DENV-1 and DENV-2 are currently the most detected serotypes 

detected in Colombia (34) suggesting at least two recent introduction events from 

other cities inside the country or indeed bordering countries. 

The National Institute of Health of Colombia in their report of dengue events for the 

years 2018 and 2019 reported a total of 44,171 and 124,989 cases of dengue, 

respectively. From epidemiological week (EW) 42 of 2018 to EW 7 of 2019, the 

number of notifications of dengue cases increased, generating an alert situation at 

the national level (35,36). 

According to the behavior of reported cases of dengue by territorial entities in 

Colombia, between epidemiological weeks 01 to 36 of 2022 an increase in the 

number of dengue cases was reported for Magdalena (640 cases) and Santa Marta 

(296 cases) (37). Therefore, this first study of entomo-virology in the department of 
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Magdalena is very important due to its high incidence of arboviruses circulating in 

the population. (38,39) 

The absence of detection of CHIKV in the mosquito populations from the urban, 

rural, and sylvatic areas is of special interest and make it interesting to study the 

long-term virus-vector interaction. The magnitude of the 2014-2015 CHIKV 

epidemics in Colombia was never documented for an arboviral disease in Colombia 

(25). In the absence of a minimal susceptible population to maintain the transmission 

chain in humans, successful persistent infection, and vertical transmission of the 

virus in the mosquito are necessary for the virus maintenance. The absence of 

CHIKV detection during the 2018-2019 period, although affected by the sample size 

or the extended dry season during the 2016-2017, suggest an unsuccessful 

interaction with the mosquito vector leading to local extinction of the virus in short 

time (40). 

Despite not being able to molecularly characterize the identified ZIKV strain, the 

evidence of its cryptic circulation is critical and justify an intensified and specific 

diagnosis in the more affected pregnant women population, for whose fetuses 

devastating effects are expected and its possible association with Gullian Barré 

syndrome. Between EW 1 and EW 38 of 2022, a total of 31,453 Zika cases were 

reported in the Americas Region, in 13 of 52 countries and territories 

The Pan American Health Organization (PAHO) reported 19,642 cases of Zika 

between EW 1 and EW 28 in 2022 (41,42). For Colombia, as of EW 32 of 2022, 117 

cases of infection by ZIKV, representing a 74.3% increase compared to the data of 

the same week in the previous year (34). Therefore, the circulation of the virus is 
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imminent and it is necessary to focus efforts on entomo-virological surveillance 

strategies. 

One of the most relevant findings was the identification of a NIRV in the Ae. aegypti 

genome. It has become a hot topic in virus-host interaction research during the last 

few years because it could constitute an important mechanism of antiviral immunity 

in the mosquito (43–45) leading to silencing of viral genomes of the same or closely 

related species. In the present study, the identified NIRV was derived from the 

genome of an insect-specific flavivirus, closely related to Menghai flavivirus. Some 

pools of Ae. aegypti were negative for the NIRV, suggesting the presence of at least 

two population of the vector, with unknown consequences in vector competence and 

therefore affecting the disease dynamics. 

Altogether, the results from the present study justify the routine entomo-virologic 

surveillance in areas with the presence of urban vectors and a high flow of tourists. 

The continuous introduction of viral strains could abruptly change the epidemiology 

of arboviral diseases. 

Conclusions 

DENV-1 genotype American/African were identified during the 2018-2019 dengue 

epidemics in the District of Santa Marta. The exclusive identification of the serotype 

1 of DENV is of major importance for prevention and control measures during the 

next DENV epidemic in the district, when more severe cases are expected if DENV-

2 is introduced and responsible of secondary infections. Cryptic circulation of ZIKV 

was demonstrated in the mosquito population, despite not being correlated to 

suspected or confirmed ZIKV infection cases in the district. There was no evidence 
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of CHIKV circulation. There was evidence of the circulation of Culex flavivirus in 

Culex sp., and the presence of a NIRV in Ae. aegypti mosquitoes was successfully 

demonstrated. More studies are needed to establish the effect of the identified NIRV 

in the vector competence for arbovirus transmission. 
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Supplementary table 1. Study areas with coordinates 

 

Area Municipality Locality Neigborhood Latitude Longitude 

Sylvatic Santa Marta Guachaca Quebrada Valencia/La 

Piedra 

11,239611110

0 

-

73,800000000

0 

Rural Santa Marta Santa Marta Barrio Villa del Campo 11,207649000

0 

-

74,160998000

0 

Santa Marta Guachaca Marquetalia 11,246056000

0 

-

73,575805560

0 

Santa Marta Minca Minca 11,138990000

0 

-

74,120900000

0 

Santa Marta Guachaca Quebrada Valencia 11,243000000

0 

-

73,805111110

0 

Santa Marta Taganga Taganga 11,267464000

0 

-

74,189001000

0 

Santa Marta Guachaca Vereda La Union 11,932257000
0 

73,818063000

0 

Santa Marta Guachaca Vereda Quebrada Maria 11,238833330

0 

-

73,788472220

0 

Santa Marta Guachaca Via al Encanto 11,247462000

0 

-

73,838933000

0 

Urban Santa Marta Santa Marta Barrio 11 de noviembre 11,224416670

0 

-

74,151666670

0 
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Santa Marta Santa Marta Barrio 17 de diciembre 11,245303000

0 

-

74,180498000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio 20 de julio 11,251083330

0 

-

74,195861110

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio 20 de Octubre 11,229449000

0 

-

74,143770000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Asocons 11,215555560

0 

-

74,173500000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Bolivariana 11,224178000

0 

-

74,170181000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Ciudad Equidad 11,198861110

0 

-

74,164083330

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio La Lucha 11,217500000

0 

-

74,191694440

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio La Quemada - 

Gaira 

12,862583330

0 

-

74,217722220

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio La teneria/Puerto 

Mosquito 

11,235472220

0 

-

74,218833330

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Las Manguitas/La 

Paz 

11,149833330

0 

-

74,219472220

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Maria Eugenia 11,219911000

0 

-

74,207970000

0 
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Santa Marta Santa Marta Barrio Modelo - Gaira 11,194611110

0 

-

74,221861110

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Nueva Bettel - 

Gaira 

11,190361110

0 

-

74,214611110

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Oasis 11,238833330

0 

-

74,163944440

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Paraiso - Pantano 11,237194440

0 

-

74,171055560

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Pescaito 11,253194440

0 

-

74,207611110

0 

Santa Marta Bonda Barrio Santa Ana 11,233416670

0 

-

74,122777780

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Santa Catalina 11,234502000

0 

-

74,198181000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Villa Sara 11,238434000

0 

-

74,175709000

0 

Santa Marta Santa Marta Barrio Villa Sara 11,238434000

0 

-

74,175709000

0 

Santa Marta Santa Marta Batallon Cordoba 11,232217000

0 

-

74,218435000

0 

Santa Marta Santa Marta Pozos Colorados 11,169538000

0 

-

74,232477000

0 
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Santa Marta Guachaca Puerto Nuevo 11,247527780

0 

-

73,830166670

0 

Santa Marta Santa Marta Universidad Cooperativa 11,224334000

0 

-

74,171096000

0 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure 1. Agarose Gel Electrophoresis of mosquito pools using 

primers targeting ZIKV 
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Resumen 

Los elementos virales endógenos (EVE, del inglés Endogenous Viral Elements) 

derivan de retrovirus y de virus no retrovirales, siendo el resultado de la 

endogenización de copias del material genético del virus en los cromosomas del 

hospedero. Al ocurrir esto en células de la línea germinal, los EVE han podido ser 

transmitidos a las siguientes generaciones. 

Dentro de los EVE se ha descrito un subgrupo de elementos de virus no retrovirales 

denominados NIRV (del inglés Non-retroviral Integrated RNA Virus). Estos 

elementos, derivados de diversas familias y géneros de virus, constituyen un 

hallazgo de gran interés, debido a que se integran al genoma del hospedero a pesar 

de no derivar de virus que posean mecanismos de retrotranscripción. 

Recientemente se ha descrito que durante la infección con virus dengue (DENV), 

virus Sindbis y virus chikungunya (CHIKV), los fragmentos de ARN se convierten en 

ADN viral (ADNv) mediante la acción de la actividad retrotranscriptasa propia de las 

células. 

El género Flavivirus ha sido reconocido históricamente por incluir un gran número 

de arbovirus de importancia médica distribuidos alrededor del mundo. Un subgrupo 

de flavivirus basal a nivel filogenético está constituido por virus que sólo han sido 

identificados en insectos (ISF, del inglés Insect-Specific Flavivirus). Asimismo, se 

han descrito NIRV derivados de los genomas de ISF, y más crucial aún, estos NIRV 

han sido sugeridos como parte de un importante mecanismo antiviral del mosquito 

vector a través la vía de piARN. En la presente revisión se discuten las evidencias 

de la presencia de NIRV en especies de vectores de importancia médica, como 
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Aedes (Ae) aegypti y su potencial impacto en la competencia vectorial en zonas 

endémicas para arbovirus. 

Palabras clave : Elementos virales endógenos; artrópodos; inmunidad innata; 

arbovirus. 

Introducción 

La interacción ancestral entre los genomas de los virus y sus huéspedes ha sido 

evidenciada desde hace al menos 5 décadas (1,2). Múltiples estudios han 

demostrado la aparición espontánea o inducida de genomas del género 

Gammaretrovirus (anteriormente denominados retrovirus tipo C) (3), a partir del 

cultivo o co-cultivo de células de diferentes especies de mamíferos y aves (4–6). 

