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Transmision de arbovirus en poblaciones de Aedes aegypti de La Habana, Cuba Sintesis

SINTESIS

La transmision vectorial de arbovirus (dengue, chikungunya y Zika) por Aedes aegypti
es un fenémeno clave para comprender la epidemiologia de estas enfermedades, sin
embargo, es una tematica insuficientemente estudiada. El objetivo general de esta tesis
fue caracterizar la transmisién vertical y horizontal de los virus del dengue,
chikungunya y Zika en poblaciones de Ae. aegypti de localidades de La Habana en
condiciones naturales y de laboratorio. Para dar cumplimiento a este objetivo, se
determiné la dindmica espacio-temporal de la transmisién vertical de los virus del
dengue y Zika en poblaciones habaneras de Ae. aegypti, en condiciones naturales.
Mediante técnicas moleculares (PCR y secuenciacion nucleotidica) se examinaron
estadios inmaduros de varios territorios de La Habana, comprobando la presencia de
los cuatro serotipos de dengue y el virus Zika. Estos hallazgos demostraron por primera
vez la ocurrencia de transmision vertical natural de estos flavivirus en poblaciones
cubanas del vector. Las relativamente altas frecuencia de aparicidn y tasas de infeccion
por los virus del dengue en algunas de las areas estudiadas sugirieron una circulacion
sostenida de estos virus en las poblaciones de Ae. aegypti. Ademas, se desarrollaron
estudios de laboratorio para evaluar la habilidad de poblaciones locales para transmitir
horizontal y verticalmente de los virus dengue-1, chikungunya y Zika. Los ensayos de
competencia vectorial mostraron tasas de infeccion, diseminacién y transmisién de los
virus dengue-1 y Zika moderadas (<25%) y similares entre las poblaciones evaluadas,
lo que ratificé la implicacion de esta especie en la transmisién de estos durante los
brotes/epidemias ocurridos en La Habana. Adicionalmente, se comprobé la habilidad
de este vector para transmitir el virus chikungunya desde los tres dias post exposicion,
lo cual constituyd una alerta sobre el riesgo latente de brotes de este alfavirus en Cuba.
Los ensayos de transmision vertical desarrollados con las mismas poblaciones de
mosquito, demostraron la habilidad similar de ambas para transmitir verticalmente los
tres virus durante el primer y segundo ciclos gonadotroficos, ratificando los resultados
encontrados en el terreno. Por ultimo, se comprobé que hembras de Ae. aegypti
infectadas verticalmente excretaron particulas virales infecciosas de chikungunya y

Zika en la saliva, lo cual demuestra la capacidad de esta via de transmisién para generar
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vectores con potencialidad para infectar hospederos vertebrados. También se detect6
la presencia del virus dengue-1 en cabezas de hembras infectadas verticalmente, lo que
alerta sobre la posible ocurrencia de este mecanismo también con este flavivirus. El
conjunto de resultados obtenidos sefiala a la transmision vertical en Ae. aegypti como
un modo de transmisiéon de arbovirus epidemiolégicamente relevante que amerita
continuar siendo estudiado y a la vez, refuerza la importancia del control de las
poblaciones pre-adultas del vector y del monitoreo entomo-virolégico de las mismas
como una herramienta promisoria para la prevencion y la vigilancia de la circulacién

de arbovirus en Cuba.

Palabras clave: Aedes aegypti, transmision vertical, transmision horizontal, arbovirus,

vigilancia entomo-viroldgica, competencia vectorial, mosquitos.
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INTRODUCCION

Los arbovirus agrupan a una variedad de entidades virales que circulan en la naturaleza
alternando entre vectores y hospederos vertebrados(). Entre ellos, los virus
transmitidos por Aedes aegypti (Linneus, 1762) (subgénero Stegomyia), han afectado a
las poblaciones humanas por siglos(?). En particular, los flavivirus dengue (VDEN) y Zika
(VZIK), asi como el alfavirus chikungunya (VCHIK) se consideran globalmente entre los
de mayor relevancia epidemioldgica® 4, y provocan epidemias frecuentes a través de
eventos de emergencia y re-emergencia®®).

Los virus del dengue (VDEN-1, -2, -3 y -4) son los mas extendido y causantes del mayor
numero de casos de arbovirosis en Las Américas, con circulacion de sus cuatro
serotipos. Aunque estos virus son endémicos en la mayoria de los paises de Centro, Sur-
América y el Caribe, los casos de dengue aumentaron en la region en las ultimas cuatro
décadas, de 1500 millones de casos entre 1980 y 1989 a 17 500 millones en 2010-
201969, La infeccion por VDENs es frecuentemente inaparente(19), aunque puede
producir un amplio rango de manifestaciones clinicas, que van desde un cuadro leve,
hasta las formas severas que pueden conducir a la muerte(11,12),

Por su parte el VCHIK, emergi6 en Las Américas en 2013, causando tres grandes
epidemias entre 2014y 2016, con 671 628 - 1 089 982 casos notificados por afio en ese
periodo. Una década después, el VCHIK sigue propagandose y causando epidemias en
laregion. Hasta la fecha, se registran 3700 millones de casos sospechosos y confirmados
de chikungunya en 50 paises o territorios del continente(13). La enfermedad causada
por el VCHIK se caracteriza por manifestaciones agudas y cronicas, que suelen incluir
fiebre y poliartralgias, a menudo dolorosas y debilitantes(14), lo que la convierte en un
importante problema de salud publica(13),

