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RESUMEN 

Aedes albopictus o mosquito tigre asiático es un vector eficiente de arbovirus 

causantes de enfermedades en los seres humanos con un gran impacto en la 

salud pública mundial. Esta especie ha expandido su rango de distribución 

gracias al transporte asistido por el hombre a través de diferentes vías de 

transporte aéreo, marítimo, y terrestre. Los múltiples eventos de 

introducción de Ae. albopictus en diferentes áreas geográficas del mundo han 

resultado en su adaptación y establecimiento en diferentes entornos, 

favoreciendo su supervivencia. Ae. albopictus llegó a Panamá en 2002, y  tuvo 

un gran éxito de expansión desde su introducción inicial. Este estudio tiene 

como propósito determinar la conectividad poblacional de Ae. albopictus por 

medio de la detección y caracterización de cepas de la bacteria 

endonsimbionte Wolbachia en mosquitos colectados en distintas regiones del 

país. El trabajo intenta establecer una relación entre la probabilidad de 

infección por Wobachia en distintas poblaciones de Ae. albopictus y algunas 

características topográficas del paisaje, incluyendo las principales rutas de 

transporte terrestre. Para lograr estos objetivos se colectaron 661 individuos 

de Ae. albopictus (Huevos, larvas, y/o adultos) en talleres para la compra y 

venta de neumáticos usados y en viviendas distribuidas a lo largo de las 
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principales carreteras y sitios urbanos de Panamá. Por medio de la técnica de 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y marcadores moleculares 

específicos (wsp/ARNr 16 S) se determinó una tasa de infección por 

Wolbachia en Ae. albopictus menor al 30%. Mientras que por secuenciación 

Sanger detectamos la presencia de tres cepas de Wolbachia 

(wAlbA/wAlbB/wPip) ampliamente distribuidas en el país. Finalmente, 

nuestros resultados indican que existe una tendencia a la disminución de las 

infecciones por Wolbachia en función de la distancia entre el punto de colecta 

del mosquito y las principales carreteras de Panamá. 
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SUMMARY 

Aedes albopictus, or the Asian tiger mosquito, is an efficient 

vector of arboviruses that cause human diseases and have a significant 

irnpact on global public health. This species has expanded its range thanks to 

human-assisted transport through various air, sea, and land routes. The 

multiple introductions of Ae. albopictus to different geographic areas around 

the world have resulted in its adaptation and establishment in different 

environments, favoring its survival. Ae. albopictus arrived in Panarna in 2002 

and has enjoyed significant expansion since its initial introduction. This 

study aims to determine the population connectivity of Ae. albopictus by 

detecting and characterizing strains of the endonsymbiotic bacterium 

Wolbachia in mosquitoes collected from different regions of the country. This 

work attempts to establish a relationsbip between the probability of 

Wolbachia infection in different populations of Ae. albopictus and sorne 

topographical features of the landscape, including major land transport 

routes. To achieve these objectives, 661 Ae. albopictus individuals (eggs, 

larvae, and/ or adults) were collected from used tire shops and hornes located 

along major highways and in urban areas of Panarna. Using polymerase 

chain reaction (PCR) and specific molecular markers (wsp/16S rRNA), we 

determined a Wolbachia infection rate in Ae. albopictus of less than 30%. 

Sanger sequencing revealed the presence of three Wolbachia strains 

(wAlbA/wAlbB/wPip) widely distributed in the country. Finaily, our 

results indicate a downward trend in Wolbachia infections with the distance 

between the mosquito collection site and major highways in Panama. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El mosquito Aedes (Stegomya) albopictus (Skuse) (1895), conocido también 

como mosquito tigre asiático (Reinert et al., 2009), es un transmisor de 

enfermedades causadas por virus como dengue, Chikungunya, Zika y fiebre 

amarilla, las cuales impactan negativamente la salud pública mundial 

(Patterson, 2016). Se estima que el 86% de los países del mundo son 

susceptibles a la invasión y adaptabilidad de esta especie de mosquito, así 

como también a la transmisión de los virus que porta (Birungi & 

Munstermann, 2002; Leta et al., 2018). 

Aedes albopictus es originario del Sudeste Asiático, sin embargo, ha logrado 

adaptarse a regiones tropicales y templadas garantizando su expansión 

demográfica mundial. Los primeros reportes de invasión por Ae. albopictus 

ocurrieron en Pacífico Occidental y en la India. Posteriormente, este vector 

invadió África, Oriente Medio, Europa y América (Mogi et al., 2015). Los 

adultos de Ae. albopictus tienen una capacidad de vuelo limitada desde los 

sitios de cría; no obstante su expansión mundial exitosa se debe a que sus 

huevos han desarrollado la capacidad de resistir la desecación en periodos 

prolongados de sequia, lo que ha facilitado su transporte en recipientes 

artificiales mediante diferentes vías de dispersión como el transporte 

marítimo, aéreo, y terrestre transporte vehicular (Swan et al., 2022). 
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Los múltiples eventos de introducción de Ae. albopictus procedente de los 

diferentes destinos continentales e intercontinentales han conllevado a 

cambios en su distribución geográfica inicial, aumentado la posibilidad de 

interacción ecológica con otras especies residentes dentro del genero Aedes 

(Kotsakiozi et al., 2017; Manni et al., 2017; Sherpa et al., 2017). 

El mosquito Ae. albopictus se encuentra naturalmente infectado por dos cepas 

de la bacteria Wolbachia (wAlbA y wAlbB), y por lo tanto, su dispersión 

espacila podría en principio facilitar la dispersión de estas bacterias 

(Rodriguero, 2013; Goubert et al., 2016; Kulkarni et al., 2019). Por otro lado, 

este mosquito ha sido transinfectado con otras cepas de Wolbachia como 

estrategia para el control de las enfermedades que transmite (Cuadro 2). La 

bacteria Wolbachia tiene la capacidad de modificar fenotipos reproductivos y 

de aumentar la supervivencia de su hospedador influyendo en la dinámica 

poblacional y la distribución espacial. Además, algunas cepas de Wolbachia 

pueden reducir la tasa de replicación de virus en su hospedero, entre ellos, el 

dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) (Tram & Sullivan, 

2002; Werren et al., 2008; Kulkarni et al., 2019). 
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En Panamá, Ae. albopictus se reportó por primera vez en el corregimiento de 

la 24 de Diciembre, provincia de Panamá, en el año 2002. Este mosquito logró 

expandirse en menos de diez años en gran parte del territorio nacional, 

asociado con el trasiego de llantas usadas por las principales redes de 

transporte a nivel nacional (Miller & Loaiza, 2015; Bennett et al., 2019). Esta 

actividad sugiere que existe una elevada conectividad poblacional en este 

vector; lo cual pudiese estar relacionado con la presencia y amplia 

distribución de cepas de bacterias del género Wolbachia en la República de 

Panamá. En este sentido, el presente trabajo propone investigar la 

conectividad poblacional de Ae. albopictus utilizando como perspectiva a la 

Wolbachia para conocer su dinámica de dispersión espacial en Panamá. 

Si la conectividad poblacional de Ae. albopictus es elevada debido al 

movimiento pasivo de neumáticos que favorece su dispersión podríamos 

considerar que la distribución espacial de cepas comensales de Wolbachia 

sería también ampliamente dispersada. Por el contrario, si la conectividad 

poblacional de Ae. albopictus es baja, entonces distintas cepas de Wolbachia se 

encontrarían más restringidas geográficamente en el país. Además de esto, 

esperaríamos que los mosquitos encontrados en sitios cercanos a las 

principales carreteras pudiesen tener una mayor probabilidad de infección 
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con cepas de Wolbachia, en comparación con aquellos colectados en sitios 

distantes de la carretera. 

Esta información es importante para las estrategias de mitigación y control 

de los mosquitos Aedes, indicando cuales serían los puntos de liberación y la 

frecuencia de dispersión del Aedes con Wolbachia. 
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OBJETIVOS 

1.1. Objetivo general 

Determinar la composición y distribución de las bacterias Wolbachia 

presentes en poblaciones del mosquito Aedes albopictus en Panamá. 

1.2. Objetivos específicos 

• Detectar e identificar la presencia de bacterias del Género Wolbachia en 

mosquitos de la especie Aedes albopictus colectados en viviendas y talleres 

para la compra y venta de neumáticos usados en la carretera 

panamericana. 

• Investigar la relación que existe entre los puntos de colecta de los 

mosquitos infectados con Wolbachia y la distancia geográfica desde las 

principales carreteras de Panamá. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biología y ecología de la dispersión de Aedes albo pictus 

Aedes albopictus mide aproximadamente de 2 a 10 mm, posee un patrón de 

escamas negras y blancas en el cuerpo y la presencia de una hilera blanca en 

el área media longitudinal del mesonoto. El ciclo de vida involucra varias 

etapas (huevo, larva, pupa y adulto) en un periodo de 7 a 14 días bajo 

condiciones de clima óptimas (26 a 28°C). Los huevos suelen ser ovalados de 

color negro de unos 0,5 mm de longitud, y son ovipositados de forma 

individual en las paredes de los criaderos sobre el nivel del agua. El estado 

de larva involucra cuatro estadios de crecimiento continuo; los cuales varían 

en tamaño; por ejemplo, las larvas de cuarto estadio se convierten en pupa 

experimentando cambios fisiológicos y morfológicos para convertirse en el 

mosquito adulto (Anoopkumar et al., 2017; Rios & Maruniak, 2004). 