En 1974, Benveniste & Todaro reportaron la presencia de elementos virales 

endógenos (EVE, por sus siglas en inglés) en el ADN de células de primate, 

relacionados con el ácido nucleico de un retrovirus similar al virus de la leucemia 

felina (FeLV) (7). Utilizando ensayos in vitro de infección con diferentes retrovirus, 

se evidenció que FeLV podía generar progenie viral en cultivos celulares de 

primates, por esto los nombraron retrovirus endógenos (ERV, por sus siglas en 

inglés). Más recientemente, se han evidenciado inserciones de secuencias de virus 

no retrovirales (NIRV, del inglés Non-retroviral Integrated RNA Virus) adquiridas a 

lo largo de la evolución en diferentes especies (8). 

La capacidad de estos elementos para transmitirse verticalmente depende de su 

presencia en células de la línea germinal y que su integración no afecte la viabilidad 

o supervivencia del huésped. Asimismo, su impacto en la evolución de los 
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huéspedes dependerá del tiempo transcurrido desde que el evento de integración 

haya ocurrido en los antepasados (9) y del papel funcional que estos elementos 

adquieran en la respuesta a las presiones selectivas impuestas por el ambiente (10). 

Relaciones coevolutivas entre los virus y sus hospederos 

Mediante el estudio por microscopía electrónica e hibridación de ácidos nucleicos 

en tejido placentario de babuino, se observó la producción de ARN similar al virus 

tipo C, el cual se denominó virus M7 (11). Además de este gammaretrovirus 

endógeno transmitido verticalmente en primates, experimentos similares 

demostraron la presencia y transmisión vertical de ERV en diversas especies (7). 

Estos hallazgos, sumados a las observaciones de expresión diferencial, condujeron 

al descubrimiento del papel de los retrovirus endógenos en la formación de la 

placenta de los primates, roedores, rumiantes y carnívoros (12). El gen codificante 

para la proteína de envoltura (env) de retrovirus ancestrales que infectaron y 

alcanzaron la línea germinal de los antepasados de los mamíferos placentarios, 

habría derivado luego de la evolución de millones de años, en el origen de las 

proteínas denominadas sincitinas, cuyo papel en la fusión de células, origen y 

complejidad del sincitiotrofoblasto que forma la interfaz materno-fetal, habría 

determinado el establecimiento  de los mamíferos placentarios (13,14). 

Una estructura similar a la placenta surgió como convergencia evolutiva en un grupo 

de reptiles (familia Scincidae), distante filogenéticamente de los mamíferos, 

alcanzando un máximo nivel de complejidad en los lagartos vivíparos del género 

Mabuya que se distribuyen ampliamente a nivel mundial (15). La identificación del 

gen Sincitin-Mab1, que codifica para una sincitina de origen retroviral con actividad 
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fusogénica, conservada en todas las especies que comprenden este género, 

evidencia el impacto de las infecciones virales en el destino evolutivo y radiación 

adaptativa de las especies biológicas. 

De igual forma, se ha demostrado que la proteína Arc es fundamental para la 

plasticidad sináptica, y que está evolutivamente relacionada con la proteína viral 

gag y la formación de estructuras similares a las cápsides de los virus, lo que le 

permite transferir los ARNm entre las células del sistema nervioso, sirviendo como 

mediador del tráfico intercelular (16). Arc se originó a partir de retrotransposones 

Ty3/ Gypsy y se adaptó en vertebrados superiores para funciones sinápticas. 

Además, la eliminación genética de Arc en modelos experimentales in vivo produce 

déficit de memoria sin alterar los comportamientos de aprendizaje (17). 

Por otro lado, se ha sugerido un papel protector de los ERV frente a las infecciones 

virales, como resultado de la activación de genes estimulados por interferón (ISG, 

por sus siglas en inglés), que generan un estado antiviral (18). 

La biogénesis de los EVE aún no ha sido totalmente dilucidada, pero se han 

propuesto algunas vías que podrían explicar el proceso. Los retrovirus son los virus 

que por excelencia se integran en el genoma hospedero. Debido a su estrategia de 

replicación realizan un paso obligatorio en el núcleo, la infección de células de la 

línea germinal se convierte en una oportunidad para generar alteraciones 

heredables que trascienden a las generaciones posteriores (8)(19). Para los virus 

no retrovirales que se integran al genoma del hospedero, se han descrito estrategias 

que ayudan a entender su inserción. La integración se produce a través de la 
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interacción con secuencias móviles LINE (del inglés: Long Interspersed Nuclear 

Elements), lo que se explicará más adelante en este texto. 

Los EVE revelan complejas interacciones coevolutivas entre los virus y su 

hospedero. Por ejemplo, los ERV interactúan como elementos móviles o 

retrotransposones (20), con la capacidad de integrarse de manera repetida en 

diferentes regiones del genoma del hospedero. 

Hay dos tipos principales de retrotransposones. Los retrotransposones de 

repeticiones terminales largas (LTR), que son similares a los retrovirus en sus 

regiones 5´ y 3´ no traducidas (5´UTR y 3´UTR) (21). Estos retrotransposones 

sintetizan un intermediario de ADN bicatenario a partir de un molde de ARN que 

posteriormente se integra en los cromosomas, utilizando un mecanismo similar al 

de los transposones (22,23). Los retrotransposones LTR codifican una proteína 

similar a la polimerasa (pol), que contiene dominios de: transcriptasa reversa (RT), 

ribonucleasa H (RNasa H), proteasa (PR) e integrasa (IN) (24,25). Análisis de 

secuencias de genomas disponibles dan como resultado que las familias virales de 

EVE denominadas Metaviridae y Pseudoviridae se encuentran mayormente 

representadas por los retrotransposones LTR, estrechamente relacionadas a la 

familia Retroviridae (21). Asimismo, al interior de la familia Retroviridae, existen 

evidencias de ERV derivados de virus de los géneros Alpharetrovirus, 

Betaretrovirus, Gammaretrovirus y Epsilonretrovirus (26,27) 

Por otra parte, los retrotransposones no-LTR se dividen en dos grupos: elementos 

largos intercalados (LINE, del inglés Long Interspersed Elements) y elementos 

cortos intercalados (SINE, del inglés Short Interspersed Elements). 
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Los LINE están conformados por secuencias de aproximadamente 6 kb. En la 

5´UTR se ubica la región promotora, la cual da inicio a la expresión de los 

retrotransposones. También se ubica una región intermedia de longitud variable que 

contiene los marcos de lectura abierta (ORF) para la expresión de las proteínas. 

Finalmente, en el 3´UTR se encuentra una secuencia rica en adeninas y timinas 

encargada de dirigir la poliadenilación (20,28), diferenciándose de los retrovirus y 

retrotransposones como se explica en la figura 1. 

Los no-LTR LINE presentan características particulares para cada elemento, por 

ejemplo, el elemento LINE-1 humano (L1) tiene alta variación en sitios donde se 

integra; contrario a los elementos R1 y R2 de insecto que solo se insertan en 

secuencias muy precisas de los genes de ARN ribosomal (29) 

Por su parte, los SINE son elementos de aproximadamente 300 pb, no codifican 

para una proteína funcional de RT y dependen de los elementos móviles. Los no-

LTR SINE no pueden transponerse por sí mismos, por lo cual secuestran la 

maquinaria de los retrotransposones LINE, como es el caso del elemento Alu en 

humanos (30).  

Los retrotransposones son altamente repetitivos y en algún momento se 

consideraron ADN basura, por el gran desconocimiento que existe sobre su papel 

funcional. 

La evolución del genoma de los vertebrados ha estado intervenida por múltiples 

eventos como las mutaciones, duplicaciones, traslocaciones, recombinaciones, etc, 
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y se ha evidenciado que los retrotransposones no-LTR han cumplido un rol 

importante en el aumento de la variación del genoma (31,32). 

Uno de los retrotransposones no-LTR más estudiados es el elemento L1. La 

inserción de L1 en el genoma humano representa aproximadamente 1 de cada 1200 

mutaciones y algunas de ellas pueden causar enfermedades (33,34). Normalmente, 

este retrotransposon permanece inactivo por marcas epigenéticas impidiendo que 

se transcriba y posteriormente se inserte. En 2019 Sultán y col, clonaron en una 

línea celular humana, un plásmido que expresaba L1, eliminando las marcas 

epigenéticas. Así pudieron evidenciar que los elementos se insertaron en el genoma 

del hospedero con aproximadamente 1500 inserciones, concluyendo que este 

retrotransposon se puede copiar a sí mismo y, dependiendo de la región de 

integración generar mutagénesis insercional, causando enfermedades como la 

hemofilia y el cáncer (35). Este trabajo ayudó a ilustrar las trayectorias co-

adaptativas de elementos transponibles (ET), los cuales tienen la capacidad de 

moverse y/o multiplicarse a nuevas posiciones en el genoma, generando 

inestabilidad genómica (35) La abundancia de los retrotransposones varía 

significativamente entre especies (3% al 20%) (36–40) 
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Figura 1. Esquema comparativo de la estructura de retrovirus, retrotransposon LTR 

y elementos LINE con el porcentaje que se encuentra en el genoma humano. Las 

cabezas de flecha horizontales representan la duplicación en los blancos de 

inserción, TSD (Target Site Duplication), gag: proteína de la cápside, PR: proteasa, 

RT: transcriptasa inversa, env: proteína de envoltura. 