El VZIK, por el contrario, tras su entrada en la regién americana en 2015, causé una
gran epidemia con 650 867 casos notificados en 2016, seguida de un descenso
sustancial en los afios siguientes(1>). Si bien el descenso de las notificaciones de casos
de Zika se debe probablemente a la inmunidad colectiva y su efecto en la limitacién de
la transmisién(13), el reducido niimero de registros de casos también puede deberse a

su mayor tasa de infecciones inaparentes (~80%)(16), junto al descenso de la
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vigilancia(3). Aunque la enfermedad por Zika es habitualmente leve(1¢) y autolimitada,
se han asociado dos sindromes a la infecciéon por VZIK: el Sindrome Guillain Barré y el
sindrome de VZIK congénito (SZC)(17). Este dltimo es el mas alarmante y redne un
conjunto de anomalias en el recién nacido o feto de una madre infectada(t8. 19),

En Cuba la primera epidemia de dengue confirmada a nivel de laboratorio se registré
en 1977, causada por el serotipo 1(20), A partir de entonces, la isla se ha visto afectada
por brotes, epidemias y co-circulacidon de varios serotipos de dengue, lo cual ha sido
mas frecuente a partir del siglo XXI(21), E] afio 2013 fue el de mayor registro de casos de
dengue en Las Américas, previo a la introduccion de los VCHIK y VZIK en diciembre de
2013 y 2015 respectivamente(21). Cuba no estuvo ajena a esta tendencia, con brotes y
co-circulacion de los VDENs y VZIK registrados en todas las provincias del pais entre
2017 y 20191, Sin embargo, a pesar de identificarse alrededor de 200 casos
importados de chikungunya en el territorio nacional(??) y la deteccion de la transmision
autoctona de este virus en la provincia de Santiago de Cuba durante 2015(D; la
transmisidn local de este alfavirus no se ha registrado en La Habana(Z1).

Aedes aegypti es el principal vector global de los VDENs, VCHIK y VZIK en el entorno
urbano(®). Este mosquito es originario de Africa y su introduccién en Las Américas data
del siglo XVII, logrando una amplia distribucién en el continente(23). La preferencia de
este culicido para criar en las viviendas o sus alrededores y alimentarse de humanos(4)
convierte a este mosquito (de entre mas de 3500 especies) en el causante de las
principales epidemias urbanas por arbovirus en el mundo, especialmente en regiones
tropicales y subtropicales(®). Estos rasgos eto-ecologicos determinan su alta capacidad
vectorial para la transmisioén de patégenos(25).

La transmision horizontal (TH) de arbovirus se reconoce como la via mas frecuente y
epidemiolégicamente mas importante(1). Después que la hembra de Ae. aegypti pica a
una persona en fase virémica, desarrolla un periodo de incubacién viral durante el cual
ocurre la replicacion y diseminacion del patdégeno hasta que alcanza las glandulas
salivares y es secretado en la saliva durante la siguiente toma de sangre sobre un nuevo
hospedero(2¢). Esa habilidad para infectarse, diseminar y transmitir un patégeno se
conoce como competencia vectorial (CoV), y es esencial en las dinamicas de

transmision(26), Actualmente el control de las enfermedades que ocasionan los
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arbovirus se centra en el control de las poblaciones de su vector, por lo que entender la
capacidad de las poblaciones de mosquitos locales para transmitir horizontalmente los
arbovirus es crucial para evaluar el riesgo de propagacién y orientar los programas de
control.

Ademas, se ha demostrado que la hembra de Ae. aegypti es capaz de transmitir los
VDENSs, VCHIK y VZIK a su descendencia después de infectarse (transmision vertical)
tanto en condiciones de laboratorio(27-30) como de foma natural(®1-33), Algunos autores
afirman que es poco probable que esta via sea importante para la persistencia de los
arbovirus en la naturaleza®4). Sin embargo, las incontables publicaciones de
transmision vertical (TV) de arbovirus(. 28 35-39) provenientes de regiones endémicas
como la India(3% 39), Filipinas(9), México(32), Brazil(38 41), entre otros, sugieren que este
modo de transmision puede favorecer el mantenimiento y co-circulacion de arbovirus
en estos sitios y, por tanto, impactar en la epidemiologia de estas enfermedades(3 42).
No obstante, la circulacion al interior de la poblacion de vectores no es un criterio
suficiente para garantizar endemicidad y re-emergencia de arbovirus(30.43.44) Para ello,
la transferencia intervectorial del patégeno debiera asegurar que hembras infectadas
verticalmente puedan infectar a un nuevo hospedero humano a través de su picada. A
pesar de varios intentos para demostrar el potencial de la TV para desencadenar TH®*3.
45-47) ningun estudio publicado ha demostrado verdaderamente que hembras de Ae.
aegypti no colonizados y verticalmente infectados pueden excretar particulas virales
infecciosas en su saliva.