A nivel mundial, Ae. albopictus se encuentran en regiones tropicales y 

templadas; condiciones que han llevado a esta especie a desarrollar una alta 

capacidad de adaptación a cambios ambientales para garantizar su 

supervivencia en el entorno (Huey, 1979). Este mosquito se encuentra 

asociado tanto con zonas rurales, urbanas y suburbanas, as¡ como también 

posee acceso a una gran diversidad de huéspedes como: mamíferos, reptiles, 
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aves, anfibios, ser humano. Así como una gran cantidad y variabilidad de 

criaderos tanto naturales como artificiales; factores clave para la expansión 

mundial, debido a que los huevos son resistentes a la desecación; es decir, 

sobreviven en la ausencia de agua por un periodo de tiempo de hasta un año 

aproximado (Sanders et al., 2020). 

2.1.1. Dispersión activa de Aedes cd bopictus 

La dispersión activa del mosquito es su capacidad de desplazamiento desde 

el sitio de cría hacia otros sitios que le garantizan los recursos tales como 

alimentación, apareamiento, sitios de oviposición y lugares de reposo 

(Service & Place, 1997). Esta dispersión está relacionada con la fisiología de 

los mosquitos, las condiciones ambientales y las barreras físicas como 

cuerpos de agua y las estructuras urbanas (Verdonschot & Besse-lototskaya, 

2014). 

Las distancias de dispersión activa del mosquito Ae. albopictus se han 

investigado utilizando diferentes técnicas, entre ellas, la captura, marcaje, 

liberación y recaptura (MRR), uso de polvos y pigmento fluorescente y 

Rubidio (Rb). Los resultados de estos trabajos evidencian que las distancias 

de vuelo desde el lugar donde emerge el adulto son reducidas (< 100 m). 

Aunque, algunos estudios describen que Ae. albopictus puede llegar a 
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desplazarse distancias de hasta 800 metros (Harrington et al., 2005; Honório 

et al., 2003; Lacroix et al., 2009; Vavassori et al., 2019). En cuanto a la 

dispersión vertical puede llegar a volar más de 50 metros de altura (C. Liew 

& C.F.Curtis, 2004), con preferencia por lugares cerca del suelo y a pocos 

metros del suelo (Jin et al., 2023). 

2.1.2. Dispersión pasiva Aedes albopictus 

La dispersión pasiva del mosquito es el movimiento involuntario asistido por 

el ser humano, como el transporte de mercancía por medio de diferentes vías 

de dispersión. A partir de los primeros reportes de invasión del mosquito Ae. 

albopictus desde 1940 hasta el 2020, esta especie se expandió en 86 nuevos 

países. El transporte marítimo ha sido la principal vía de dispersión a escala 

global y continental. Esta vía ha sido la más antigua para la propagación de 

Ae. albopictus, con reportes que datan desde 1944 en la región del Pacífico 

Occidental en Guam, durante este periodo surge la confrontación bélica de la 

Segunda Guerra mundial (Huli, 1958), conflicto que propicio gran movilidad 

humana y de mercancía. Hoy día el transporte marítimo sigue siendo 

considerado como una de las principales rutas para la comercialización de 

neumáticos usados, siendo este un medio eficaz de dispersión de Ae. 

albopictus (Roiz et al., 2007). 
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Otra fuerza que ha impulsado la propagación de Ae. albopictus a una escala 

intercontinental y nacional es el transporte vehicular y el comercio de 

neumáticos usados via terrestre (Swan et al., 2022; Trájer et al., 2017). Además 

de la dispersión asistida por los seres humanos, otros factores ambientales 

han incidido en el éxito de supervivencia de este mosquito (Eritja et al., 2017). 

Evidencias de la dispersión de Ae. albopictus por rutas terrestres se han 

reportado en Europa, por ejemplo: en Montenegro en 2001, Grecia en 2003, 

Suiza en 2003, Croacia en 2004, Bosnia y Herzegovina en 2005, Mónaco en 

2006, Alemania en 2007, Eslovenia en 2007y San Marino-Italia en 2007. 

Por otro lado, el transporte aéreo es otro medio de dispersión de Ae. albopictus 

hacia múltiples destinos geográficos en periodos cortos de tiempo. Un 

estudio realizado por Scholte (2014) donde realizaron inspecciones en 38 

cabinas de aviones comerciales durante 14 meses determinó la presencia de 

mosquitos en 10 de ellas. Igualmente, entre 2016 y  2018, Ib y colaboradores 

realizaron otro estudio en aeropuertos ubicados en Bélgica, Reino Unido y 

Países Bajos donde se identificaron diferentes especies de mosquitos 

incluyendo al Ae. aegypti y Ae. albopictus (Ib et al. 2020). 
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Figura 1. Mapa global de la distribución prevista de Aedes albopictus. El mapa 
representa la probabilidad de ocurrencia (de O azul a 1 rojo). (Kraeme et al., 
2015) 

2.1.3. Expansión mundial de Aedes albopictus 

Como hemos mencionado anteriormente, Ae. albopictus se desplaza 

espacialmente tanto por medio de mecanismos activos así como también por 

mecanismos pasivos de dispersión (Moo-llanes et al., 2021). El mosquito Ae. 

albopictus fue introducido en los Estados Unidos de América potencialmente 

desde las Filipinas en 1946, mientras que se estima que Brasil fue invadido 

desde Asia 40 años después. África del Sur fue invadido por Ae. albopictus 

desde Japón aproximadamente en 1989, mientras que Albania-Europa fueron 

invadidas desde China en 1989, Italia en 1990, Francia en 1999 y  Bélgica en 

2000 desde los Estados Unidos y Japón (Swan et al., 2022). 
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La expansión mundial de Ae. albopictus ha tenido un impacto significativo en 

la variabilidad genética de sus poblaciones. Por ejemplo, en América y África 

se han reportado más de 20 haplotipos con genes mitocondriales y nucleares, 

alguno de los cuales se han asociado a un mayor riesgo de transmisión de 

enfermedades. De igual manera, los organismos endosimbiontes de este 

mosquito, como algunas cepas de bacterias del género Wolbachia pudiesen 

haberse dispersado con su hospedero, sin embargo, muy poco se sabe sobre 

la dispersión de estas bacterias en entornos naturales. 

2.2 Las bacterias del género Wolbachia 

Las bacterias gram-negativas del género Wolbachia fueron descritas por 

primera vez en la especie de mosquito Culex pipiens; esta bacteria se 

encuentran en alrededor del 40% de los artrópodos descritos y también en 

algunos nemátodos (Zug & Hammerstein, 2012). Las bacterias del género 

Wolbachia son endosimbiontes intracelulares, es decir viven dentro de las 

células de sus huéspedes, y se caracterizan por tener un amplio tropismo en 

tejidos somáticos, entre ellos, cerebro, músculos, intestino, glándulas 

salivares, túbulos de Malpighi, cuerpo graso, alas y hemolinfa. Sin embargo, 

estas bacterias se encuentran principalmente en los tejidos reproductivos de 
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su hospedero, principalmente en los ovarios de las hembras (Figura 2) 

(Dobson et al., 1999; Bian et al., 2010). 
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Figura 2. Detección de Wolbachia (azul)en órganos reproductivos (ovarios) y 
tejidos somáticos (glándulas salivares, Túbulos de Malpighi y cuerpo graso). 
Adaptado de Walker et al., 2011. 

Basados en el sistema de clasificación de inferencia filogenética de secuencias 

del gen de la proteína de la superficie de Wolbachia (wsp) y del gen ARNr 16S 

se describieron ocho grupos de Wolbachia (A -H). Posteriormente se planteó 

una segunda clasificación basándose en un sistema de tipificación de 

secuencias multilocus (MLST) describiendo 17 posibles subgrupos 

filogenéticos denominados (subgrupos A-F, H-Q y S); (Figura 3) (Zhou et al., 
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1998; Baldo et al., 2006; Werren et al., 2008). En la actualidad se ha logrado 

secuenciar el genoma de distintas cepas pertenecientes a diferentes 

subgrupos de Wolbachia, como, por ejemplo: wMe! de Drosophila me! anogaster; 

wBm de Brugia malagi; wPip de Culex pipiens y wAlbA/wAlbB de Ae. 

albopictus (Kaur et al., 2021). 

Figura 3. Filogenia de Wolbachia. a) Representación esquemática de las 
relaciones fiogenéticas entre supergrupos de Wolbachia dentro de la familia 
Anaplasmatacea. b) Posiciones filogenéticas de los subgrupos (A-F, H-Q y S) 
de Wolbachia en base a genes único multilocus. Adaptado de Kaur etal., 2021. 