Endogenización de fragmentos virales a partir de virus de ARN no retrovirales 

Ensayos experimentales de infecciones persistentes individuales con diversos virus 

ARN no retrovirales, realizados en 1975 por Zhdanov y cols, sugieren que la 

actividad de transcriptasas reversas (RT) de la célula huésped permite copiar 

fragmentos de ARN viral que son posteriormente integrados como ADN en el 

genoma del huésped (41). Este estudio permitió demostrar la integración de ADN 

derivado del genoma de virus ARN como el sarampión, el virus Sindbis (SINV) y el 

virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) en células de aves, 
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mamíferos e incluso humanas, luego de la infección persistente. Estudios más 

recientes han permitido la identificación de fósiles virales similares a bornavirus y 

ebolavirus en el genoma de los mamíferos (4,42). 

La generación de especies de ADN viral (ADNv) a partir de virus ARN no retrovirales 

es un requisito indispensable para su posterior integración, dependiente de la 

actividad transcriptasa inversa de la célula, presumiblemente derivada de los 

retrotransposones (43). 

Los EVE de virus no retrovirales, también conocidos como NIRV se consideran 

raros, ya que en general se trata de virus citoplasmáticos cuyo ciclo de replicación 

natural no involucra la síntesis de ADN. Sin embargo, NIRV derivados de virus 

vegetales han demostrado ser frecuentes en el genoma de una gran diversidad de 

insectos (44) y en la actualidad se consideran una ventaja evolutiva como fuente de 

memoria inmune ante infecciones virales (10). 

Aún no existe evidencia de un mecanismo preciso para la endogenización de los 

NIRV. Se sugiere que ésta podría ser el resultado de la unión al ADN no homólogo 

en los sitios de daño del ADN (45).  

Después de 30 años de los ensayos realizados por Zhdanov, Crochu y cols fue 

confirmada la existencia y transferencia de los NIRV en células eucariotas. Se 

reportó la presencia de más de 30 secuencias de flavivirus transmitidos por 

artrópodos y flavivirus insecto específicos (ISF, del inglés Insect-Specific Flavivirus) 

en líneas celulares derivadas de Ae. aegypti y Ae. albopictus (46–48). Además, se 

pudo identificar secuencias de ADN relacionadas con la proteína no estructural NS3 
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en las líneas celulares no infectadas. Las inserciones se encontraban en tres puntos 

diferentes del genoma de la línea celular, una inserción principal que incluye un ORF 

que corresponde aproximadamente al 50% de la poliproteína de flavivirus. Se 

observó también la presencia del virus CSA (del inglés: Cell silent agent) en el 

genoma de los mosquitos evaluados. Este hallazgo, así como las regiones ricas en 

transposones en el genoma de mosquitos sugieren un papel importante de los NIRV 

en la relación virus-hospedero (49). 

Belyi y cols, en el 2010, identificaron NIRV en vertebrados, comparando 5666 

secuencias de genes virales de todas las familias no retrovirales reportadas con 48 

secuencias genómicas de vertebrados. Se identificaron aproximadamente 80 

secuencias de ADN genómico viral en 19 especies de vertebrados, que 

probablemente se insertaron hace alrededor de 40 millones de años. La mayoría de 

los NIRV encontrados son de virus similares a virus ébola, Marburg y bornavirus 

(4,42).  

Al aumentar el número de nuevos NIRV descritos, se hace importante dilucidar el 

mecanismo de integración, debido a que estos virus no retrovirales no codifican para 

ninguna enzima con actividad RT e integrasa. 

Se ha reportado la integración de secuencias parciales del virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV) in vitro e in vivo en modelos murinos y la 

participación de la partícula A intracisternal (IAP) (retrotransposon LTR fundamental 

para la integración eficiente) (50). 
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Para el virus de la enfermedad Borna (BDV), el cual es también un virus de ARN de 

sentido negativo cuyo ciclo exógeno de replicación se realiza en el núcleo, se 

demostró que BDV en su ciclo endógeno al integrarse al cromosoma está delimitado 

por una cola poli-A y por un TSD (del inglés: Target Site Duplication) (42). Se 

establece que LINE-1 está participando de la transcripción inversa e integración del 

NIRV de BDV, sugiriendo que la integración de los NIRV está mediada por 

retrotransposones LTR o no- LTR (51). 

Los NIRV son altamente importantes debido a que algunos se originaron a partir de 

virus patógenos exógenos de gran importancia en salud pública (52,53). De igual 

modo, la relación entre los NIRV y los arbovirus es importante para la salud pública 

debido a que se conoce poco de la interacción virus-mosquito y del impacto de los 

NIRV en la transmisión de arbovirus estrechamente relacionados al virus 

responsable de la integración. 

Palatini y col, utilizando una batería de 424 virus ARN, buscados en 22 genomas de 

mosquitos publicados hasta la fecha, identificaron una alta abundancia de NIRV, 

81% de los cuales se presentaron en el género Aedes. De estos, el 63% se 

identificaron en Ae. aegyti, y el 37% en Ae. albopictus (43,53). 

Nag y cols evaluaron e identificaron formas de ADNv producidas por las infecciones 

persistentes de los arbovirus West Nile virus, Dengue virus y La Crosse virusen 

líneas celulares de mosquito (54) . Las secuencias de ADNv identificadas 

representan regiones aleatorias del genoma viral, característica que denominaron 

“parches”. Posteriormente, dando continuidad a los resultados encontrados, se 

evaluó la presencia de formas de ADNv a partir de otros virus ARN (virus Zika-ZIKV) 
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en líneas celulares de mosquito y en mosquitos, obteniendo como resultado la 

presencia de secuencias virales distribuidas en el genoma (45,55). La formación de 

ADNv estaría estrechamente relacionada con la transcriptasa reversa de los 

retrotransposones celulares  (45,55,56). Estas secuencias de ADNv son el primer 

paso para la integración en el genoma del hospedero, como se evidencia en la figura 

2. Hasta la fecha no se ha descrito una vía clara para la inserción del ADNv, se 

presume que podría ser por recombinación no homóloga mediante el mecanismo 

de reparación de unión de extremos no homólogos (NHEJ del inglés Non-

homologous DNA end joining) (46). 

Recientemente, Z. Whitfield y cols realizaron hallazgos importantes sobre la 

organización de los NIRV presentes en la línea celular Aag2 de Ae. aegypti (55). 

Utilizando la contigüidad de los NIRV, asociada a las lecturas de secuencias largas 

del genoma, se identificaron 472 NIRV en el genoma de Aag2 con un total de 8 

familias presentes. Las familias de mayor prevalencia son Rhabdoviridae, 

Flaviviridae y Chuviridae. Los NIRV encontrados se relacionan con gran variedad 

de ISF como: Aedes flavivirus, Kamiti River virus, Mosquito flavivirus, Culex 

flavivirus y Cell fusing agent virus para el genoma de Ae. aegypti. Además, se pudo 

establecer que los NIRV se adquieren mediante recombinación con 

retrotransposones LTR específicos (familia Ty3, gyps y Pao Bell) y que se organizan 

en loci de aproximadamente 50 kb. En los loci se encuentran LTR y NIRV, 

obteniendo mayor densidad de ARN asociado con la proteína PIWI (piARN), 

proponiendo que los NIRV generan piARN, y que pueden establecer una respuesta 

antiviral o tolerancia a la infección viral, sugiriendo un efecto directo en la 



74 
 

competencia vectorial, lo que será de utilidad para la vigilancia entomo-virológica en 

la salud pública de las arbovirosis (57). 

 

Figura 2. Formación de NIRV en una célula infectada por un virus ARN no retroviral. 

El virus ARN no retroviral infecta la célula liberando el ARN viral en el citoplasma 

para la replicación y producción de progenie viral. En este punto se inicia un paso 

alterno a la biogénesis canónica del virus. El ARN viral es transcrito a ADNv 

mediante el uso de las RT de los retrotransposones. Así ingresa al núcleo y se 

inserta al genoma del hospedero. Diagrama creado en BioRender.com. 

La vía de ARN que interactúa con PIWI es un potente mecanismo antiviral en 

insectos 

Virus transmitidos por artrópodos como el dengue, Zika, CHIKV, fiebre amarilla, 

entre otros, se replican en su vector sin causarle patogénesis aparente. Se ha 
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sugerido su capacidad para tolerar altos niveles de proliferación del virus sin sufrir 

una patología significativa. Las células de insectos y los mosquitos infectados con 

arbovirus, producen fragmentos de ADN viral (ADNv) que se integran en los 

genomas de los mosquitos (45,54,58), La síntesis de ADNV está mediada por la 

actividad transcriptasa inversa de los transposones del mosquito, utilizando 

genomas virales defectuosos como plantillas y está modulada por Dicer-2 (59) Las 

transcripciones derivadas de EVE insertadas en grupos de piARN activan la ruta de 

piARN, que se expande en los mosquitos, para generar piARN derivados de virus 

(piARNv) que contribuyen a la resistencia antiviral del mosquito (60,61) Esto se 

demostró cuando mosquitos Ae. albopictus se infectaron CHIKV tratados con AZT, 

un inhibidor de la transcriptasa inversa, esto redujo los niveles de ADNV y aumentó 

la mortalidad del vector después de la infección sin alteraciones en las cargas 

virales, lo que sugiere que la tolerancia a la enfermedad por arbovirus depende de 

la formación de ADNV (62,63)   

Este mecanismo se ha descrito ampliamente para Drosophila (D.) melanogaster 

como un sistema antiviral que utiliza vías de ARN interferente (ARNi) a partir de 

NIRV (64–67). De igual forma sucede en Ae. aegypti, uno de los vectores más 

importantes de arbovirosis, con una alta importancia en salud pública. 