También se ha verificado la factibilidad del monitoreo de la infeccién por arbovirus en
poblaciones de mosquitos colectados en el terreno para la vigilancia de la circulacion
de estos virus en un area determinada, lo cual ha sido propuesto, ademas, como una
herramienta ttil en los sistema de alerta temprana de brotes(48 49),

En Cuba, Ae. aegypti se incrimina como el vector de los VDENs, VCHIK y VZIK,
basicamente a partir de datos bio-ecoldgicos de su elevada abundancia y amplia
distribucién(>9; y los registros sobre su papel vector en varias regiones del mundo®1.
Ademas se demostré la ocurrencia de TV de VDEN-3 en una poblacién habanera de este
vector(®2). Sin embargo, la dindmica de infeccién por arbovirus en las poblaciones

cubanas de Ae. aegypti no ha sido estudiada, y se desconoce la habilidad de las
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poblaciones de esta especie en Cuba para transmitir horizontal y verticalmente en el
terreno y el laboratorio los VDENs, VCHIK y VZIK; asi como las potencialidades de la TV
para “producir” hembras infectadas capaces de transmitir horizontalmente los virus.
De ahi que la presente investigacion se plante6 la siguiente hipotesis:

Hipotesis: Las hembras de poblaciones de Aedes aegypti de La Habana transmiten
horizontal y verticalmente los virus del dengue, chikungunya y Zika; y la transmision
vertical de estos puede generar hembras con potencialidad infectiva para iniciar nuevos
ciclos de transmisién horizontal.

Para comprobar la hipdtesis se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general: Caracterizar la transmision vertical y horizontal de los virus del
dengue, chikungunya y Zika en poblaciones de Aedes aegypti de localidades de La

Habana en condiciones naturales y de laboratorio.

Objetivos especificos:
1. Determinar la dindmica espacio-temporal de la transmision vertical de
los virus del dengue y Zika en poblaciones de Aedes aegypti de La Habana, en
condiciones naturales.
2. Evaluar la competencia vectorial de poblaciones de Aedes aegypti de La
Habana a los virus del dengue, chikungunya y Zika.
3. Caracterizar la transmision vertical de los virus del dengue, chikungunya
y Zika en poblaciones de Aedes aegypti de La Habana en condiciones de
laboratorio.
4. Determinar la potencialidad de hembras de Aedes aegypti infectadas
verticalmente con los virus del dengue, chikungunya y Zika para expeler

particulas virales infecciosa en la saliva.

Novedad cientifica

Por primera vez en Cuba se estudia la transmisién de los VDENs, VCHIK y VZIK por Ae.
aegypti. Se demostrd, ademas la ocurrencia de TV de los cuatro serotipos de dengue y
VZIK en poblaciones naturales del vector, y de forma simultdnea se estudié su

distribucién espacio-temporal en territorios de La Habana. Se realizaron por primera
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vez ensayos de competencia vectorial de poblaciones cubanas de Ae. aegypti a los
VDEN-1, VCHIK y VZIK en los que se estimaron las tasas de infeccién, diseminacién y
transmision para estos agentes. Por ultimo, se verific6 en condiciones de laboratorio,
por primera vez, la habilidad de poblaciones locales de Ae. aegypti para transmitir
verticalmente los VDEN-1, VCHIK y VZIK, y se comprobd que hembras de esta especie,
infectadas verticalmente, pueden excretar particulas virales funcionales de VCHIK y
VZIK en la saliva. Los resultados del presente trabajo han permitido la obtencién de
cinco premios, publicar tres articulos en revistas internacionales y presentar ocho
ponencias en eventos internacionales, una tesis de maestria y dos tesis de grado (Avales

de la tesis).

Valor tedrico

Los resultados obtenidos tienen un importante valor teérico e impacto en el campo de
la epidemiologia, el disefio de modelos prondsticos y alerta temprana. Esta tesis adapt6
un protocolo de trabajo para monitorear la TV de arbovirus en Ae. aegypti en
condiciones de terreno, que puede generalizarse y ser utilizado en la implementacion
de un sistema de vigilancia entomo-virolégica en Cuba. De igual forma, el protocolo de
trabajo para los ensayos de TV, permitira continuar los estudios experimentales sobre
este fendmeno. Por ultimo, el demostrar la potencialidad de la TV de arbovirus en Ae.
aegypti para generar hembras infectivas capaces de transmitir virus en la saliva, revela
otra fuente de infeccion efectiva de hembras de Ae. aegypti ademas del ya conocido
paradigma de infeccién de mosquitos mediante la alimentacién sanguinea sobre un

hospedero en fase virémica o transmisién horizontal.

Valor practico

Esta tesis demostré la importancia practica del monitoreo de la TV de virus
transmitidos por Ae. aegypti como una herramienta efectiva en la vigilancia integral de
arbovirus, sentando las bases para la introduccién paulatina de la vigilancia entomo-

virolégica en Cuba.
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1  Los arbovirus dengue, chikungunya y Zika

El término arbovirus («arbo» acronimo del inglés arthropod-borne) agrupa a los
agentes virales transmitidos por artropodos. Esta denominacién redne
aproximadamente a 530 virus de acido ribonucleico (ARN), de los cuales alrededor de
130 tienen relevancia sanitaria®3). Los arbovirus actualmente reconocidos se
encuentran en cinco familias, entre las cuales se destacan: Flaviviridae, Togaviridae y
Bunyaviridae(>4). De ellas, los géneros que incluyen los virus mas importantes desde el
punto de vista epidemioldgico son: (i) Flavivirus, que agrupa los virus de la fiebre
amarilla (VFA), dengue (VDENSs), Zika (VZIK), Nilo Occidental (VNO), entre otros; (ii)
Alfavirus, con representantes como los virus chikungunya (VCHIK) O’nyong-nyong
(VONN) y Mayaro (VMAY); y (iii) Orthobunyavirus, como los virus La Crosse (VLAC), la
fiebre del Valle del Rift (VFVR), entre otros(>4). Los VDENs, VCHIK y VZIK se consideran
globalmente entre los de mayor relevancia epidemiolégica® 4, y se estima que
aproximadamente 3900 millones de personas en mas de 120 paises viven en riesgo de
contraer la infeccion por cualquiera de ellos (55).