2.2.1 Wolbachia y los cambios que produce en sus huéspedes 

La bacteria Wolbachia es capaz de causar cambios en la biología de sus 

huéspedes, modificando el fenotipo reproductivo y favoreciendo de manera 
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• 
• Wolbachia free 

• Infected type X Wolbachia 

• Infected lype Y Wotbachia 

A. Cytoplasmic incompatibility B. Bidirectional cytoplasmic incompatibility 
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 •' 

Compatible 	Compatible 	Compatible 	Incompatible 

1 	1 	1 	1 
Wolbachia 	Wolbachia-free 	Wolbachia- 	No viable 

intected 	progeny 	infected 	progeny 
p ogeny 	 progeny 

Compatible 	Compatible 	Incompatible 	Incompatible 

1 	1 	1 	1 
Wolbachia X- 	Wolbachia  Y- 	No viable 	No viable 

intected 	intected 	progeny 	progeny 
p ogeny 	progeny 

selectiva a las hembras infectadas garantizando la transmisión materna o 

transferencia vertical a toda su descendencia para su propagación y 

establecimiento en los diferentes huéspedes (Rodriguero, 2013; Porter & 

Sullivan, 2023). Estos cambios ocurren a través de diferentes mecanismos 

biológicos como la incompatibilidad citoplasmática (IC), la partenogénesis, 

la matanza de machos y la feminización. La IC causa la muerte de los 

embriones cuando los machos infectados con Wolbachia se aparean con 

hembras no infectadas, esto produce cambios en la condensación de 

cromatina del cigoto y falta de sincronía mitótica entre los cromosomas de 

los machos (Tram y Sullivan, 2002). Por otro lado, cuando las hembras están 

infectadas con Wolbachia y el macho no posee la bacteria la descendencia 

sobrevive (ocurre un rescate). 

Figura 4. A. Compatibilidad entre cruces e incompatibilidad citoplasmática 
en mosquitos. a) un cruzamiento incompatible ocurre cuando los machos 
infectados con Wolbachia se cruzan con hembras libre de Wolbachia. El rescate 
ocurre cuando la hembra está infectada b. ejemplo de resultados de cruces 
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cuando el macho y la hembra tienen diferentes tipos de infecciones (Kaur et 
al., 2021). 

Tanto la IC y el rescate están regulados por los genes cifa y cifB, que se 

encuentran el profago WO que está integrado en el genoma de Wolbachia de 

algunos subgrupos (Metcalf et al., 2017; Kulkarni et al., 2019; Dobson et al., 

2009). 

Otro mecanismo biológico usado por Wolbachia para influir en la reprodución 

su hospedero es la matanza de macho o Male-killing, cuando se expresa el gen 

(wnk) provocando la letalidad durante la embriogénesis, lo que conlleva a la 

producción de una mayor proporción de hembras versus machos por 

generación (Hurst et al., 2000). De igual manera, Wolbachia puede inducir la 

feminización de los machos, produciendo un cambio en el cromosoma 

sexual, que resulta también en la mayor producción de hembras por 

generación (Rigaud & Juchault, 1992). Por otro lado, Wolbachia también 

puede alterar la proporción del sexo a través de mecanismos de 

partenogénesis que no dependen del apareamiento o reproducción sexual 

(Stouthamerff & Kazmert, 1994). 

Como parte de las estrategias de control de enfermedades arbovirales 

transmitidas por Ae. albopictus se ha propuesto el uso de la bacteria Wolbachia 
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para reducir las poblaciones naturales de este vector y/o para reemplazar 

aquellas poblaciones naturales con otras que poseen menor capacidad de 

transmisión de virus a los seres humanos. El objetivo de este enfoque busca 

la supresión o reducción de poblaciones de Ae. albopictus; aprovechando el 

papel de Wolbachia ante infecciones virales como: DENK, CHIKV y ZIKV, 

además de la modificación del fenotipo reproductivo. Para lograrlo se 

transinfectan cepas no nativas de Wolbachia en Ae. albopictus (Caputo et al., 

2019) (Cuadro 2). 

Las densidades de Wolbachia en el insecto hospedero dependen de varios 

factores como: el tipo de cepa que infecta al huésped (Pan et al., 2018), la 

respuesta del sistema inmune a agentes virales por parte del huésped 

(Tortosa et al. 2008). Además, los cambios ambientales como la temperatura 

están directamente asociados con las densidades de Wolbachia en poblaciones 

naturales de su hospedero (Ye et al., 2016). La temperatura, por ejemplo, 

juega un papel en el establecimiento de cepas como la wMel principalmente 

en climas templados y áridos donde hay mayor variabilidad de temperatura 

durante el verano en comparación regiones tropicales (Hien et al., 2022). 
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2.2.2 Wolbachia y la competencia vectorial de Aedes albopictus 

Se ha demostrado que las cepas nativas de Wolbachia en Ae. albopictus no 

afectan la replicación de DENV en el mesenteron, sin embargo, estas pueden 

reducir la infección viral en las glándulas salivares y limitar la transmisión 

viral (Mousson et al., 2012). Al eliminar las infecciones nativas de Wolbachia 

(wAlbA y wAlbB) en Ae. albopictus infectado con DENV, se demostró una 

disminución en la tasa de supervivencia, pero no se redujo la capacidad del 

mosquito de ser infectado (susceptibilidad), ni del virus de ser propagado 

dentro del organismo (diseminación). No obstante, si ocurrió un aumento la 

replicación del material genético intracelular (replicación viral) Uoanne  et al., 

2017; Tsai et al., 2017). Cuando se eliminan las cepas nativas de Wolbachia 

presentes en Ae. albopictus y se transinfecta el mosquito con cepas no nativa 

(por ejemplo, wMel), esto proporciona un fuerte bloqueo o inhibición del 

viral, lo que sugiere que el tipo de cepa presente en el huésped influye en las 

estrategias de reemplazo de la población (Blagrove et al., 2012). En términos 

de evolución, Wolbachia es capaz de bloquear la transmisión de DENV, por lo 

que resulta de mucho éxito como estrategia de control, siempre y cuando el 

bloqueo no sea superado en el tiempo (Britton, 2013; Bull & Turelli, 2013). 

Las cepas de Wolbachia que infectan naturalmente al mosquito Ae. albopictus 

(wAlbA y wAlbB) no tienen efecto sobre la susceptibilidad del vector al virus 
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Chikungunya. Además, estas cepas tampoco afectan la replicación viral en el 

vector, aunque si poseen un efecto mínimo sobre la diseminación del virus 

en las glándulas salivares (Ahmad et al., 2017). Las cepas de Wolbc,chia wAlbA 

y wAlbB pueden disminuir la densidad de la Wolbachia trans-infectada al 

competir por recurso y espacio en los tejidos del mosquito (Lyon, 2010) 

(Failloux & Weill, 2008). Aunque en ausencia de las cepas nativas y en 

presencia de otra cepa como wMel, pueden ocurrir varios procesos celulares 

metabólicos afectando la replicación viral de CHIKV (Saucereau et al., 2017). 

En cuanto al virus ZIKV, trabajos anteriores señalan que la triple infección de 

Ae. albopictus con wAlbA, wAlbB y  wMel bloquea su replicación casi por 

completo en los tejidos del huésped. No obstante, el efecto de inhibición de 

la replicación viral es incluso mayor en ausencia de cepas nativas (Guo et al., 

2022). La transfección de la cepa wStri en Ae. albopictus demostró ser muy 

eficaz al inhibir la replicación de ZIKV, lo cual estuvo asociado a una 

reducción significativa de la entrada del virus en las células (Schultz et al., 

2017). De igual manera, alteraciones en el metabolismo del colesterol dentro 

de las células huéspedes, parecen disminuir la eficacia con la que se replica 

ZIKV en Ae. albopictus (Edwards et al., 2023). 
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2.2. .3 Tasa de infección y composición de cepas de Wolbachia en Aedes 
albo pictus 

Ae. albopictus se encuentra infectado naturalmente por las cepas wAlbA del 

supergrupo A y wAlbB del supergrupo B. En la mayoría de los estudios 

realizados a la fecha, existe una gran proporción de individuos de Ae. 

albopictus infectados con ambas cepas (wAlbA/wAlbB). Sin embargo, las 

infecciones únicas con wAlbB representan menos del 10% y aquellas con 

wAlbA incluso menos del 3% (Tabla 1). 
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Tabla 1. Detección de Wolbachia en especímenes de Aedes albopictus colectados en diferentes regiones del mundo. 

País Número de 
mosquitos 

Métodos 
¡marcadores 

% 
Infección 

Supergrupos 
de Wolbachia 

Referencias 

AB A B 
Malasia 286 adultos PCR(wsp) 80.00% 91.60% 1.05% 2.05% Joanne et al., 2015 
Malasia 104 adultos PCR(wsp) 100.00% 70.19% 0.00% 29.81% Afizah et al., 2015 
Malasia 284 larvas PCR(wsp) 25.00% - - - Kim et al., 2017 
China 693 adultos PCR(16S/wsp/MLST) 93.36% 80.95% 2.31% 10.10% Hu et al., 2020 

Hong Kong 1582 adultos PCR (wsp) 80.00% 36.80% 23.00% 24.00% Huang et al., 2020 
Corea del Sur 341 adultos RT-PCR (16 S/wsp/ MLST) 97.10% - - - Park et al., 2016 

Tailandia 320 adultos PCR(wsp) 97.5% 0.94% 1.56% Kittayapong et al., 2002 
India 48 adultos PCR anidada/secuenciación 85.00% - - 100.00% Vinayagam et al., 2023 
India 596 adultos PCR (wsp*) 87.30% 78.60% - 8.70% Mohanty et al., 2021 
India 1291 adultos PCR (wsp) 96.80% - - - Das et al., 2014 

Grecia 105 adultos PCR / Sanger 
90.00%3 
97.00% 

84.00% -- 16.00% Misailidis et al., 2024 

España 55 adultos PCR (wsp/ARN 16S) 94% 72.30% -. - Ruben et al., 2023 
Viejo mundo 
USA (NJ, TX, 

FL, HI), Brazil 

5 'd 
/ 

poblaciones 
PCR (wsp*) 100.00% - - - Armbruster et al., 2003 

México 45 adultos PCR (wsp) 40.00% - - - Puerta-Guardo et al., 2020 
Brasil 150 adultos PCR (wsp) 91.61% 98.82% Albuquerque et al., 2011 

Colombia 400 adulto PCR (wsp) 38.95% Duque-Granda et al., 2022 
Panamá 11 p00! 15.00% - - - Gómez-Martínez, et al., 2019 

Argentina 26 adultos PCR (wsp) 80.77% - - 42.00% Chuchuy et al., 2018 

Argentina 312 larvas PCR 76.89% 52.80% 0.25% 23.84 Alonso et al., 2022 
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Tabla 2. Transinfecciones de diferentes cepas de Wolbachia en Aedes albopictus en condiciones de campo y/o laboratorio 

en diferentes regiones del mundo. 