Goic y cols dilucidaron la presencia de mecanismos similares a los de D. 

melanogaster en vectores de enfermedades humanas (56). Evaluando CHIKV de 

linaje Índico en mosquitos Ae. aegypti y Ae. albopictus, comprobaron la producción 

de pequeños ARN a partir de NIRV como posible respuesta inmune antiviral. Estos 

pequeños ARN serían procesados a través de la vía de piARN, siendo encontrados 
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en alta densidad en cultivos celulares de mosquitos, mientras que en mosquitos son 

apenas detectables.Al aumentar las evidencias sobre los NIRV como plantilla para 

generar pequeños ARN interferentes, aumenta el interés en dilucidar su biogénesis,  

implicados en la respuesta inmune viral de los mosquitos y/o su papel en la 

tolerancia a la infección. Relacionados principalmente con la regulación epigenética 

y postranscripcionales de los retrotransposones.  

Los ARNs de interferencia (ARNi) son secuencias pequeñas de ARN que, al unirse 

al ARN mensajero (ARNm) por complementariedad, provocan el silenciamiento 

génico post-transcripcional mediante la degradación de ARNm o bloqueo de la 

traducción. Se han descrito tres vías para los ARNi donde cada clase de ARN difiere 

en su tamaño y biogénesis. La primera vía es la de los pequeños ARN interferentes 

(siARN, del inglés Small Interferfering RNA) que se generan a partir de ARN 

exógeno de doble cadena (dsARN) o a partir de transcriptos celulares. Los siARN 

se asocian con proteínas Argonauta-2 (Ago2) y el complejo de silenciamiento por 

ARN (RISC), dando como resultado la escisión endonucleolítica del ARN blanco. 

Por otro lado, la vía de los microARN (miARN) altamente conservada, consiste en 

pequeños ARN independientes que median la regulación de genes del hospedero, 

se procesan a partir de estructuras “tallo-bucle” de ARN, dependientes de Dicer-1 y 

Ago1, que inhiben la traducción mediante una complementariedad parcial o total 

entre el miARN y el ARNm (70). 

Por último, la vía de los ARN que se asocian con la proteína PIWI (piARN), es 

mediada por secuencias de ARN de aproximadamente 23-36 nucleótidos, las cuales 

son procesadas mediante precursores de ARN monocatenarios que se trascriben a 
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partir de grupos de piARN y transposones activos. Al estar maduros los piARN se 

asocian con la proteína PIWI para formar los complejos de silenciamiento mediante 

el apareamiento de bases de ARN-ARN. 

Los piARN tienen como función canónica la protección de la integridad del genoma 

de las células germinales, mediante el silenciamiento e inactivación de 

transposones, siendo la vía encargada de controlar los elementos transponibles. 

La biogénesis piARN se ha descrito principalmente para D. melanogaster, en la que 

se conocen dos vías de procesamiento de piARN. El procesamiento primario que 

se lleva a cabo en las células germinales y somáticas de Drosophila procesando 

piARN de aproximadamente 23-29 nucleótidos, denominada como una vía 

genéticamente codificada para producir silenciamiento primario, detectando y 

manteniendo los transposones bajo control o apagando la transcripción después de 

la meiosis. Por otro lado, la vía de procesamiento de piARN secundarios 

(amplificación ping-pong), la cual es exclusiva de células de la vía germinal donde 

los piARN se amplifican en un bucle con la participación de las proteínas Auberegine 

(Aub) y Argonaute3 (AGO3), localizados en el nuge (compartimiento perinuclear de 

las células germinales de animales) o también llamado “cuerpos Yb”, siendo una vía 

adaptativa para amplificar piARN y reprimir transposones activos (71–73). 

Ante esto, se estimó que aproximadamente 30 de 48 especies de artrópodos 

presentan piARN relacionados con NIRV descritos (69). Los mecanismos de 

inmunidad antiviral están mediados por la transcripción y la producción de piARN 

primarios y secundarios en mosquitos, usando los NIRV como plantilla. 



78 
 

El procesamiento de los piARN primarios se genera a partir de regiones 

enriquecidas con remanentes de transposones, los cuales interactúan con la 

endonucleasa Zucchini (Zuc) (74), cortando intermediarios de piARN, produciendo 

piARN con una uridina en la primera posición de nucleótidos (1U) que se carga a 

las proteínas PIWI y Aub. El piARN completa su proceso de maduración cuando en 

el extremo 3´ se localiza un 2'- O- metilo; siendo el paso final en el ensamblaje del 

complejo piARN-enzima (75–77), como se puede observar en la Figura 3. Los 

piARN maduros antisentido (capaces de actuar como oligonucleótidos para reprimir 

elementos de ADN móviles complementarios) se translocan al núcleo e interactúan 

con las proteínas Asterix y Panoramix realizando el silenciamiento transcripcional 

de los transposones (78,79). 

Posteriormente, los piARN primarios antisentido (piARN maduros) son cargados en 

Aub en el citoplasma para el reconocimiento y corte del mARN y la producción de 

piARN secundarios asociados con Ago3, ciclo denominado ping-pong. Es así como 

a partir del corte en el ARNm de transposones de piARN antisentido se genera 

piARN sentido, complementario a los elementos blanco (73), permitiendo que los 

piARN sentido y antisentido aumenten la producción de ARN capaces de silenciar 

la respuesta activa de los transposones (80,81). Los piARN sentido asociados a 

Ago3 se caracterizan por tener residuos de adenosina en su décimo nucleótido 

(10A), por lo cual el hallazgo de un piARN con 1U y 10A, se considera producto del 

procesamiento secundario ping-pong, confiriendo especificidad en la vía piARN, ya 

que la amplificación de piARN primarios es diversa y solo los piARN que realicen 

amplificación secundaria son los que reconocen transposones activos (Fig. 2) (82). 
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Finalmente, los piARN antisentido primario y el piARN sentido recién producido 

tienen una superposición de aproximadamente 10 nucleótidos (nt). 

Se han denominado clústeres de piARN a regiones del genoma del mosquito 

conformadas por secuencias de elementos transponibles que generan ARN 

monocatenario de aproximadamente entre 24-30 nt, los cuales son nombrados 

piARN, y demuestran que la interacción de los retrotransposones y los piARN es 

suficiente para generar una nueva ubicación en el genoma, formando un nuevo 

locus (77). Cualquier secuencia que se inserte en los clústeres de piARN será fuente 

de nuevos piARN (83). 

En Aedes spp., la vía de piARN se detecta en el tejido somático de los mosquitos y 

tiene algunas diferencias con la descrita para D. melanogaster. En Ae. aegypti 

intervienen un número mayor de proteínas PIWI (Piwi 1 -7 y Ago3). Piwi5 y Ago3 se 

unen al piARN viral (piARNv) antisentido. Piwi5 se une a los piARN marcado con 

1U y Ago3 se une a piARN 10A Los precursores de los piARN de Ae. aegypti son: 

ARN viral, secuencias de transposones y ARNm (Fig.3) (80–82). 

La importancia de los mosquitos del género Aedes está relacionada con su impacto 

en salud pública como vectores de virus transmisibles a los humanos, por lo cual se 

ha descrito la presencia de pequeños ARN producto de infecciones con arbovirus y 

su interacción con los transposones del vector (84). 

Se ha sugerido que esta vía antiviral en mosquitos no elimina el patógeno por 

completo, relacionándose así con una infección persistente que ayuda a que el 

mosquito pueda tener en su organismo al virus, pero sin verse afectado por éste. 
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Tal evento se ha nombrado como tolerancia viral, ya que se controla la replicación 

del virus y se reduce la carga viral (57,85). 

 

 

Figura 3. Modelo de biogénesis de piARN en D. melanogaster (Izquierda) y Ae. 

aegypti (Derecha). Diagrama creado en BioRender.com. 

En las células de la línea germinal de ovario de Drosophila, la vía piARN se inicia a 

partir de un ARNi precursor (pre-piARN) en el núcleo. Cuando se conduce al 

citoplasma donde tiene lugar la biogénesis del piARN primario, los pre-piARN son 

guiados por la endonucleasa Zuc que corta el pre-piARN y produce secuencias con 

la característica 1U en el extremo 5’ del piARN. Los piARN (1U) se guían a Aub para 

que el bucle de amplificación de Ping-Pong (biogénesis de piARN secundario) inicie. 
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La biogénesis secundaria de piARN -1U se unen a Aub guiando la transcripción de 

transposones complementarios con la participación de Zuc. Los productos de piARN 

cortados y maduros se reconocen por tener la firma del ciclo ping-pong; 1U y 10A. 