Mosquitos vectores del género Aedes (subgénero Stegomyia), especialmente Aedes
aegypti, son los causantes, en areas urbanas y periurbanas, de las emergencias y re-
emergencias de los arbovirus mas notables del siglo XXI (VDENSs, VCHIK, VFA y VZIK) ().
Actualmente, la distribucién de esos vectores es la mas amplia registrada e incluye
América del Norte y Europa(5%). La urbanizacion acelerada y no planificada, las
condiciones socio-econdmicas inadecuadas, unido al incremento de los viajes
internacionales y el cambio climatico, estan entre las causas fundamentales de la

emergencia y expansion geografica sin precedentes de los arbovirus y sus vectores(17.

57),
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1.1.1 Clasificacidn, estructura, organizacion genémica y ciclo replicativo de
los virus del dengue, chikungunya y Zika

1.1.1.1 Los flavivirus dengue y Zika
Los virus del dengue (VDEN-1, -2, -3 y -4) y VZIK pertenecen a la familia Flaviviridae
(del Latin flavus que significa amarillo, debido a la ictericia provocada por el VFA). Junto
a ellos se agrupan decenas de entes virales relacionados serologica y genéticamente en
el género Flavivirus, subdividos en tres grupos: i) los transmitidos por mosquitos, ii) los
transmitidos por garrapatas y iii) los que no tienen vectores conocidos®8).
Los viriones maduros de los flavivirus son particulas icosaédricas, de alrededor de 50
nm de didmetro con una envoltura lipopolisacaridica(8 59 (figura 1.1 A). Su genoma
estd compuesto por una simple cadena de ARN positivo de ~11 kb, que contiene un
unico marco abierto de lectura (ORF, del inglés open reading frame), y esta flanqueada
por regiones no traducibles (UTR, del inglés untranslated regions) en el extremo 5'UTR
y en el extremo 3'UTR(8-61), Estos segmentos de ARN subgendémico (sfRNA) incluyen
secuencias importantes para la replicacion y traduccién viral(62-64),
El ARN genomico codifica una poliproteina que da lugar a las diez proteinas virales, que
incluye tres estructurales: capside (C), pre-membrana (PrM) y la envoltura (E) y siete
no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5(5 (figura 1.1 B). Las
proteinas estructurales son los componentes esenciales del virion e intervienen en la
entrada, fusién y ensamblaje viral. La proteina E tiene un papel definitorio en la
alternancia entre hospederos, el tropismo y la virulencia de los flavivirus. Con un peso
molecular de 53 kDa, E es una proteina de fusién de membrana, dimérica, N-glicosilada
que media la unién al receptor celular. La proteina E posee, ademas, las mayores
propiedades inmunogénicas del virién, confiere respuesta inmune protectora
induciendo anticuerpos neutralizantes y antifusion en el hospedero vertebrado(66).
Los flavivirus entran a la célula hospedera via endocitosis mediada por receptor (¢7). Los
receptores y moléculas de unién varian entre los hospederos mamiferos y mosquitos,
asi como entre virus(8), Los VDENs se unen a las células diana a través de un grupo
estructuralmente diverso de factores de uni6n(®?. El receptor probable de VZIK en
mamiferos es el complejo receptor tirosina-quinasa Gas6-AXL que esta presente en

cerebro, musculo, tejido reproductivo y placenta(70.71),
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En ningln caso se identifica un receptor celular definitivo para estos virus(’> 76); no
obstante, se conoce que su internalizacién ocurre mediada por clatrina(67),

Una vez internalizada, la particula viral es expuesta al ambiente acido del endosoma
tardio, lo que provoca la fusién de las membranas viral y celular, y el desensamblaje del
virion(’7). La nucleocapside es entonces liberada al citoplasma y el ARN genémico queda
descubierto para traducirse en la poliproteina viral. Esta poliproteina es dirigida al
reticulo endoplasmatico (RE) y escindida en las tres proteinas estructurales y las siete
no estructurales por peptidasas celulares y la NS3 viral("8),

Las proteinas no estructurales son los componentes del complejo de replicacién viral(79).
NS1 actiia como una proteina de andamiaje que ancla el complejo de replicacidon viral al
RE de la célula huésped(80). Esta proteina se halla en forma de dimeros de 46 kDa y se
puede encontrar tanto intra como extracelularmente. NS2A de 22 kDa es esencial en el
proceso de transicion entre la replicaciéon y el ensamblaje del ARN viral(75). NS2B, es una
proteina asociada a membrana de 14 kDa que se agrupa con NS3 para formar el complejo
de la proteasa viral y le sirve como cofactor en la activacion estructural de su serino-
proteasal®®). Por su parte, NS3 es una proteina multifuncional de 70 kDa con actividad
proteasa, helicasa y ARN trifosfatasa (RTPasa) que participa en el procesamiento de la
poliproteina viral y la replicaciéon del ARN(73), Las pequeiias proteinas hidrofébicas NS4A
y NS4B, asisten a NS3 durante la replicacién viral(73). Por ultimo, NS5 de ~103 kDa, es
una proteina multifuncional y estd encargada de la replicacién y transcripcién viral. Esta
enzima es la mas conservada entre los flavivirus, tiene en su extremo C-terminal el
dominio ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y en el N-terminal la actividad
metiltransferasa y guanidiltransferasa, responsable del “capping” y metilacion del
extremo 5’ del ARN gen6mico(73).