País 
Condiciones 

Cepas 
Huésped 

nativo 

Fenotipo que produce 
Referencias 

Campo 
Labor 
atorio 

Australia/UK X 

wMel D. melanogaster 

hihibidor viral de DENV y CHIKV Voronin et al., 2010 

Francia X IC bidireccional completa Blagrove et al., 2012 

UK X IC Ant & Sirikins, 2018 
Malasia X wAu D. simulans Inhibidor viral de DENV y ZIKV Mancini et al., 2020 
China X wTtru T. truncatus Estrecha relación con la cepa wAlbB Xia., 2018 

Japón X wRi D. simulans 
IC unidireccional y alta tasa de 

transmisión materna 
Fu et al., 2010 

Estado Unidos X wPip 

C. pipiens 

Reducción en la eclosión y en el 
numero de hembras 

Mains et al., 2016 

Italia X 
ARwP (línea sin 

infección natural) 
+ 

wPip 

Reducción en la fertilidad de las 
hembras y en la tasa de eclosión de 

huevos. 
Caputo et al., 2019  
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3. METODOLOGÍA 

3.1 Muestreo y técnicas de colecta de Aedes albopictus 

El muestreo de mosquitos se llevó a cabo entre 2015 y  2017. Los mosquitos 

fueron colectados en 16 talleres dedicados a la compraventa de neumáticos 

usados ubicados en las provincias de Chiriquí, Veraguas, Herrera, Coclé, 

Panamá Oeste y Panamá. Se muestrearon además 15 casas en ocho provincias: 

Chiriquí, Veraguas, Herrera, Los Santos, Coclé, Panamá Oeste, Panamá y Colón 

(Fig.5-6). Los talleres fueron escogidos al azar, representando un 6% de los 

talleres totales que se encuentran a lo largo de la carretera Panamericana de 

Panamá. Esta carretera tiene una extensión de 550 kilómetros en un plano 

longitudinal desde el Oeste (Paso Canoa- Chiriquí) hasta el Este (Yaviza- Darién) 

del país; incluyendo una extensión de 80 km en un eje transversal desde la 

carretera Transístmica hasta la provincia de Colón. 

La colecta de los mosquitos adultos se realizó con aspiradores de mochila de gran 

poder de absorción. El aspirador de mochila contaba de un tubo grueso que 

permitía la colecta de los mosquitos en reposo o durante el vuelo. Fueron 

utilizados aspiradores manuales con tubos de policarbonato de unas 12 pulgadas 

de largo y 0.5 pulgadas de diámetro, conectado a un tubo de látex y una boquilla 

de policarbonato (Figura 7). Las larvas fueron recolectadas mediante búsqueda 
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activa en neumáticos, además de trampas de oviposición, que consistieron en un 

recipiente de plástico de 15 cm de alto por 15 cm de diámetro, las cuales fueron 

llenadas 2/3 de agua y colocadas en los sitios de muestreo. Cada trampa poseía 

un depresor de lengua de madera (15 cm de largo, 2 cm de ancho y grosor de 2 

mm) sustrato como de oviposición (Figura 7). 

Se colocaron tres ovitrampas en cada una de las 15 viviendas y  16 talleres en las 

ocho provincias muestreadas. Estas ovitrampas se dejaron en campo por un 

periodo de una semana posterior a su colocación. Una vez colectadas las 

muestras tanto de mosquitos adultos como inmaduros, estas fueron llevadas al 

laboratorio donde se estableció un protocolo de cría con condiciones óptimas 

para el desarrollo de todas las etapas del ciclo de vida. Las larvas fueron 

colocadas en recipientes plásticos (16 oz) con agua que se cambiaba de forma 

periódica para evitar acumulación de desechos. Como fuente de alimento, se les 

proporcionó Tretamin®, que es un alimento completo para peces a base de 

nutrientes de alta calidad, cuya cantidad estaba regulada en base a la cantidad 

de larvas por envase. Se simularon las condiciones con la que se desarrollan estos 

mosquito en la naturaleza, entre ellas, una temperatura de 30°C, humedad 

relativa de 85 % y ciclos de luz y oscuridad de 12:12 horas en una incubadora. 

Los envases de las larvas fueron cubiertos con una maya de tul para evitar el 
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escape de los mosquitos adultos, los cuales eran colectado con un aspirador 

manual y colocados en viales para su posterior procesamiento. 

Figura 5. Sitios de muestreo seleccionados en ocho provincias de la República 
de Panamá. Se muestra la localización de los talleres (azul) y casas (amarillo) 
muestreadas. Mapa extraído de Google Earth. 

Figura 6. Taller mecánico revendedor de neumático usados. Ubicación: 
provincia de Coclé. 
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Figura 7. Herramientas utilizadas para colectar los mosquitos en campo. a) 

Aspirador manual para mosquito adultos. b) Trampas de oviposición u 

ovitrampa de mosquitos. 
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Figura 7. Características morfológicas para la identificación de las larvas y 

adultos de Ae. albopictus. A. Escudo tóraxico mostrando franja de escamas 

blancas en posicion media longitudinal. B. Cepillo ventral con 4 pares de setas 

simples. C. Escamas del peine sin espinas subapicales. 
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3.1. Identificación taxonómica y extracción de ADN de las muestras colectadas 

Para la identificación taxonómica de los mosquitos colectados utilizamos la clave 

de Rueda (2004) y  la guía para identificar larvas de interés sanitario de Rossi & 

Almirón (2013) (Figura 8). Los mosquitos identificados fueron colocados de 

manera individual en tubos Eppendorf con etanol absoluto y almacenados a una 

temperatura de -20° C para posteriormente extraer el ADN. Para realizar las 

extracciones de ADN genómico se utilizó el Kit Blood and Tisue DNA (Qiagen, 

Hilden, Alemania). La concentración del ADN extraído fue medido con el 

espectrofotómetro n anodrop 2000 (Thermo Scientific). 

3.2. Detección de Wolbachia en Aedes albopictus 

Las detección de infecciones con Wolbachia fueron realizadas mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando dos marcadores 

moleculares wsp (Wolbachia Surface protein, una proteína de la superficie celular) 

y el gen ribosomal 16S. Los cebadores utilizados son: wsp 8117  (5'-TGG TCC AAT 

AAG TGA TGA AGA AAC-3') y wsp 691R (5'-AAA AAT TAA ACG CTA CTC 

CA-3') para el marcador wsp y 16S-Forward (5'-GAA GAT AAT GAC GGT ACT 

CAC-3') y 16S-Reverse (5'-AGC TTC GAG TGA AAC CAA TTC-3') para el gen 

16S (Clarridge, 2004; Simóes et al., 2011; Zhou et al., 1998). 
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Para la amplificación del gen wsp, seguimos el protocolo wsp estándar utilizamos 

un volumen de reacción final de 10 pl que consistió de 2 pl de tampón 2x Go Taq 

Green Master Mix; 0.6 pi de agua libre de nucleasas; 2 pi de cada cebadores; 0.4 

pl DMSO al 5 % y 1 pl ADN; los perfiles térmicos del termociciador (Fig. 10) 

fueron: desnaturalización inicial a 95° durante 2 minutos; 40 ciclos de 

desnaturalización a 95° por 1 minuto y el recocido a 55° por 1.00 minuto y la 

extensión a 72° por 1 minuto y finalmente la extensión a 72° por 5 minutos. Para 

la amplificación del ADNr 16S, utilizamos un protocolo que incluía un volumen 

de reacción final 10 pi que consiste 2 pl de tampón 2x Go Taq Green Master Mix; 

0.6 pl de agua libre de nucieasas; 2 pl de cada cebadores directos e inversos; 0.4 

DMSO al 5 % y 1 pl ADN; seguido en el termociclador los perfiles térmicos 

fueron, la desnaturalización inicial a 95°C durante 2 minutos; 40 ciclos de 

desnaturalización a 95° por 1 minuto y el recocido a 50° por 1 minuto y la 

extensión a 72° por 1 minuto y finalmente la extensión a 72° por 7 minutos. 