La biogénesis de piARN en el mosquito Ae. aegypti, se ha estado dilucidando 

recientemente. Se presume que inicia a partir de precursores de piARN (pre-piARN), 

producto de la transcripción de los NIRV que se hayan integrado producto de 

infecciones pasadas persistentes (72,78). El pre-piARN en el citoplasma es cargado 

por la proteína Piwi4. El ciclo ping-pong inicia el bucle de amplificación y el complejo 

1U-piARN / Piwi5 (Piwi6) el cual busca transcriptos complementarias para iniciar la 

hibridación y el corte. Los productos de piARN cortados con la característica 10A se 

unen luego a Ago3 y de manera similar a Piwi5. El transcrito final y maduro tiene 

homología con el ARNm viral generando una regulación sobre éste (57,71,86). 

Recientemente se han publicado dos estudios experimentales que relacionan la 

interacción de ISF, NIRV y arbovirus. El primer estudio evaluó in vitro e in vivo el 

comportamiento entre arbovirus y la cepa del virus del agente de fusión celular 

(CFAV), apoyando la hipótesis de que los ISF pueden reducir la transmisión de 

arbovirus, en cultivos celulares y mosquitos previamente infectados con CFAV, y 

posteriormente infectados con virus dengue o virus Zika, dando como resultado 

menor propagación de la infección arboviral y estableciendo que la reducción de la 

infección por arbovirus fue más drástica cuando la infección de CFAV se estableció 

durante un período de tiempo más largo, antes de la inoculación de arbovirus. 

El segundo estudio investigó el papel del NIRV del CFAV que se encuentra 

naturalmente en las poblaciones de Ae. aegypti. Usando CRISPR- Cas9 crearon 
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mosquitos Ae. aegypti sin el NIRV del CFAV, los cuales fueron infectados 

posteriormente con CFAV. En ausencia del NIRV de CFAV se obtuvo como 

resultado mayor replicación de CFAV y la evidencia de que los piARN cumplen una 

función antiviral al ser producidos en presencia de un NIRV y su virus afín (48,87,88)  

La mayoría de los NIRV descritos hasta la fecha en vectores de importancia médica 

difieren de los arbovirus que circulan en la actualidad, por lo cual, urge la necesidad 

de establecer su impacto real en la competencia vectorial y dinámica de circulación 

de las arbovirosis en zonas endémicas. Asimismo, se hace necesario avanzar en la 

compresión de los mecanismos de inmunidad antiviral de los artrópodos de 

importancia médica, que puedan aportar al desarrollo de nuevas estrategias de 

control. 

Conclusiones 

El estudio de elementos endógenos virales ha cobrado mayor importancia en la 

última década, esto debido al aporte de la tecnología con mayor resolución y al 

enriquecimiento de las bases de datos de secuencias genómicas, lo que ha 

aumentado el número de nuevos EVE reportados en vertebrados e invertebrados. 

El mecanismo que se ha descrito para los retrotransposones ha sido propuesto para 

explicar la endogenización de los EVE y la participación específica de cada clase 

de retrotransposones (LTR y no-LTR). 

Los EVE se originan por infecciones persistentes durante la línea de tiempo, y la 

mayoría de NIRV son provenientes de ISF, probablemente por la presión de 

selección que actúa sobre ellos. Esto contribuye a la evolución de los hospederos y 
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aporta a la carrera armamentista virus-hospedero que se lleva a cabo desde hace 

millones de años. Al caracterizar los NIRV, se ha podido establecer su ubicación 

específica en el genoma, cómo los “grupos de piARN” en mosquitos, son 

importantes para la tolerancia a la infección viral y la inmunidad antiviral a partir del 

mecanismo de ARNi. Basados en las evidencias presentadas, los NIRV modulan la 

competencia vectorial mediante la asociación de retrotransposones para su 

endogenización y posterior producción de piARN. Entender este mecanismo aporta 

al desarrollo de nuevas estrategias de vigilancia entomo-virológica. 

Las evidencias presentadas en este escrito nos brindan una nueva perspectiva 

sobre la virología, biología evolutiva y biología celular de la relación virus-

hospedero, para arbovirosis de alto impacto en salud pública. 
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Resumen 

Introducción: La familia Culicidae está conformada por los géneros : Anopheles, 

Culex, Psorophora, Sabethes, Haemagogus, Aedes, entre otros. La mayoría de 

estos géneros son de gran importancia médica por su capacidad de transmitir virus 

y otros agentes patógenos a los humanos. Recientemente se han descrito 

elementos virales endógenos (EVE), que consisten en secuencias virales insertadas 

en el genoma de los artrópodos, cumpliendo funciones en la inmunidad innata 

mediante las vías de pequeños ARN de interferencia (siRNA) y los PIWI ARN 

(piRNA). Los EVE específicos de virus no retrovirales son nombrados NIRV (del 

inglés Non-retroviral Integrated RNA Virus). Objetivo: Determinar la presencia de 

un NIRV en las poblaciones de mosquitos analizadas. Metodología: Especímenes 

capturados en áreas urbana, rural y selvática del distrito de Santa Marta, fueron 

clasificados por taxonomía clásica y molecular. Criopreservadas en grupos de 

aproximadamente 10 individuos y procesados por métodos molecular en la 

detección de virus con cebadores genéricos y específicos para flavivirus y alfavirus. 

Resultados: En este estudio y en el marco de la vigilancia entomo-virológica 

realizada en el distrito de Santa Marta, Colombia, se logró identificar un NIRV similar 

al virus insecto específico Menghai flavivirus en el genoma de Aedes aegypti. La 

presencia de NIRV podría ser determinante en la interacción virus-vector por su 

papel en la inmunidad innata del mosquito, así como en la capacidad vectorial de 

replicación de arbovirus de interés en salud pública. 
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Introducción  

Los arbovirus (virus transmitidos por artrópodos, del inglés Arthropod-Borne 

Viruses) son agentes que se transmiten entre artrópodos hematófagos y 

vertebrados de los cuales se alimentan. El artrópodo actúa como vector biológico, 

permitiendo la replicación del virus y diseminación a los diferentes tejidos. Los 

artrópodos de mayor importancia médica son los mosquitos, siendo los 

responsables de la transmisión de más del 70% de los agentes infecciosos 

emergentes y reemergentes (1). Asimismo, los arbovirus de mayor importancia en 

salud pública son aquellos que han logrado establecerse en el ciclo urbano, 

pertenecientes principalmente a los géneros Flavivirus (Familia Flaviviridae) y 

Alphavirus (Familia Togaviridae) (2). 

El género Flavivirus incluye más de 70 virus que a su vez se dividen en virus 

transmitidos por mosquitos, virus transmitidos por garrapatas, virus insecto 

específicos y otros sin un vector conocido (2). El virus de la fiebre amarilla (YFV), 

presente desde la época de la colonia y controlado su ciclo urbano a través de la 

administración de una vacuna efectiva en población a riesgo, continúa siendo un 

problema por el frecuente contacto entre el humano y los vectores propios del ciclo 

selvático en zonas con circulación del virus, como ha ocurrido recientemente en 

Brasil (3). El virus dengue (DENV) por su parte, ha sido un problema de salud 

pública por décadas y de mayor importancia en los últimos años, cuando se han 

registrado epidemias de mayor magnitud y un incremento progresivo en la letalidad 

por dengue grave (4). Importantes arbovirus como el virus chikungunya (CHIKV) y 

virus Zika (ZIKV) han reemergido recientemente con un incremento significativo de 
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su rango de distribución (5,6). Todos estos virus tienen en común su habilidad para 

ser transmitidos por el mosquito Ae. aegypti, su principal vector, garantizando su 

máximo impacto a nivel epidemiológico. 

Existe una amplia lista de arbovirus de los géneros Flavivirus y Alphavirus que son 

mantenidos en ciclos enzoóticos, en vectores y hospederos propios de la zona 

selvática y que, esporádicamente, logran mantener ciclos epizoóticos que 

involucran animales domésticos como equinos y aves, aumentando el riesgo de 

zoonosis (7). Otros arbovirus han sido postulados recientemente como potenciales 

amenazas para la salud pública, entre ellos el virus Oropouche (OROV), transmitido 

principalmente por dípteros de las familia Culicidae (géneros Culex, Ochlerotatus, 

Coquillettidia, en el ciclo selvático (8) y de la familia Ceratopogonidae (género 

Culicoides) en la zona urbana (9)  

Los ciclos de transmisión y dinámicas de las arbovirosis son el resultado de 

interacciones multifactoriales entre la tríada mosquito-arbovirus-hospedero y un 

sinnúmero de factores externos (sociales, ambientales, demográficos, etc.) (10). 

Recientemente, la dinámica de las arbovirosis ha tomado mayor relevancia por el 

impacto de las interacciones en la competencia vectorial e inmunidad innata de los 

mosquitos, en especial de la especie Ae. aegypti y virus de la familia Flaviviridae 

(11–14). 

Al interior del género Flavivirus se ha descrito un grupo diverso y basal a nivel 

filogenético, constituido por virus que solo han sido identificados en insectos (ISF, 

del inglés Insect-Specific Flaviviruses) y cuyos estudios in vitro e in vivo demuestran 
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su incapacidad para infectar células de vertebrados (1). La infección persistente por 

flavivirus en células de insecto conlleva a la generación rápida de especies de DNA 

viral (15,16), producto de la retrotranscripción mediada por proteínas celulares (17). 

Asimismo, la presencia de DNA es determinante para la integración al genoma del 

hospedero, como los NIRV (del inglés Non-retroviral Integrated RNA Viruses) 

recientemente descritos (18–21). Los NIRV han sido asociados con la vía de 

biogénesis de piARN (PIWI ARNs), que constituye un importante mecanismo 

antiviral del hospedero (22–24). 