A partir del ARN intermediario de cadena negativa se sintetizan las cadenas positivas de
ARN(67.81), Las nuevas moléculas de ARN viral pueden ser usadas para préximas rondas
de traduccidn o para la encapsulacion en nuevos viriones(¢1), El ARN viral es encapsulado
por la proteina C, un homodimero de 11 kDa(é¢). Seguidamente, la nucleocapside se
convierte en un virién envuelto e inmaduro en la membrana del RE(67). En los viriones
inmaduros la proteina E aparece formando proyecciones heterotriméricas con la

proteina precursora prM(¢), de ~165 aa y N-glicosilada. Una proteasa furina hospedera
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escinde el péptido “pr” de prM, lo que permite generar la proteina M de ~75 aa, que
permanece asociada a la particula viral insertada en la membrana durante los estadios
finales del ensamblaje viral(82), En la etapa final, los viriones maduros son secretados al
espacio extracelular mediante exocitosis (67),

1.1.1.2  El alfavirus chikungunya
El virus chikungunya (VCHIK) pertenece a la familia Togaviridae. Este virus se agrupa
ademas dentro de los alfavirus artritogénicos o del Viejo Mundo, causantes de
enfermedades inflamatorias musculo-esquelética en humanos y dentro de los que estan
ademas los VONN y VMAY, entre otros(83).
El VCHIK es un virus envuelto de 70 nm, de simetria icosaédrica y un genoma ARN
monocatenario positivo de 11,8 kb, con una cola de poli A en el extremo 3’ y una
caperuza en el extremo 5’ (figura 1.1 C y D). Esta molécula de ARN contiene dos ORFs:
1) el ORF1 es regulado por el promotor ubicado en la 5’UTR y codifica para una
poliproteina no estructural (P1234) que es clivada en cuatro proteinas no estructurales
(nsP1-4), y que forman el complejo ARN-replicasa(8485), y 2) el ORF2 préximo al extremo
3’, regulado por el promotor subgendmico interno, se transcribe en un sfRNA (26S)
positivo que codifica, después de multiples clivajes y etapas de maduracién, para cinco
proteinas estructurales: capside (C), tres glicoproteinas de envoltura (E1, E2 y E3) y
6K (85 86) (figura 1.1 D). A diferencia de los flavivirus, el genoma de VCHIK contiene tres
UTRs: i) laUTR 5’, de 76 nucle6tidos (nt), ii) la UTR 3’ de 526 nt y iii) la restante UTR de
68 nt, se encuentra entre los dos ORF y contiene el promotor del sfRNA que se traduce
posteriormente en las proteinas estructurales(®?) (figura 1.1 D).
El virion de VCHIK esta integrado por una nucleocapside compuesta por la proteina C.
Esta estructura esta rodeada por una bicapa lipidica que contiene embebidos los
trimeros glicoproteicos formados por tres heterodimeros de las proteinas E1 y E2 (86)
(figura 1.1 C).
Como en los flavivirus, la entrada de VCHIK a las células diana ocurre por endocitosis
mediada por receptor. La proteina viral E2, glicoproteina de transmembrana tipo I, de
~40 kDa, que posee las principales propiedades antigénicas(85), se une a receptores aun
no identificados. La endocitosis de la particula viral ocurre mediada por clatrina, pero

también se ha informado de la entrada viral a la célula, independiente de esta via(83),
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Dentro del endosoma, el ambiente de bajo pH provoca cambios conformacionales en E1
(~44 kDa), que median la fusién de la envoltura viral con la membrana endosomal del
hospedero posterior a la endocitosis viral(83),

Posteriormente la nucleocapside se desensambla, liberando el genoma viral en el
citosol(®8), Por medio del secuestro de la maquinaria traductora celular, se sintetiza
rapidamente la poliproteina viral P1234 (85, que es subsecuentemente escindida en cis
por la proteasa nsP2 (~90kDa)(®9), que desempefa cuatro funciones enzimaticas
fundamentales: helicasa, nucle6tido trifosfatasa, ARN trifosfatasa y proteasa(®?. El
clivaje de P1234 ocurre a nivel de la unién nsP3/nsP4, rindiendo P123 y la proteina
activa nsP4(°9), de ~70 kDa, encargada de la sintesis del ARN viral, realizado por la RdRp
ubicada en su extremo C terminal(84).

De esta manera ocurre la formacion inicial del complejo de replicacion viral, que permite
la sintesis del ARN viral antisentido que sirve de intermediario para la replicacion
viral®D. El complejo nsP4-P123 junto con el ARN viral, es entonces reclutado por
estructuras conocidas como esférulas, que son invaginaciones de la membrana
plasmatica que funcionan como protectoras de los intermediarios de ARN de doble
cadena, impidiendo su degradacién por el sistema inmune innato de la célula
hospedera(®2). A medida que la infeccidn progresa, las esférulas se internalizan, llegando
a formar grandes estructuras membranosas conocidas como vacuolas citopaticas tipo I
inducidas por virus (CPV-I)®2) donde continta la sintesis del ARN viral luego de la
obtencién por separado de las otras dos proteinas no estructurales (nsP1 y nsP3). La
proteina nsP1 (~60 kDa), es una metil/guaninil transferasa responsable del “capping”
del ARN viral y del sfRNA 26S(89 93,94), Por su parte, nsP3 (~60 kDa) participa en la
replicacion y ensamblaje virales y confiere virulencia a VCHIK(3).