3.3. Clasificación de los supergrupos (A y  B) de Wolbachia en Aedes albopictus 

Las muestras donde amplificamos exitosamente el ADN de Wolbachia con ambos 

marcadores (wsp / 16 S ARNr) fueron sometidas a una tercera ronda de PCR, 

con el objetivo de clasificar los supergrupos de Wolbachia. Para esto utilizamos 

cebadores wsp específicos, para el supergrupo A (325 y 691R) y para el 
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supergrupo B (183 F y  691) (Zhou et al., 1998). Para la clasificación de los 

supergrupos (A y B) mediante el marcador molecular wsp se utilizó un volumen 

de reacción final de 20 pi que consistió en 4 p de tampón 2x Go Taq Green Master 

Mix; 1.2 pl de agua libre de nucleasas; 4pl  de cada cebadores directos e inversos; 

0,8 DMSO al 5 % y2 pl ADN. En cuanto a los perfiles térmicos empleados fueron 

los mismos que se utilizaron para realizar la detección inicial de Wolbachia con el 

marcador molecular wsp. Se utilizaron 8 pl del producto de PCR se corrieron 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % a 100 V durante 45 minutos en 

900 ml de buffer; además se le añadió 5pl  de Ladder 50 pb DNA Step de Promega 

(Figura 11). Utilizamos como control positivo en cada PCRs una especie dentro 

del complejo Culex pipens (Culex quinquefasiatus) que se encuentra naturalmente 

infectados por Wolbachia (Duron et al., 2006), mientras que como control negativo 

utilizamos agua libre de nucleasas. 

Figura 8. Preparación de las reacciones de PCR y electroforesis en gel 
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3.4. Técnica de separación de ADN y visualización de bandas de ADN 

Todas las amplificaciones de PCR se comprobaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1.5 % a 103 V durante 40 minutos en geles de agarosa. Los geles se 

visualizaron en un Chemidoc MP Imaging System-Bio-Rad Laboratory (Figura 

10). 

Figura 9. Visualización de fragmentos amplificados mediante PCR en muestras 
de Aedes albopictus. 
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3.5. Secuenciación Wolbachia en Aedes albopictus 

Para confirmar la presencia de los subgrupos (A / B) de Wolbachia en muestras 

de Ae. albopictus, 10 p del producto de la tercera ronda de PCRs fueron enviados 

a Macrogen en Corea para realizar la secuenciación de amplicones con la técnica 

Sanger 

(https: / / dna.macrogen.com/ main.do?dnaSysCdUri=hqo&langCd=DES). Una 

vez obtenidas las secuencias de ADN, estas fueron editadas utilizando el 

Software bioinformático (Geneious Primer) para el análisis de datos de secuencias. 

A su vez el alineamiento múltiple de estas secuencias fue realizado utilizando los 

algoritmos Muscle y Clustal 7.0, disponible en el programa Geneious. El porcentaje 

de homología de las secuencias obtenidas fueron evaluadas, a través de la 

herramienta básica de búsqueda de alineación local de nucleótidos (BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Finalmente, las secuencias de 

Wolbachia obtenidas de muestras de Ae. albopictus de Panamá fueron comparadas 

con otras disponibles en el banco mundial de genes (GenBank) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  

3.6. Análisis Filogenético de Wolbachia en Aedes albopictus 

Se realizó un primer análisis filogenético con las secuencias obtenidas de las 

muestras de casa y talleres de Panamá con la finalidad de evaluar la relación 
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filogenética entre ellas. Construimos un árbol filogenético a través del Análisis 

genético de evolución molecular en el paquete computacional (MEGA 11) 

aplicando el método de agrupación de vecino cercano o Neighborjoining (NJ por 

sus siglas en inglés) (Saitou & Nei, 1987). Se construyó un segundo árbol 

filogenético utilizando las secuencias de los subgrupos de cepas de Wolbachia 

encontradas en Panamá (WA HWY CH 56, WB1 HWY CH 56, WB2 TWN LS 28), 

con la finalidad de establecer las distancias evolutivas con otras secuencias de 

diferentes cepas de Wolbachia tomadas del banco mundial de genes (GenBank) 

(wAlb-AF020058, wAlb-AF020059, Wpip-AF020060 y wMelB_AF020064). En 

estos árboles utilizamos como grupo externo a Brugia pahangi-AJ252175 

(Bazzocchi et al., 2000) 

3.7. Análisis estadístico para investigar la asociación entre la presencia de 

infecciones de Wolbachia en Aedes albopictus y las distancias desde las 

carreteras en Panamá. 

Para estimar la asociación entre las distancias de las carreteras sobre la presencia 

o no de infecciones de Wolbachia en Ae. albopictus de los 31 sitio de muestreos (15 

casas y  16 talleres), se aplicó un análisis de modelo lineal generalizado (GLM) 

con una distribución de binomial; consideramos las estimaciones de coeficiente 

y los Odds Ratios (OR) de las variables predictoras (altitud, distancia en línea 
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recta y la distancia por la carretera a la autopista). Para este análisis se ejecutaron 

dos modelos independientes; el primero considerando la distancia a la autopista 

en línea recta y en el segundo modelo a la distancia por la carretera a la autopista. 

Para las estimaciones de distancias en línea recta a la autopista utilizamos la 

herramienta Google Earth, utilizando la regla de este sistema de información 

geográfica cruzamos una línea desde cada uno se los 31 sitios de muestreo a la 

autopista, para esto se realizaron tres mediciones en 300 m 600 my 1000 m, una 

vez obtenidos estos datos se calculó el error de la medición, el valor promedio 

estimando el valor de distancia máxima menos el valor de distancia mínima. 

Para realizar las estimaciones de distancias a la carretera a la calle principal o 

autopista más cercana utilizamos Google Map, una herramienta completa que 

nos permitió obtener las distancias más cortas cada uno de los 31 sito de muestreo 

por la carretera hasta la carretera principal o autopista más cercana. De igual 

manera utilizando esta Google Map se tomaron los valores de elevación para el 

análisis de ambos modelos. 
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4. RESULTADOS 

A través de la identificación morfológica determinamos que un total de 661 

mosquitos pertenecían a la especie Ae. albopictus, de los cuales 125 (18.91%) eran 

larvas y  536 (81.09%) adultos (Tabla Suplementaria 1). De estos 661 mosquitos, 

317 (47.9%) fueron capturados en casas y  290 (43.9%) en talleres para la compra 

y venta de llantas usadas. 

4.1. Tasa global de infección por Wolbachia en Aedes albopictus 

Se examinaron todas las muestras colectadas de Ae. albopictus (es decir, 661 

mosquitos) para determinar la presencia de infecciones por Wolbachia, a través 

de tres pruebas de PCRs independientes utilizando los marcadores moleculares 

(wsp y 16S). La primera ronda de PCR con el gen 16S arrojó que 30.5% (202 de un 

total de 661 mosquitos) resultaron positivos para la infección con Wolbachia, 

mientras que 60.4% mosquitos (399/ 661) resultaron positivos por PCR con el gen 

wsp (Tabla 3). Finalmente, 28.44% (188/661) individuos de Ae. albopictus dieron 

positivo para ambos marcadores (wsp y 16S) como se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Detección de Wolbachia en Ae. albopictus de Panamá por tipo de local y 

ubicación geográfica, mediante amplificación por PCR de los genes wsp (PCR-1) 

y 16S (PCR-2) y tipificación de genotipos de Wolbachia utilizando marcadores 

específicos del gen wsp (PCR-3). 

Provincia Localidad Tipo de 
Local 

Año N PCR-1 1 PCR-2 PCR 3 

Colón Sabanitas Casa 2016 11 0 0 

Panamá Caminos de Omar Casa 2015 18 3 3 

Panamá Monterico Taller 2015 18 1 1 

Panamá Chilibre Casa 2016 12 0 0 

Panamá Oeste Princesa Mia Casa 2015 12 0 0 

Panamá Oeste Arraiján Taller 2015 24 6 6 

Coclé El Cope Casa 2016 6 0 0 

Coclé Santa Rita Taller 2016 5 4 4 

Herrera Santa María Casa 2016 12 0 0 

Herrera Divisa Taller 2016 9 3 3 

Herrera Chupampa Taller 2015 12 4 4 

Los Santos La Villa Casa 2016 22 2 2 

Los Santos Macaracas Casa 2016 13 0 0 

Los Santos Paritilla Casa 2016 18 4 3 

Los Santos Tonosí Casa 2016 91 11 7 

Los Santos El Cacao Casa 2016 102 3 3 

Veraguas Santa Fe Casa 2016 6 5 3 

Veraguas Cerro Redondo La Mesa Taller 2016 44 33 33 

Chiriquí Pueblito Taller 2016 10 2 2 
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Chiriquí Horconcito Taller 2016 18 18 18 

Chiriquí Gualaca Casa 2016 24 3 3 

Chiriquí El Jazmin Taller 2016 15 9 

Chiriquí David Tail 2016 16 4 4 

Chiriquí Boquete Taller 2016 4 1 

Chiriquí San Pablo Viejo Abajo Taller 2016 59 48 47 

Chiriquí Bagala Taller 2016 11 9 

Chiriquí Concepción Taller 2016 15 6 6 

Chiriquí Varita! Taller 2016 9 1 

Chiriquí San Vicente Casa 2015 18 2 2 

Chiriquí Bongo abajo Casa 2015 6 2 2 

Chiriquí Paso Canoa Taller 2016 21 4 4 
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4.2. Distribución de Aedes albopictus infectados con Wolbachia en Panamá 

De acuerdo a los resultados de las dos primeras pruebas de PCR utilizando los 

genes wsp y 16S, tenemos que todas las provincias muestreadas, a excepción de 

Colón presentaron individuos de Ae. albopictus positivos para Wolbachia. En 

cuanto a las localidades muestreadas podemos mencionar que 15 correspondían 

a viviendas mientras que 16 eran talleres independientes para la compra y venta 

de llantas usadas, arrojando un total de 31 localidades de las cuales 25 tenían 

mosquitos Ae. albopictus positivos para la infección con la bacteria Wolbachia; de 

estas localidades 16 correspondían a talleres y  9 a viviendas (Tabla 3). 
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Tabla 6. Tasa de infección de Wolbachici, en recorrido lineal por la autopista y la distancia por carretera a la autopista. 