La integración de fragmentos del genoma viral en el genoma del hospedero podría 

tener un impacto negativo en el desempeño de pruebas moleculares y un impacto 

por determinar para la competencia vectorial del mosquito, razón por la cual se hace 

decisivo su estudio. 

Materiales y métodos 

Muestreo  

Se capturaron especímenes de mosquitos adultos mediante tres metodologías 

diferentes. En la zona urbana se realizó captura manual con redes entomológicas y 

aspiradores en el interior de las viviendas entre las 8:00 horas y las 11:00 horas. En 

la zona rural se instalaron trampas de luz CDC cebadas con CO2 en el exterior de 

las viviendas entre las 18:00 y las 6:00 horas del día siguiente, entre las 19:00 y las 

23:00 horas se instaló una trampa Shannon con captura activa mediante 

aspiradores, y la captura manual se realizó dentro y fuera de las casas en transectos 

definidos entre las 7:00 y las 11:00 horas. En la zona selvática se instalaron trampas 

de luz CDC cebadas con CO2 en el bosque a 1,5 m del suelo, se instaló una trampa 
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Shannon entre las 19:00 y las 23:00 horas, y se realizó captura manual en 

transectos definidos entre las 7:00 y las 11:00 horas. 

Identificación de especímenes 

Los especímenes de mosquitos capturados se separaron rápidamente en campo (o 

en el Laboratorio de Entomología si las muestras se recolectaron en el área urbana) 

según el morfotipo con la ayuda de un estereomicroscopio y una placa fría, se 

agruparon y se almacenaron a -196 ºC en nitrógeno líquido para la detección 

virológica. 

Extracción de ARN total 

Grupos de mosquitos entre 10 a 15 individuos se homogenizaron en buffer RLT con 

perlas de circonio libres de ARNasas en un homogeneizador BeadBug (BenchMark 

Inc.) durante 25 segundos y 4000 rpm, y el ARN total de las muestras de mosquitos 

completos se extrajo con el estuche RNeasy mini (QIAGEN Inc.) siguiendo 

recomendaciones del fabricante. Alternativamente, los grupos de mosquitos se 

homogenizaron en PBS al 1% de penicilina/estreptomicina y se usaron alícuotas de 

140 µl para la extracción de ARN usando el estuche de ARN viral QIAamp mini 

(QIAGEN Inc.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ARN fue 

almacenado a -80°C. 

Síntesis de ADNc y ensayos PCR genéricos y específicos 

Las extracciones de ARN se usaron para la síntesis de ADNc de primera cadena 

con la transcriptasa inversa SuperScript IV (Invitrogen), siguiendo indicaciones del 

fabricante. 

Se realizaron PCR genéricas para la detección de miembros de los géneros 

Flavivirus y Alphavirus (10,11), como se describió en el capítulo 3. A partir del 
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resultado positivo para flavivirus obtenido para el grupo con código CIST0332, se 

llevó a cabo la identificación específica de DENV y ZIKV. Posteriormente, se 

diseñaron cebadores para la caracterización de regiones adyacentes al fragmento 

de flavivirus identificado en muestras negativas para DENV y ZIKV (Figura 1), con 

el fin de determinar su existencia como genoma viral o como fragmento 

subgenómico integrado en el genoma del vector Ae. aegypti. 

 

Figura 1. Estrategia de amplificación a partir del genoma de Menghai flavivirus y de 

Ae. aegypti. Se diseñaron parejas de cebadores que se extienden corriente arriba y 

corriente debajo de la región amplificada por la RT-PCR genérica de flavivirus 

(MAMD-F-cFD-2R), tanto en el genoma del virus identificado, como en el genoma 

del vector, teniendo en cuenta el antecedente de una región quimérica reportado en 

GenBank (AY347953.2). 

Secuenciación y manejo de secuencias 

Los amplicones fueron purificados y secuenciados con cebadores directos e 

inversos espaciados cada 250 pb aproximadamente, mediante servicio de 

secuenciación directa (Macrogen Inc., Corea del Sur). La visualización de 
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electroferogramas, el ensamblaje de contigs y el recorte para eliminar las 

secuencias de orientación de los cebadores se realizó a través del software 

Geneious V9.1.8 (Biomatters Ltd). Las matrices de secuencias de ADN alineadas, 

incluidas las secuencias obtenidas en el presente estudio, se generaron a través del 

algoritmo ClustalW implementado en el software Mega7 (16). 

Análisis filogenético 

Se prepararon conjuntos de secuencias de cepas representativas de flavivirus 

insecto específicos para alineación e inferencia filogenética. La matriz para flavivirus 

específicos de insectos contenía 55 secuencias de 250 pb de especies 

representativas. Las matrices de secuencia se alinearon mediante el software 

ClustalX2.1 (25). Las estimaciones de distancias genéticas y diversidad se 

obtuvieron mediante el software Mega 7 (26). La inferencia filogenética se realizó a 

través de los algoritmos Neighbor Joining y Maximum Likelihood implementados en 

el software Mega 7 y IQ-TREE, utilizando el modelo de sustitución de nucleótidos 

estimado para los datos y 1000 réplicas de bootstrap. 

Resultados  

En total se analizaron 232 grupos de mosquitos, se obtuvo un resultado positivo 

para los cebadores dirigidos a flavivirus genéricos (51), DENV (3), ZIKV (1), 

Menghai flavivirus (13) y Culex flavivirus (1) A partir del resultado positivo para 

flavivirus mediante RT-PCR utilizando cebadores genéricos (MAMD-F y cFD-2R), 

se realizaron pruebas específicas para la detección de DENV y ZIKV, las cuales 

resultaron negativas (resultados no mostrados). Por lo tanto, se procedió a la 

secuenciación del fragmento de 258 pb correspondiente a una porción del gen NS5 



108 
 

de flavivirus de un grupo  de Ae. aegypti (CIST0332) positivo para flavivirus. La 

búsqueda mediante la herramienta BLASTN permitió la identificación de una firma 

viral similar a flavivirus específicos de insecto, así como a una región quimérica de 

Ae. aegypti reportada previamente (AY347953.2), que a su vez contiene un 

fragmento de Kamiti River virus (Tabla 1). 

Tabla 1. Identificación de secuencias estrechamente relacionadas a la secuencia de 

flavivirus CIST0332, mediante la herramienta de búsqueda de alineamiento básico 

local BLASTN. 

Organism Blast 

Name 

Max 

score 

Total 

score 

Query 

score 

E value Per. 

Ident 

Accession 

Aedes aegypti  mosquito  357 357 100% 1,00E-94 97.16% AY347953.2 

Mosquito flavivirus viruses 278 278 75% 8,00E-71 98.11% HQ676625.1 

Mosquito flavivirus viruses 272 272 75% 4,00E-69 97.48% HQ676624.1 

Phlebotomus flavivirus 

Alg_F19 

viruses 263 263 71% 2,00E-66 98.01% FJ817075.1 

Phlebotomus flavivirus 

Alg_F8  

viruses 257 257 71% 1,00E-64 97.35% FJ817076.1 

Kamiti River virus  viruses 171 171 46% 1,00E-38 38 

97.98% 

DQ335465.1 

Flavivirus CbaAr4001  viruses 161 161 41% 9,00E-36 100.00% DQ232622.1 

 

Se realizó análisis filogenético a partir del alineamiento de la región de flavivirus 

secuenciada, con secuencias de otros ISF disponibles en GenBank, permitiendo 
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demostrar que esta secuencia tiene una relación filogenética más cercana con la 

región quimérica de Ae. aegypti (AY347953.2) seguida de Menghai flavivirus (Figura 

1).  

 

Figura 2. Análisis filogenético de flavivirus insecto-específicos, a partir del análisis 

de 211 pb del gen NS5. El análisis se llevó a cabo mediante Máxima Verosimilitud, 

con 1000 réplicas Bootstrap y fue enraizado en el punto medio para favorecer la 

visualización. 

Se diseñó estrategia in sílico para la amplificación de la región del gen NS5 del 

flavivirus identificado, con el fin de demostrar si la secuencia amplificada se 

encuentra haciendo parte del genoma de un virus per se o en el contexto del 

genoma del Ae. aegypti (Figura 1). Se obtuvo amplificación exitosa con las parejas 

de cebadores dirigidos a la región quimérica del vector (Men_2F-Men_3R) (Figura 

2), así como ausencia de amplificación de la región exclusiva del genoma de 

flavivirus (Men_4F_Men_4R) (datos no mostrados), demostrándose así que la 

región parcial del gen NS5 de flavivirus se encuentra flanqueada por ADN 
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cromosómico de Ae. aegypti, resultante de la integración de un NIRV similar a 

Menghai flavivirus. 

 

Figura 3. Amplificación de regiones genómicas adyacentes al gen NS5 de flavivirus. 

a y b) Amplificación exitosa de las regiones Men_1F-Men1R de 653 pb y 

Men_2Fb_Men_2Rb de 617 pb, presentes en el genoma de flavivirus y en la región 

quimérica del vector. c) Amplificación exitosa de la región Men_2Fb-Men_3R, 

presente exclusivamente en la región quimérica del vector. 