La traduccion de las cuatros proteinas no estructurales, induce un cambio de la actividad
replicasa hacia la sintesis de nuevos genomas virales y moléculas de sfRNA 26S(85. 94,96,
97), Una vez en el citoplasma, el sfRNA 26S es traducido en la poliproteina estructural de
la cual la proteina C (~30 kDa) es inmediatamente auto escindida por su dominio
proteolitico(®®. La interacciéon directa de la proteina C con los nuevos genomas de ARN
viral cataliza su oligomerizacién y el ensamblaje de la nucleocapside(°9). Posteriormente,

ocurre la liberacién de la proteina accesoria 6K (~6,6 kDa, de funcién aun
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desconocida(®3) mediada por peptidasas hospederas en el RE, lo que posibilita la
asociacién de E1, E2 y E3 en un complejo trimérico inmaduro(109, Alternativamente, las
glicoproteinas E se organizan y transportan desde el Complejo del Golgi hacia la
membrana plasmatica en vacuolas citopaticas tipo II, que reclutan las nucleocapsides
ensambladas en su cara citoplasmatica(l0l), La proteina E3 (~7,4 kDa), que protege y
estabiliza los trimeros E2 /E1, es liberada por la escisiéon de una furina hospedera(102), El
dominio hidrofébico de la proteina C que forma la nucleocapside interactia con el
dominio citoplasmatico de E2, lo que promueve la externalizacion de la particula de
VCHIK que brota de la célula hospedera como un virién maduro(°0.103),

1.1.2 Origen, distribucion geograficay epidemiologia de los virus del dengue,

chikungunya y Zika

Se considera que el genoma ARN de la mayoria de los arbovirus favorece la replicacion
de estos patdgenos tanto en hospederos vertebrados como invertebrados, debido a que
su plasticidad genética y tasa de mutacion son superiores en comparacion con los virus
ADN@04), La elevada tasa de mutacién de los virus ARN, se atribuye a la baja fidelidad de
su RdRp, la cual opera en ausencia de actividad correctora e introduce una mutacién por
cada ciclo de replicaciéon viral(193). Esto provoca la acumulaciéon de genomas virales
genéticamente distintos, organizados alrededor de una secuencia consenso en cada
hospedero. Se postula que estas variantes intra-hospedero, llamadas también
cuasiespecies, interactian a nivel funcional y colectivamente contribuyen a la
adaptacion general de la poblacidn viral, lo cual tiene importantes implicaciones para la
patogénesis del virus y favorece su gran diversidad genética(196), La variacién
significativa observada en los arbovirus, da lugar a diferentes genotipos y linajes. El uso
de las técnicas moleculares permitié determinar la distribuciéon geografica de estos
virus, sus genotipos y linajes, y realizar reconstrucciones filogenéticas que demuestran
sus origenes y patrones de expansion(107),

1.1.2.1 Virus del dengue
Los virus del complejo dengue son considerados los arbovirus mas ampliamente
distribuidos en el mundo, lo cual se debe a las migraciones humanas, la urbanizacion
descontrolada y no planificada, los conflictos armados, inadecuado manejo de agua y

desechos y un insuficiente e insostenible control del vector(198), Las primeras referencias
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de la enfermedad por dengue datan de los afios 265-420 d.n.e. en China(1%9). Los
siguientes informes aparecieron en el siglo XVII y a partir de entonces describen una
enfermedad con una distribuciéon geografica amplia, que alcanz6 proporciones de
pandemia a finales del siglo XVIII(109),

El origen geografico de los VDENSs es aun tema de especulaciéon y debate(119). Basados en
los datos disponibles, es imposible identificar categéricamente a Asia o Africa como el
lugar de origen de estos virus. Algunos autores proponen el origen definitivo en Africa,
basados en la circulacién de varios flavivirus trasmitidos por mosquitos cercanamente
relacionados(*11) y/o el origen africano del principal vector de los VDENSs, Ae. aegypti
aegypti(112); sin embargo, esta hipdtesis no estd probada(119). Se cree que los actuales
virus que circulan en el ciclo urbano se originaron de progenitores silvestres(109) que
evolucionaron independiente y repetidamente en una serie de eventos de
divergencia(119), Ademads, es muy probable que la emergencia de las actuales cepas de
DENVs que afectan al humano originadas a partir del ciclo de transmision selvatico, se
viera facilitada por la division alopatrica y tal vez ecoldgica de las cepas selvaticas
ancestrales de estos virus en poblaciones de diferentes especies de primates no
humanos(119), La “conquista” de poblaciones de una misma especie (Homo sapiens),
estuvo favorecida por la limitada proteccién heterotipica cruzada que cada serotipo viral
genera en el hospedero; como consecuencia de la divergencia antigénica que los mismos
alcanzaron con anterioridad(110.113,114) E] proceso de emergencia fue impulsado ademas
por el encuentro del virus con “nuevas especies” de mosquitos domésticos (i.e. Ae.
aegypti) y peridomésticos (i.e. Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1895))(113,114),