Localidades Tasa de 
infección 

Distancia en línea recta a la 
carretera (m) 

Max. 
mínimo 

Distancia por carretera a la 
autopista (m) 

Altitud (m) 

Sabanitas 0.00% 1023.59 60.62 1525.00 18.48 
Caminos de Omar 17.00% 482.84 27.34 751.00 23.27 
Monterico 6.00% 504.69 11.83 850.00 33.78 
Chilibre 0.00% 826.55 14.03 1250.00 10.21 
Princesa Mía 0.00% 3351.42 69.06 4200.00 76.20 
Arraiján 25.00% 29.14 13.62 29.14 20.12 
El Cope 0.00% 2257.51 100.71 4300.00 172.07 
Santa Rita 80.00% 22.61 1.60 22.61 29.35 
Santa María 0.00% 775.79 23.04 1200.00 18.82 
Divisa 33.30% 22.12 2.37 22.12 29.50 
Chupampa 33.30% 103.94 13.97 120.00 30.90 
La Villa 9.10% 333.94 26.53 810.00 46.17 
Macaracas 0.00% 956.10 130.00 1100.00 112.86 
Paritilla 17.00% 478.78 20.40 510.00 28.12 
Tonosí 6.70% 252.67 16.20 303.00 10.14 
El Cacao 2.90% 29.40 6.75 29.40 15.64 

Santa Fe 50.00% 316.52 10.10 414.00 428.87 
Cerro Redondo La Mesa 75.00% 15.87 3.77 15.87 157.97 
Pueblito 20.00% 12.48 1.44 12.48 26.44 
Horconcito 100.00% 26.75 2.31 26.75 44.36 
Gualaca 12.50% 452.15 18.30 621.00 127.16 
El Jazmín 60.00% 44.31 4.97 44.31 45.02 
David 25.00% 41.55 21.08 41.55 40.87 
Boquete 25.00% 174.04 30.00 195 1088.00 
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San Pablo Viejo Abajo 79.60% 58.13 10.47 58.13 75.52 

Bagala 81.80% 46.03 19.08 46.03 60.23 

Concepción 40.00% 49.84 19.44 49.84 44.89 

Varital 11.10% 41.40 14.37 41.40 58.13 

San Vicente 11.10% 97.73 3.42 110.00 448.03 

Bongo abajo 30.00 % * 1619.44 30.87 7400.00 402.06 

Paso Canoa 19.00% 29.03 2.03 29.03 114.91 
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4.3. Clasificación de los supergrupos A y B de Wolbachia en Aedes albopictus 

Los 188 individuos de Ae. albopictus que resultaron positivos para Wolbachia en 

las dos pruebas de PCR iniciales (con los genes wsp y 16S) fueron sometidos a 

una tercera ronda de PCR para tipificar los supergrupos A y B de Woblachia 

utilizando como marcador otro set de cebadores específicos para el gen wsp, dada 

su especificidad para separar los Supergrupos A y B de Wolbachia. Los resultados 

indican que 180/188 mosquitos amplificaron para los Supergrupos A o B de 

Wolbachia, es decir 14 Ae. albcipictus amplificaron individualmente para el 

Supergrupo A, 76 únicamente para el Supergrupo B y otros 90 mosquitos 

resultaron positivos para ambos Supergrupos (es decir A y B). 

4.4. Secuenciación y análisis filogenético de las cepas de T'Volbacliia en Aedes 

albopictus. 

De los 180 Ae. albopictus que amplificaron únicamente para A y/o B, se 

escogieron 103 individuos para ser secuenciados a través del método Sanger, 

dichos mosquitos fueron escogidos tomando en cuenta a todas las 25 localidades 

que contenían muestras positivas para la presencia de Wolbachia (Mayor 

representatividad en el espacio) e incluyendo un número similar de muestras por 
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cada una de estas localidades (Igual probabilidad de ocurrencia). De estos 103 

individuos, 70(68.0%) fueron secuenciados exitosamente para Wolbachia. En total 

obtuvimos 95 secuencias parciales del gen wsp de la bacteria Wolbachia, las cuales 

30 (31.57%) corresponden a la cepa wAlbA del Supergrupo A y  61 (64.21%) 

secuencias pertenecían a la variante wAlbB y únicamente cuatro (4.2%) a la 

variante wPip del Supergrupo B (Figura 13) 

El porcentaje de homología de cada una de las secuencias se evaluó utilizando el 

algoritmo básico de búsqueda de alineación local (BLAST, por sus siglas) de la 

página web del National Centerfor Biotechnology Information (NCBI, por sus siglas 

en inglés). Las secuencias agrupadas en el subclado de mayor tamaño (Figura 13) 

corresponden al supergrupo B las mismas comparten un porcentaje de 

homología de 100% con la cepa wAlbB (AF020059) de Ae. albopictus, igualmente 

el subclado de menor tamaño compartió un porcentaje de homología de 100% 

pero con la cepa wPip (AF020064) de Culex pipiens. Finalmente, el dado del 

supergrupo A mostró un porcentaje de homología de 100% con la cepa wAlbA 

(AF020058) de Ae. albopictus (Figura 13). 
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Figura 10. Secuencias del gen wsp de Wolbachia para Panamá (WA HWY CH 56, 
WB1 HWY CH 56, WB1 HWY CH 56) y  otras regiones del mundo (wAib-
AF020058, wAlb-AF020059 y Wpip-AF020060). 

El árbol filogenético NJ demuestra que las secuencias se agruparon en dos clúster 

o linajes principales. El clúster de mayor tamaño agrupó 65 secuencias 

pertenecientes al Supergrupo B y presentó un valor de soporte estadístico 

(Bootstrap) de 61% (Figura 13). Este clúster o linaje se subdividió en dos 

subclados internos, uno de mayor tamaño con 61 secuencias que pertenecen a la 

cepa wAlbB y el otro de menor tamaño 4 secuencias las cuales corresponden a 

wPip. Por otro lado, el clúster del Supergrupo A esta conformado por 30 

secuencias pertenecientes a la variante wAlbA, cuyo valor de soporte estadístico 

(Bootstrap) fue 75% (Figura 13). 
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La cepa wAlbB aislada de Ae. albopictus fue encontrada sola en 22 localidades y  7 

provincias (Chiriquí, Veraguas, Los Santos, Herrera, Coclé, Panamá y Panamá 

Oeste), mientras que la cepa wAlbA se encontró en 17 localidades y7 provincias 

(Chiriquí, Veraguas, Los Santos, Herrera, Coclé, Panamá y Panamá Oeste) y 

finalmente la infección de wPip se registró en 4 localidades de cuatro provincias 

(Panamá Oeste, Chiriquí, Veraguas y Los Santos) la misma no presentó co-

infección, lo contrario sucedió con las cepas wAlbA y wAlbB las cuales se 

encontraron en co-infección en 15 localidades y provincias (Chiriquí, Veraguas, 

Los Santos, Herrera, Coclé y Panamá Oeste) (Tabla Suplementaria 1). 

Figura 12. Distribución de cepas de Wolbachia (wAlbA, wAlbB y wPip) en 

mosquitos Ae. albopictus a lo largo de la carretera Panamericana en Panamá. 
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Figura 11. Arbol filogenético reconstruido mediante el método de neighbor-

joiriing (NJ) o vecino cercano basado en las secuencias del gen wsp de Wolbachia 

de Ae. albopictus colectados a lo largo de la República de Panamá. La cepa wAlbaA 

se distingue con un círculo; con un cuadrado la cepa wAlbB y con un triángulo 

la cepa wPip. Las muestras colectadas se marcan en casa y aquellas colectadas en 

talleres en gris. El grupo externo corresponde a la secuencia de wsp de la cepa 

de Wolbachia de la filaria Brugia palanghi, obtenida de GenBank. El nombre de 

cada muestra consiste de las iniciales de la provincia, localidad y número de 

secuencia; el asterisco representa doble infección para esa muestra. Los valores 

en cada nodo corresponden al valor de arranque (Bootstrap de 1000 

repeticiones). La barra representa la distancia genética. 
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4.5. Asociación entre la presencia o ausencia de Aedes albopictus infectados con 

Wolbachia y las características topográficas de Panamá. 

Los resultados del modelo de regresión logística utilizando la altura y la distancia 

en línea recta desde el sitio de colecta del mosquito hasta la carretera 

Panamericana como predictores de la presencia de Ae. albopictus infectado con 

Wolbachia se muestran en el (Tabla 4). Los resultados de este análisis indican que 

existe una asociación positiva entre la presencia de mosquitos infectados con 

Wolbachia y la altura en metros (m) sobre el nivel del mar, siendo esta asociación 

ligeramente estadísticamente significativa (Cuadro 4). Por otro lado, la presencia 

de mosquitos infectados con Wolbachia se asocia negativamente con la distancia 

en línea recta desde el punto de colecta y la carretera Panamericana, siendo esta 

asociación estadísticamente significativa. En este primer modelo, el coeficiente 

de asociación bi es negativo y sugiere que, por cada aumento de 1 kilómetro en 

la distancia desde la carretera principal hasta el punto de colecta del mosquito, 

la probabilidad de encontrar mosquitos infectados con Wolbachia disminuye en 

2.6% (Tabla 4). 