De un total de 1630 mosquitos de la especie Ae. aegypti analizados por biología 

molecular, 131 (8%) fueron positivos para el NIRV similar a Menghai flavivirus 

mediante amplificación de la región Men_2Fb-Men_3R.  
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Tabla 2. Identificación de NIRV en secuencias de ARN de virus no retroviral en 

Aedes aegypti, en zona urbana y rural de Santa Marta, Colombia 

Zona Barrio Número de grupos  Número de grupos 

positivos mosquitos 

Urbana Barrio Villa Sara 3 3/3 

Urbana Batallón Córdoba 4 1/4 

Urbana Pozos Colorados 6 5/6 

Rural Taganga 8 2/8 

Rural Marquetalia 32 2/32 

Rural Quebrada Valencia 49 1/49 

 

Discusión  

Algunos artrópodos son clasificados como vectores debido a su capacidad de 

transmisión activa de un microorganismo patógeno (virus, bacteria o parásito) de un 

vertebrado a otro. Los mosquitos son los principales vectores de las enfermedades 

en los humanos y en los países tropicales causan numerosas muertes anuales 

debido a la malaria y al dengue principalmente (27). Además, en la última década 

los brotes de virus como el CHIKV, ZIKV, Mayaro virus (MAYV) y OROV han 

encendido las alarmas en salud pública, ya que esto significa la expansión de 

enfermedades infecciosas por vectores en el mundo y su real o potencial 

establecimiento en ciclo urbano (28,29). 
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La familia Flaviviridae, incluye cuatro géneros (Flavivirus, Hepacivirus, Pestivirus y 

Pegivirus) y una alta diversidad de especies. El género Flavivirus, reconocido 

históricamente como un importante grupo de arbovirus, está conformado por un 

gran número de especies de importancia médica distribuidas alrededor del mundo, 

en una extensa variedad de ecosistemas e interacciones ecológicas (30–32). Los 

ISF son virus causantes de infecciones persistentes en insectos, cuyas evidencias 

in vitro e in vivo demuestran su incapacidad para infectar células de vertebrados 

(33). 

La infección persistente por flavivirus en células de insecto conlleva la generación 

rápida de especies de ADNv (15,16), lo cual facilitaría su posterior inserción como 

elementos de virus no retrovirales, mejor conocidos como NIRV (20,34). Los NIRV 

han sido recientemente asociados con la vía de biogénesis de piARN (PIWI ARN), 

que constituye un importante mecanismo antiviral del hospedero (35). 

La integración de NIRV en el genoma del hospedero podría tener un impacto 

significativo en la competencia vectorial de especies como Ae. aegypti en zonas 

endémicas para arbovirus, como el Distrito de Santa Marta, Colombia. 

Durante el reciente estudio, desarrollado entre los meses de agosto del 2018 y 

septiembre de 2019, en zonas sugeridas por la Secretaría de Salud del Distrito de 

Santa Marta, teniendo como criterio los reportes de casos de arbovirosis, se 

recolectaron un total de 232 grupos , representativos de tres zonas (selvática, rural 

y urbana) del Distrito de Santa Marta, Colombia, de los cuales 135 grupos  

pertenecen al género Aedes con un total de 1826 individuos. Del total de grupos 
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procesados de Aedes spp., aproximadamente el 10 % de los grupos  fueron 

positivos para un NIRV similar a Menghai flavivirus. 

Estos elementos han sido descritos en diversas regiones geográficas (21,34–36), y 

podrían estar asociados diferencialmente a linajes de Aedes spp que se han 

reportado en el mundo, al igual que sucede en Colombia, donde se ha documentado 

la circulación de diferentes poblaciones de Ae. aegypti (37–41) 

Teniendo en cuenta la identificación del NIRV en mosquitos recolectados en 

diferentes puntos de muestreo y tanto en zona rural como urbana, se infiere que 

dicha integración no es un evento reciente, y que debió haber comprometido células 

de la línea germinal del mosquito que le permitiera mantenerse en la progenie por 

medio de trasmisión vertical a través de las siguientes generaciones (35,42,43). 

El presente reporte de un elemento viral endógeno tipo NIRV similar a Menghai 

flavivirus en vectores como Ae. aegypti ha permitido plantear hipótesis sobre su 

efecto en la tolerancia a la infección (12,13,48) y la inmunidad innata de los 

mosquitos frente a infecciones por arbovirus (18,49–51), además de dar luces sobre 

un nuevo mecanismo de control de arbovirus que a futuro podría ser implementado 

como parte de las medidas en salud pública. 

En el presente estudio, la frecuencia máxima del NIRV fue de aproximadamente el 

10% de los mosquitos Aedes sp capturados, resultado obtenido a partir de los 

análisis moleculares sobre grupos  de mosquitos. En una siguiente fase de la 

investigación, se propone el análisis a partir de mosquitos individuales, para 
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determinar con mayor precisión la frecuencia del NIRV similar a Menghai flavivirus 

en las poblaciones de mosquitos Ae. aegypti del distrito de Santa Marta, Colombia. 

Conclusiones 

Se comprobó por métodos moleculares la presencia de un NIRV en mosquitos 

Ae.aegypti de la zona rural y urbana del distrito de Santa Marta, Colombia entre los 

años 2018 – 2019. Por lo cual es importante comprender la parición e integración 

de secuencias virales en los genomas de los vectores de importancia médica. Y 

determinara si están delimitadas a una población de Ae.aegypti que circulan en 

territorio Colombiano 
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6. DISCUSIÓN GENERAL 

La vigilancia entomo-virológica tiene como objetivo detectar los virus circundantes 

en culícidos de una región por medio de una vigilancia anticipatoria con el fin de 

intentar predecir la transmisión de la ETV y así poder focalizar las medidas de 

control vectorial.  

Actualmente la vigilancia entomológica, basada en índices aédicos tradicionales 

que se realiza de manera rutinaria por las secretarías de salud, ha fallado en 

establecer con certeza las zonas de riesgo y solo algunas secretarías de salud 

tienen la capacidad instalada para realizar vigilancia entomo-virológica, con mayor 

poder para la detección de zonas de riesgo de transmisión de arbovirus. La 

vigilancia entomo-virológica es un sistema eficiente que contribuye a la toma de 

decisiones, permitiendo disminuir el efecto negativo asociado a enfermedades 

virales de los seres humanos. 

La presente investigación describe la vigilancia entomo-virológica realizada en el 

Distrito de Santa Marta, Colombia, como nueva estrategia de búsqueda de vectores 

y virus de importancia médica e interés en salud pública. Se recopiló información 

entomológica y virológica en tres zonas de estudio (urbana, rural y selvática) 

evidenciando la circulación de arbovirus, virus insecto específicos y un elemento 

viral endógeno en las zonas rural y urbana. Se estableció la relación filogenética 

entre los virus DENV que se encontraron en las muestras positivas; asimismo, se 

identificó la circulación del virus insecto-específico denominado Culex flavivirus que 

a la fecha no se había descrito en esta zona del territorio colombiano y, por último, 
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se caracterizó parcialmente un elemento viral endógeno similar a Menghai flavivirus, 

integrado en el genoma de mosquitos Ae. aegypti presentes en las zonas 

muestreadas. Los resultados constituyen un aporte al conocimiento de las especies 

de vectores y virus circulantes en el distrito, de la interacción virus-vector e 

interacción virus-virus en el contexto de coinfecciones del vector con arbovirus e 

ISF, y finalmente, de la dinámica de los arbovirus. 

La identificación de los arbovirus DENV y ZIKV en mosquitos recolectados entre el 

2018 y 2019 en zona urbana, a pesar de reportes de casos exclusivamente de 

dengue, demuestra la importancia de este tipo de estudios, pues permiten reconocer 

la naturaleza de agentes infecciosos que circulan de manera críptica. 

Por otro lado, la serotipificación de DENV es la mejor estrategia disponible para la 

caracterización epidemiológica de brotes y epidemias, debido al papel mayoritario 

que juegan las infecciones secundarias por serotipos heterólogos como factor de 

riesgo para el desarrollo de dengue grave. El conocimiento de la historia de retos 

inmunológicos de la población a nivel local es decisivo para anticipar el riesgo de 

dengue grave en futuras epidemias. 

Los arbovirus en estado natural pueden causar la infección de los artrópodos 

hematófagos en el momento en que estos ingieren sangre de vertebrados 

infectados, los virus son capaces de multiplicarse en los tejidos del artrópodo que 

actúa como vector biológico y permite su transmisión a través de la picadura a los 

vertebrados susceptibles, en el caso de los mosquitos, éstos transmiten diferentes 

virus a una variedad de huéspedes y su mantenimiento en las zonas de influencia 

se debe al resultado de interacciones complejas entre mosquito, arbovirus y 
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hospedero, determinados por variaciones genéticas y aspectos ecológicos y 

ambientales. 

La actualización epidemiológica anual para arbovirus de la Organización 

Panamericana de Salud (OPS) reporta para dengue entre la semana epidemiológica 

1 (SE 1) y la SE 28 del 2022 un total de 2.011.031 casos en la Región de las 

Américas, comparado con la SE 1 y 53 del 2020, donde se notificó un total de 

2,333,43 casos, teniendo en cuenta que el 2020 inicio con una alta transmisión 

hasta que la tendencia del número de casos coincidió con el inicio de las medidas 

de distanciamiento social por el COVID-19, lo cual generó una disminución 

importante en los reportes (59). Colombia, reportó 32.327 casos de dengue hasta la 

SE 28 del 2022, superado por países como Brasil con 1.827.617 casos y Perú con 

56.021 casos, primero y segundo en mayor número de casos en la región de las 

Américas. 