En Las Américas, la historia de las epidemias de dengue se divide en cuatro fases: 1) su
introduccion (1600-1946), con las evidencias de la asociacion entre el dengue y sus
formas mas severas en los afios 1950(115); 2) plan continental para la erradicacién de Ae.
aegypti (1947-1970) marcado por la exitosa desaparicién del mosquito en 18 paises del
continente hacia 1962; 3) la reinfestacion de Ae. aegypti (1971-1999) causada por el
fracaso de los programas de erradicacion del mosquito y 4) el incremento en la
dispersion de Ae. aegypti y la circulacion de los cuatro serotipos (2000-2010)
caracterizada por un marcado incremento del nimero de brotes y el reporte cada vez en

mayor frecuencia de casos graves(116), La incidencia global por dengue creci6
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marcadamente en las dltimas dos décadas, con un incremento de mas de 10 veces en el
numero de casos. La region de Las Américas, concentr6 el 80% de los casos informados
mundialmente en el afio 2023, con 4,1 millones de casos sospechosos, incluyendo 6710
severos y 2049 muertes(®),
Actualmente se identifican cinco genotipos (definidos como clados virales que tienen
una divergencia entre su secuencia nucleotidica no mayor del 6% dentro de una regiéon
dada del genoma(117) distintos en cada uno de los serotipos VDEN-1(118), VDEN-2(107) y
VDEN-3(19), mientras que para VDEN-4 se indentifican cuatro (tabla 1.1)(120, 121),
Algunos de estos genotipos son de amplia distribucién, mientras que otros estan
restringidos a localidades particulares, o incluso se consideran extintos como el
genotipo IV del serotipo 3(110),

1.1.2.2  Virus Chikungunya
El primer informe de una enfermedad compatible con VCHIK data de 1823 en Zanzibar,
costa este africana y que actualmente pertenece a Tanzania(122), donde pocos afios
después fue descrita una epidemia de Fiebre Chikungunya(?23). Sin embargo, fue durante
la epidemia ocurrida entre 1952-1953 en el suroeste de Tanzania que se identific6 por
primera vez al VCHIK como el agente causal(124). Poco después de su descubrimiento, se
detectaron en Uganda mosquitos de la especie selvatica Aedes (Stegomyia) africanus
infectados con VCHIK, lo cual constituy6 la primera evidencia de su transmision en un
ciclo selvatico(125). Posteriormente el VCHIK se encontré en otras regiones de Africa
Subsahariana(126). La primera epidemia ocurrida fuera de Africa, se evidencié en 1958
en Bangkok, Tailandia(127), con otros brotes en los afios 1960 y 1970 en la India(28), El
virus se propagdé entonces en todo el continente asiatico provocando varias
epidemias(129),
En 2004, el virus parecid re-emerger, inicialmente en Kenya, antes de propagarse a territorios
del Océano Indico, registrandose millones de casos de infeccién por VCHIK y la primera
descripcién de enfermedad grave y muerte relacionada con esta infeccion(122). Durante este
brote se aisl6 una cepa epidémica de VCHIK en la isla La Reunién, donde en 2005 ocurrié una
epidemia que afectd al 40% de su poblacién(130). Esta cepa contiene una mutacién en la posicion

226 de la glicoproteina de envoltura E1, en la que un residuo de Valina (de la cepa salvaje) es

sustituido por uno de Alanina(131),
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Tabla 1.1 Genotipos que componen cada uno de los cuatro VDENs y su distribucion
geografica mundial.

Serotipo Genotipo Origen geografico Referencias
I Sudeste de Asia, China y el este de Africa
11 Tailandia (décadas de 1950 y 1960)
VDEN-1 I11 Cepas selvaticas colectadas en Malasia 118)
\Y Islas del Oeste del Pacifico y en Australia
América, oeste de Africa y algunas cepas
Vv .
de Asia
Asiatico 1 Malasia y Tailandia
Asiatico 2 China, Taiwdn, Sri Lanka y Filipinas
. Australia, Africa, Islas del Océano Pacifico
Cosmopolita e Indico y Medio Oriente
VDEN-2 (107)
Americano América Latina, el Caribe, la India e Islas
del Pacifico en las décadas 1950 y 1960
Asidtico/Americano Aislamientos de orige,n.asiético, y
colectados en las Américas
[ Malasia, Filipinas, Indonesia y de las Islas
del Pacifico Sur
11 Tailandia, Bangladesh y Vietnam
India, Sri Lanka, Samoa, Africa y
1 aislamientos colectados desde 1994 a la
VDEN-3 fecha, en Latinoamérica y el Caribe (119)
Cepa prototipo aislada en Filipinas en el
I\Y afio 1956 y aislamientos de China y
Malasia de los 80
v Puerto Rico de los afios 60 y 70, asi como
un aislamiento de Tahiti de 1965
I Tailandia, Filipinas, Japdén y Sri Lanka
I Indonesia, Malasia, Tahiti, Las Américas y
VDEN-4 el Caribe (120, 121)
111 Aislamientos recientes de Tailandia
v Aislamientos selvaticos colectados en

Malasia
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Existe una fuerte evidencia epidemiolégica y experimental de que esta es una mutacién
adaptativa que increment6 la replicacién y transmision en Ae. albopictus, vector
principal presente en La Reunién(132), Posteriormente se identific6 un conjunto de
mutaciones que secuencialmente incrementaron la adaptabilidad del virus a esta
especie(133), Los brotes de gran magnitud ocurridos durante este periodo propiciaron la
introduccion de VCHIK en regiones mas templadas donde Ae. albopictus esta presente,
como por ejemplo el sur de Francia e Italia, que registraron transmisidon local y brotes
de esta enfermedad, el Ultimo con 17 y 277 casos autdctonos respectivamente en