Los resultados del segundo modelo de regresión logística utilizando la altura y 

la distancia a la carretera; es decir, controlando por la posible ruta de dispersión 

del mosquito, muestran resultados muy similares al primer modelo de regresión 

logística (Tablas 4 y 5). Sin embargo, el valor del coeficiente AIC es más elevado 
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en el segundo modelo, y por lo tanto, el mismo posee menor poder predictivo y 

robustes estadística. 

Tabla 4. Resultados del modelo de Regresión Logística utilizando la altura y la 

distancia en línea recta desde el sitio de colecta del mosquito hasta la carretera 

Panamericana como predictores de la presencia o ausencia de Ae. albopictus 

infectado con Wolbachia. 

Estimación Error estándar P 
Intercepto -0.93 0.132 0.001 
Altitud 0.002 0.001 0.014 

Distancia directa a la autopista -0.026 0.001 0.001 

OR Error estándar P 
Intercepto 0.394 1.141 0.001 
Altitud 1.002 1.001 0.012 

Distancia directa a la autopista 0.974 1.001 0.002 
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Tabla S. Resultados del modelo de Regresión Logística utilizando la altura y la 

distancia sobre la carretera desde el sitio de colecta del mosquito hasta la 

carretera Panamericana como predictores de la presencia o ausencia de Ae. 

albopictus infectado con Wolbachia. 

Estimación Error estándar P 
Intercepto -1.168 0.126 0.001 
Altitud 0.002 0.001 0.012 
Distancia por la carretera a la autopista -0.001 0 0.002 

OR Error estándar P 
Intercepto 0.311 1.134 0.001 
Altitud 1.002 1.001 0.012 
Distancia por la carretera a la autopista 0.999 1 0.002 

4.6. Predicción de la probabilidad de infección con Wolbachia en Ae. albopictus 

asociado a las características topográficas de Panamá y la densidad de 

carretera. 

Los resultados del Modelo Lineal Generalizado (GLM) (Cuadro 6), donde se 

analizan los factores que influyen en la probabilidad de un evento ocurra, en 

nuestro caso probabilidad de que Ae. albopictus infectado con Wolbachia esté 

presente o no; utilizando las siguientes variables: distancia en línea recta desde 

el sitio de colecta de mosquito hasta la carretera Panamericana, la altitud y la 
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densidad de carreteras de cada sitio de muestreo. Se obtuvieron los siguientes 

resultados: A mayor distancia a la carretera Panamericana (OR: 0.997), menor es 

la probabilidad de presencia de Ae. albopictus infectados con Wolbachia. Una 

mayor altitud (OR:1.002), aumenta ligeramente la probabilidad de encontrar Ae. 

albopictus infectados, mientras que a mayor densidad de carreteras (OR:1.185), 

favorece significativamente la probabilidad de encontrar Ae. albopictus infectados 

con Wolbachia. Todos estos resultados son estadísticamente significativos (<0.01) 

y apuntan a que la densidad de carreteras de un área geográfica determinada 

favorece la dispersión de Ae. albopictus con Wolbachia. 

Cuadro 6. Resultados del Modelo lineal Generalizado (GLM) utilizando la 

densidad de carreteras, altura y la distancia sobre la carretera desde el sitio de 

colecta del mosquito hasta la carretera Panamericana como predictores de la 

presencia o ausencia de Ae. albopictus infectado con Wolbachia. 

Odds Ratios Standard Error P 

Intercepto 0.282 0.179 <0.01 

Distancia en línea recta a la carretera 
Panamericana (km) 0.997 0.001 <0.01 

Altitud (m) 1.002 0.001 <0.01 

Densidad de carretera (carreteras/km) 1.185 0,057 <0.01 
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5. DISCUSIÓN 

En este estudio encontramos una baja tasa de infección de Wolbachia (28.44%) en 

los 661 Ae. albopictus estudiados. Este hallazgo coincide con algunos estudios 

realizados anteriormente, pero también contrasta con muchos otros (Tabla 1). Por 

ejemplo, tasas de detección de Wolbachia en Ae. albopictus por debajo del 50% 

fueron obtenidas de estudios realizados en Panamá (15%) (Bennett et al., 2019), 

México (40%) (Puerta-Guardo et al., 2020), Colombia (38.95 %) (Duque-Granda 

et al., 2022); y  Malasia (25%), donde en el caso de este último estudio solo 

estudiaron larvas (Kim et al., 2017). Por otro lado, nuestros resultados contrastan 

con aquellos de otros trabajos realizados en países dentro del rango de origen de 

Ae. albopictus, entre ellos, Malasia (100%) (Joanne et al., 2015), China (93.4%) (Hu 

et al., 2020), Corea del Sur (97.1%) (Parks et al., 2017), India (87.3%) (Mohanty et 

al., 2021). Adicionalmente, países americanos fuera del rango originario de Ae. 

albopictus como Brasil (95%) (Albuquerque et al., 2011), Argentina (80.8%) 

(Chuchuy et al., 2018) y Cuba (91%) (Ruiza et al., 2022), también mostraron altas 

tasas de infección por Wolbachia. 

Para determinar la tasa de infección por Wolbachia en Ae. albopictus utilizamos el 

gen ribosomal 16S debido a que es altamente conservado y sirve como marcador 

universal para detectar la presencia de bacterias en el orden rickettsiales. 
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Además, utilizamos también el gen de la proteína de la superficie (wsp) que tiene 

más regiones variables y mayor especificidad en las detecciones de Wolbachia. 

Obtuvimos una tasa de infección de Wolbachia del 60% con el marcador 16S y de 

30% usando el marcador wsp. Esta diferencia debida probablemente a una mayor 

sensibilidad del segundo marcador lo cual puede reducir el riesgo de falsos 

positivos y confusión en la identificación de bacterias similares a Wolbachia. En 

la mayoría de los estudios de detección de infecciones por Wolbachia en Ae. 

albopictus (Tabla 1) se ha utilizado el gen wsp, seguido de otros pocos estudios 

donde se utilizó la combinación de ambos de los genes wsp y 16S, como es el caso 

de nuestro trabajo. Es importante recalcar entonces que nuestros resultados no 

son directamente comparables con aquellos de la Tabla 1. 

Pocos son los estudios que han utilizado otro marcador molecular como el de 

Tipificación de Secuencias Multilocus (MLST), que es un método de análisis 

molecular que se basa en secuenciar fragmentos de genes (gatB, coxA, hcpA o 

ftsZ) estables en bacterias como Wolbachia para reconocer y tipificar cepas 

bacterianas. Baldo & Werren no recomiendan usar wsp para clasificar las cepas. 

En su lugar, estos autores recomiendan el uso del sistema MLST, preferiblemente 

con todos sus genes, aunque secuenciar algunos genes individuales podría servir 

como una identificación provisional. Además, reconocen que los supergrupos de 
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Wolbachia están genéticamente muy relacionados, lo que respalda la propuesta 

de que todos forman parte de una única especie (Baldo & Werren, 2007). 

La baja tasa de infección obtenida en este trabajo podría reflejar que las 

infecciones por Wolbachia en Ae. albopictus no han alcanzado el establecimiento 

en las poblaciones locales, probablemente por su reciente introducción en 

Panamá en el año 2002 (Miller & Loaiza, 2015). Para que Wolbachia alcance una 

elevada tasa de infección en su hospedero se requieren ciertas condiciones como, 

por ejemplo, a mayor número de introducciones de Ae. albopictus en Panamá 

mayor es la probabilidad de introducir mosquitos infectados con distintas cepas 

de Wolbachia a un área geográfica determinada. Es posible que la tasa de infección 

pueda estar determinada por la proporción de los mosquitos infectados que 

invadieron el país inicialmente. Además, su propagación efectiva en poblaciones 

locales depende de la capacidad de dispersión activa y pasiva del hospedero. 

De acuerdo con el análisis de árbol filogenético de vecinos cercanos (NT), en 

Panamá se determinaron tres cepas de Wolbachia [wAlbaA (supergrupo A) y 

wAlbB, wPip (subgrupo B)] para los mosquitos estudiados. Las cepas wAlbaA y 

wAlbB se encuentran distribuidas ampliamente en todo el país con excepción de 

la provincia de Colón, muy probablemente debido a las pocas muestras que se 

obtuvieron de esta región del país. En su mayoría, las secuencias de Wolbachia 
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obtenidas pertenecen a las cepas wAlbB, seguido de la cepa wAlbA. Además, la 

cepa Wpip en cuatro muestras de Ae. albopictus provenientes de Varital, La Mesa, 

El Cacao y Monterico, respectivamente. Esta cepa Wpip no es una cepa natural 

de Ae. albopictus, pero un estudio de Nulur y colaboradores, detectó esta misma 

cepa en Ae. albopictus anteriormente, describiendo que Wpip pertenece al 

Supergrupo B con números de acceso JX129186 (Kuala Lumpur-Malasia) y 

AY462863 (Taiwán) en el GenBank; las secuencias wAlbB y wPip se agruparon 

dentro de la cepa Pip de Wolbachia. 