En Colombia, las arbovirosis de mayor incidencia son el dengue, la fiebre 

chikungunya y la infección por virus Zika, debido a las características físicas que 

favorecen la presencia del vector (Ae. aegypti) en el 90% del territorio nacional. Los 

reportes de casos se realizan en el Sistema Nacional de Vigilancia (Sivigila) según 

el cual, en la semana epidemiológica 52 del 2021, se reportaron 53.515 casos entre 

los tres virus, 53.334 casos de dengue, 110 casos de fiebre chikungunya y 71 casos 

de infección por virus Zika. 

El departamento del Amazonas seguido por las ciudades Barranquilla y Cartagena, 

son los territorios de mayor preocupación por el número de casos en aumento, datos 

que no serían muy exactos si se tiene en cuenta el subregistro para este tipo de 



127 
 

enfermedades en la mayor parte del territorio nacional. Barranquilla y Cartagena 

poseen una geografía similar al Distrito de Santa Marta, siendo relevante la mayor 

circulación de turistas que frecuentan zonas de transición entre ambientes selvático, 

rural y urbano, como son el Parque Nacional Natural Tayrona y el Parque Natural 

Sierra Nevada de Santa Marta, lugares que además albergan diferentes 

comunidades indígenas. 

El distrito de Santa Marta a agosto del 2022, reportó 217 casos entre dengue y 

dengue grave. Para chikungunya y Zika no se reportaron casos en el mismo periodo. 

Por esto es de suma importancia una vigilancia entomo-virológica permanente para 

detectar y anticipar posibles brotes en la población susceptible y comunidades 

vulnerables.  

Con técnicas de biología molecular utilizadas en el presente estudio se determinó 

la circulación de DENV del serotipo 1, en la zona urbana en los barrios La lucha, 11 

de noviembre y Ciudad equidad en el año 2018. 

Los géneros y especies más abundantes según el presente estudio fueron Ae. 

aegypti (59.2%) y Culex spp. (11.2%), lo cual guarda coherencia con un mayor 

esfuerzo de muestreo en zonas urbana y rural, así como con el comportamiento 

antropofílico de estas especies. 

El 21.9% de los grupos de mosquitos analizados por biología molecular fueron  

positivos para Flavivirus genérico y el 0.43% de los grupos fueron positivos para 

Culex flavivirus, dato similar reportado en el 2019 en Córdoba, Colombia por 

Miranda et al (28), donde los grupos positivos para Culex flavivirus fueron del 0.6%.  

Al realizar la filogenia de los flavivirus, basada en la región conservada de NS5 de 

la muestra CIST0152 MAMD cFD2R Culex flavivirus CO 2018, se observa que se 
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forma un grupo monofilético con otras secuencias estrechamente relacionadas 

reportadas en todo el mundo de la misma especie siendo cercana a la secuencia de 

referencia NC_008604 de Culex flavivirus. Es importante tener presente esta 

variable, ya que puede llegar a tener un efecto significativo en la competencia 

vectorial. 

Los estudios robustos realizados recientemente nos muestran la secuenciación de 

próxima generación como una nueva tecnología que participa en la búsqueda de 

virus que incluso han llevado al descubrimiento de ISV, los cuales se pueden 

replicar en células de insecto, pero no en vertebrados.(60). En el caso de los 

flavivirus, los ISF no solo se han descrito infectando los vectores, también se han 

encontrado fragmentos de estos virus insertados en el genoma de los vectores 

como elementos virales endógenos, denominados NIRV luego de los hallazgos 

realizados en Ae. aegypti y Ae. albopictus en el 2004 por Crochu et al (61). 

Se han reportado EVE que han alcanzado la fijación y cumplen funciones en sus 

hospederos (descritas en el capítulo 4), por ejemplo, el ERV derivado de gag (gag-

ERV), el cual bloquea la infección por MLV (62). Asimismo, el gen codificante para 

la proteína de envoltura (env) de retrovirus que infectaron y alcanzaron la línea 

germinal de los antepasados de los mamíferos placentarios, habría derivado luego 

de la evolución de millones de años, en el origen de las proteínas denominadas 

sincitinas, cuyo papel en la fusión de células, origen y complejidad del 

sincitiotrofoblasto que forma la interfaz materno-fetal, habría determinado la 

radiación de los mamíferos placentarios (15,63). 

Los EVE se han relacionado con la inmunidad antiviral de los artrópodos. ter Horst 

et al en el 2018 realizaron un estudio en el que se identificaron aproximadamente 
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4.061 EVE en 48 genomas de artrópodos. Estos fueron clasificados como EVE 

enriquecidos por piARN y EVE no enriquecidos por piARN. En general los dos 

grupos no tuvieron diferencias significativas en longitud o identidad (64). 

Los mecanismos de formación de EVE se desconocen a la fecha con precisión, pero 

se ha propuesto que se debe a quimeras de ADN entre secuencias virales de 

infecciones persistentes y parte de una secuencia de elementos transponible que 

se forman durante la transcripción inversa de retrotransposones del hospedero, 

siendo así capaces de integrarse al genoma. 

Olovnikov et al en el 2013 estudiaron la integración de un retrotransposon en una 

nueva ubicación del genoma de Drosophila y su reconocimiento por los piARN 

unidos a proteínas PIWI. Esto fue suficiente para la formación de un nuevo locus 

generador de piARN en la ubicación de la integración (65). El enriquecimiento de 

EVE en grupos de piARN podría deberse a la asociación con los retrotransposones 

y la generación de nuevos grupos piARN en los sitios de integración de quimeras 

virus-transposón. Para Drosophila no se ha descrito funciones antivirales, pero en 

artrópodos del género Aedes sí se ha descrito esta función (65,66) 

En la presente investigación se pudo identificar la presencia de un NIRV en la 

población de Ae. aegypti estudiada en el distrito de Santa Marta. La demostración 

de la integración de este elemento se sustentó en el diseño de una estrategia de 

amplificación, algunos de cuyos cebadores hibridaron de manera específica en el 

genoma viral o en el genoma del mosquito.  

La presencia de virus insecto-específicos y NIRV podría tener un efecto sobre la 

competencia vectorial, ya que se ha demostrado que la presencia de estos puede 

aumentar o disminuir la replicación de algunos arbovirus (33,67–69). En zonas 
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endémicas de arbovirus y podría explicar el mantenimiento del DENV, la baja 

circulación de ZIKV y CHIKV, y la no incriminación de Culex spp. como vectores de 

arbovirus propios del ciclo urbano en Colombia. 

7. CONCLUSIONES  

La presente investigación aporta información relevante sobre la vigilancia entomo-

virológica en el distrito de Santa Marta, Colombia y la primera descripción de un 

elemento endógeno viral similar a un virus insecto-especifico en el genoma de un 

Ae. aegypti. 

Se demostró la circulación de DENV-1 y ZIKV en las poblaciones de vectores de la 

zona urbana del distrito de Santa Marta, lo cual aporta información relevante en la 

toma de decisiones por parte de los programas de vigilancia epidemiológica y 

control de vectores. 

También se evidenció la circulación de Culex flavivirus en mosquitos del género 

Culex, el cual se suma a los ya reportados en el territorio nacional. 

Se reportó la primera evidencia de la presencia de un NIRV en mosquitos 

Ae.aegypti, hallazgo que promueve preguntas tales como: ¿Qué relación tiene el 

NIRV descripto y los arbovirus en circulación? ¿Participa el NIRV en la respuesta 

inmune innata del mosquito frente a infecciones por virus relacionados, tales como 

los flavivirus de importancia en salud pública? ¿Podría tener algún impacto el ISF y 

el NIRV en la competencia vectorial de los mosquitos para los arbovirus presentes 

en ciclo urbano? 
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La vigilancia entomo-virológica permite ampliar la capacidad de predecir la 

transmisión de las enfermedades donde se involucran a los vectores, y a su vez 

proporcionar una herramienta para la implementación e intervenciones oportunas 

como medidas de control y esto solo es posible por medio de supervisión constante. 

8. PERSPECTIVAS  

La vigilancia en Colombia de las enfermedades transmitidas por vectores se realiza 

a través de índices entomológicos y con la notificación de casos, que 

lastimosamente en el país se realizan de manera tardía, lo cual se traduce en 

intervenciones no efectivas a las poblaciones en riesgo. La detección viral en los 

mosquitos mediante pruebas moleculares supone información precisa para la toma 

de decisiones que permitan mitigar las consecuencias en salud pública de la 

población del distrito de Santa Marta y el país (54).  

Este trabajo de investigación pretende ser el precursor de nuevos protocolos que 

permitan la detección de arbovirus y NIRV mediante la realización de pruebas 

moleculares y secuenciación de próxima generación.  

Es importante encontrar los sitios de integración en cada genoma y si estos se 

conservan o no, lo cual sería útil para realizar ensayos de funcionalidad de las 

integraciones.  

Con la evidencia que se tiene hasta el momento se ha planteado la hipótesis de que 

los NIRV actúan expresando piARNs derivados del genoma del virus en el vector 

para generar degradación total o parcial del ARN viral de arbovirus estrechamente 

relacionados, bloqueando la infección o disminuyendo los niveles de virus y 
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favoreciendo la inmunidad innata del mosquito. En este contexto, los NIRV podrían 

ser explotados como una alternativa de control biológico de brotes de arbovirus de 

importancia médica. 
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