Nuestros resultados no difieren sustancialmente de la mayoría de los estudios de 

identificación de cepas de Wolbachia en Ae. albopictus, en los cuales se han 

detectado infecciones dobles con wAlbA y wAlbB (Joanne et al., 2015; Noor 

Afizah et al., 2015; Hu et al., 2020). Las co-infecciones del supergrupo (A y  B) de 

Wolbachia son comunes; sin embargo, las infecciones simples del Supergrupo B 

raras veces superan el 30% de las infecciones (Cuadro 1) (Wiwatanaratanabutr & 

Kittayapong, 2009). Las secuencias wAlbB analizadas mostraron similitud con 

las de Kuala Lumpur y Taiwán (Ismail et al., 2021). El estudio realizado en 

Taiwán describe a Ae. albopictus con una doble infección wAlbA y un Subgrupo 

denominado Pip, basado en el gen wsp. Por otro lado, una investigación de Tsai 

y colaboradores, apoyados por un Árbol filogenético de Wolbachia basado en las 

secuencias wsp, describen una relación filogenética de Culex pipientis (especie 
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donde si se encuentra wPip de manera natural) y Ae. albopictus para subgrupo 

Pip con un bootrap de 100% (Tsai et al., 2004). Un último estudio, detalla que Ae. 

albopictus se encuentra dentro de un grupo Pip de la cepa wAlbB (AF020059) de 

GenBank, también basados en gen wsp para la tipificación de Wolbachia (Zhou et 

al., 1998). Existe una discrepancia con la clasificación de wPip ya que es 

denominada: cepa, subgrupo y grupo, respectivamente, lo que podría causar 

confusión al momento de describirla o tipificarla. 

En el presente estudio la tasa de infección por Wolbachia en Ae. albopictus fue 

mayor en talleres (52.76%) que en casas (11.04%). En 2019, un estudio realizado 

por Bennett y colaboradores reportó una elevada tasa de ocurrencia de Ae. 

albopictus en talleres para la compra y venta de llantas usadas en interior del país. 

Es decir, a 17 años desde su primer reporte en Panamá, el mosquito ya había 

colonizado gran parte del territorio nacional, muy probablemente por medio del 

uso de las carreteras como método principal de dispersión. Este agresivo 

mecanismo de colonización espacial por las carreteras a través del transporte de 

neumáticos usados podría explicar en parte estas diferencias. La eficiente 

dispersión del Ae. albopictus en Panamá y elevadas tasas de transmisión vertical 

de Wolbachia pudieran explicar la rápida y agresiva expansión de esta especie 

junto con sus bacterias simbiontes a lo largo de la carretera Panamericana. De 

ser cierto esto, a mayor capacidad de expansión pasiva de Ae. albopictus, mayor 
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es la probabilidad de que las Wolbachia se propaguen y establezcan tasas de 

infección mayores en las poblaciones locales de este hospedero (Hancock & 

Godfray, 2012). No obstante, es necesario investigar más a fondo como se 

distribuyen los neumáticos usados en el país, en términos de la dirección, 

volumen y frecuencia de transporte para predecir los cambios potenciales en el 

establecimiento de Wolbachia en las poblaciones de Ae. albopictus (Hancock et al., 

2012). Por otro lado, la amplia distribución de las cepas wAlbA y wAlbB a nivel 

nacional también aporta evidencia indirecta sobre el papel que potencialmente 

juegan las carreteras principales como corredores claves para el transporte 

pasivo de Ae. albopictus, mediado por el hombre, contribuyendo así con flujo 

genético entre poblaciones y a la dispersión efectiva de Wolbachia. 

En contraste, las infecciones por Wolbachia en Ae. albopictus colectado en 

viviendas es notablemente menor. Es posible que el menor flujo y volumen de 

introducciones del mosquito en áreas remotas y alejadas del sistema primario de 

trasiego de llantas usadas disminuya la probabilidad de encontrar mosquitos 

infectados con Wolbachia debido a: (1) poblaciones aisladas y vulnerables a 

mayores tasas de mortalidad, (2) Poblaciones pequeñas con menores 

probabilidades de apareamiento, y (3) poblaciones que se dispersan activamente 

mediante el vuelo de sus adultos pero que no son beneficiadas por el transporte 

pasivo de neumáticos usados. Nuestros resultados apoyan esta noción 

65 



parcialmente, por ejemplo, en nuestro trabajo se demostró, que existe una 

relación entre las tasas de infección de Wolbachia en Ae. albopictus y las distancias 

que se pueden desplazar los mosquitos pasivamente por medios terrestres. Los 

resultados de los modelos utilizados indican que las infecciones de Wolbachia 

tienden disminuir por cada kilómetro de distancia en línea recta desde una 

carretera primaria al sitio de colecta del mosquito. 

En Panamá, las redes de carreteras como vías de dispersión y del transporte de 

neumáticos usados son las que mejor explican la expansión de Ae. albopictus 

(Bennett, Gómez Martínez, et al., 2019; Miller & Loaiza, 2015). Estudios previos 

han reportado evidencias similares en varios países, incluyendo a los Estados 

Unidos de América (Moore, 1999), Argentina (Díaz et al., 2019), Perú (Guagliardo 

et al., 2019), Colombia (Echeverry-ca et al., 2021), Suiza (Müller et al., 2020) y 

Francia (Schaffner & Karch, 2000). La distribución de los hábitats adecuados para 

el huésped y cómo se mueven estos huéspedes en su entorno son factores clave 

para entender qué tan rápido se propaga una infección por Wolbachia. Si los 

lugares donde el huésped puede vivir o reproducirse están cerca unos de otros y 

dentro del alcance de movimiento del huésped, la infección se propagará más 

rápidamente (Hancock & Godfray, 2012). Esto coincide parcialmente con los 

resultados de nuestro trabajo donde una mayor densidad de carreteras 

correlaciona positivamente con una mayor probabilidad de encontrar mosquitos 
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infectados con Wolbachia. En conjunto nuestros resultados apuntan hacia la 

existencia de una mayor conectividad poblacional del mosquito Ae. albopictus a 

lo largo de las principales carreteras del país, donde las bacterias del género 

Wolbachia se propagan junto con su principal huésped. Por ejemplo, en España 

del 2004 hasta el 2014 se documentó una expansión continua de Ae. albopictus a lo 

largo de la costa mediterránea y en la actualidad está presente en todas la 

provincias mediterráneas y donde la especie continúa expandiéndose 

pasivamente por la carretera y potencialmente su bacteria endosimbionte 

también lo está haciendo (Collantes et al., 2015). Sin embargo, futuros estudios 

tendrán que verificar esta hipótesis. 

Los resultados de nuestro trabajo plantean una línea base de conocimiento 

ecológico que nos permite mejorar las estrategias de dispersión de Ae. aegypti 

transinfectado con Wolbachia, utilizando el conocimiento que tenemos sobre la 

dispersión de Ae. albopictus y sus bacterias asociadas en Panamá. Por ejemplo, las 

estrategias de control basadas en la bacteria Wolbachia tendrán que tomar en 

cuenta la mayor probabilidad de propagación de la bacteria por las áreas urbanas 

donde el mosquito se transporta pasivamente, y la necesidad de liberar más 

mosquitos transinfectados en lugares alejados de los centros urbanos para lograr 

un control optimo. 
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6. CONCLUSIONES 

• Durante el presente estudio obtuvimos una tasa global de infección con 

Wolbachia en Ae. albopictus de 28.4%. 

• Todos los 16 talleres donde se colectaron muestras para el estudio tenían 

mosquitos infectados con Wolbachia (100%), mientras que solo nueve de 

quince casas (60%) tenían mosquitos infectados con Wolbachia. De igual 

manera, la tasa de infección en Ae. albopictus colectados en talleres fue 

mayor (52,76%) que la de mosquitos colectados en casas (11,04%). 

• En nuestro estudio se detectaron tres cepas de Wolbachia en Ae. albopictus 

de los supergrupos A (wAlbA) y B (wAlbB y wPip), de las cuales dos son 

habituales comensales en este mosquito (wAlbA, wAlbB), y una ha sido 

utilizada en liberaciones para control vectorial (wPip). 

• Las cepas wAlbA y wAlbB se encuentran ampliamente distribuidas en 

ocho provincias de Panamá, mientras que wPip posee una distribución 

más restringida. 

• Las características geográficas del punto de colecta de los mosquitos 

tienen relación con la probabilidad de infección por Wolbachia. A mayor 

distancia entre el lugar de colecta y las carreteras menor es la probabilidad 

de infección, mientras a mayor densidad de carreteras mayor es esta 

probabilidad. 
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7. RECOMENDACIONES 

Nuestros resultados de detección e identificación de cepas de Wolbachia en Ae. 

albopictus de Panamá fueron obtenidos mediante la técnica de PCR convencional. 

Recomendamos a futuro el uso de técnicas complementarias como PCR en 

tiempo real para evaluar las densidades de Wolbachia en Ae. albopictus. 

Futuros estudios sobre la presencia de Wolbachia en Ae. albopictus deberán 

tomar en cuenta más sitios de muestreo a nivel nacional y los parámetros 

ambientales (Temperatura, precipitación y humedad relativa) de estos sitios para 

evaluar su influencia en la tasa de infección. 

Los resultados de este trabajo deben ser tomados en cuenta por 

departamento de control de vectores del Ministerio de Salud para ajustar los 

esfuerzos de mitigación de enfermedades arbovirales a través del uso de la 

bacteria Wolbachia. 
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