20170134),

Entre 2006 y 2011, varios paises y territorios de Norte, Suramérica y el Caribe,
detectaron casos importados de VCHIK(135), pero no fue hasta diciembre de 2013 que se
anuncio la emergencia de VCHIK en Las Américas, al detectarse el primer caso autoctono
en Saint Martin, territorio ubicado en el Caribe(13¢), Después del primer reporte, VCHIK
se expandio a 45 paises y territorios de Norte, Centro y Suramérica, causando mas de
2900 millones de casos 'y 296 muertes hasta julio de 2016(122), Sin embargo, se considera
que el verdadero nimero de casos esta subestimado como resultado de un diagnéstico

clinico incorrecto o la falta de informe(129),

Andlisis filogenéticos de secuencias parciales del gen el de VCHIK revelan la existencia
de tres genotipos vinculados a su ubicacion geografica: (i) Africano Occidental, (ii) Este,
Centro y Surafricano (ECSA) y (iii) Asiatico, los cuales comparten un ancestro comun en
Africa tropical(137-139), Un linaje epidémico adicional conocido como Linaje del Océano
Indico (IOL, por sus siglas en inglés), y cuyas cepas forman un grupo monofilético dentro
del genotipo ECSA, emergi6é durante la propagacion de VCHIK en el Océano Indico y
Asia(140),
1.1.2.3 Virus Zika

El virus Zika fue aislado por primera vez de un macaco Rhesus y de mosquitos Ae.
africanus en el bosque Zika (de ahi su nombre) de Uganda en 19470141), Estudios de
vigilancia serologica, identificaron personas inmunes a VZIK al menos en 25 paises
africanos entre 1945y 2014, y en siete territorios de Asia entre 1952 y 19970142), Aunque

los estudios seroldgicos de este virus deben ser interpretados con cuidado debido a la
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reactividad cruzada de los anticuerpos anti-VZIK con otros flavivirus relacionados, la
deteccién directa del virus en paises africanos y asiaticos confirman la amplia
distribucién de este agente por afios(143). Se plantea que el VZIK se expandié de su ciclo
enzodtico ancestral en Africa hacia Asia, hace varias décadas(7).

La primera evidencia de una posible transmisién inter-humana urbana se registré en
Malasia en 1966, cuando el virus fue detectado en la especie doméstica Ae. aegypti(144).
Sin embargo, entre 1966 y 2013 no existié evidencia directa de transmision por esta
especie, lo que pudiera reflejar la ausencia de vigilancia y diagnéstico deficiente o nulo
para detectar una circulaciéon endémica o epidémica(l?). Los primeros brotes de VZIK
fueron documentados en Gabén(143) y Yap(146. 147) en 2007. En 2013, un gran brote
comenzdé en la Polinesia Francesa, involucrando aproximadamente 100 mil personas
infectadas y mostrando por primera vez evidencias de una enfermedad grave asociada
al VZIK: el Sindrome Guillain-Barré (SGB)(148), No fue hasta este momento que el VZIK
devino un virus “importante”, ya que anteriormente solo se asoci6é a una enfermedad
febril autolimitada de las areas endémicas(149). Seguidamente, el virus se expandi6 por
todo el Pacifico Sur y finalmente llegé a Las Américas, causando una epidemia masiva
donde la microcefalia congénita fue asociada por primera vez a la infeccién materna con
VZIK(150), En 2016, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) anunci6 la epidemia de
VZIK como una emergencia internacional?). Millones de casos fueron registrados en
mas de 86 paises y territorios, incluyendo las manifestaciones de SGB y el SZC(17),

Hasta la fecha, se reconocen dos genotipos principales de VZIK: africano y asiatico(1>%
152), E]l genotipo africano, se subdivide en dos linajes principales, uno constituido por
cepas de Africa Oriental y el otro por cepas de Africa Occidental(129) y es el responsable
de causar infecciones en paises de estas regiones, con manifestaciones clinicas leves(153).
El genotipo asiatico, por su parte, se subdivide en dos linajes principales: asiatico,
integrado por cepas del suroeste y sureste de Asia, Micronesia, Singapur, entre otras, y
el americano, que incluye las cepas de la Polinesia Francesa (probable origen de la
epidemia en Las Américas), Centro y Suramérica y el Caribe(152), El genotipo asiatico
circula causando brotes importantes caracterizados por manifestaciones leves, pero

donde se registraron también las mas severas como SZC y SGB(154155),
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1.1.3 Enfermedad por dengue, chikungunya y Zika

Las enfermedades provocadas por los VDENs, VZIK y VCHIK son reconocidas como una
de las principales causas de emergencia en salud a nivel global por la morbilidad y
mortalidad que producen, y el estrés sanitario y socio-econémico que conllevan(21), La
infeccion por estos arbovirus es frecuentemente asintomatica u oligosintomatica (60 a
80%, respectivamente) aunque puede producir diferentes formas clinicas, que van
desde un cuadro leve (que se resuelve espontdneamente en 7-15 dias) hasta formas
severas y, en algunos casos, la muerte(156). Las enfermedades causadas por arbovirus
suelen presentarse en forma epidémica y pueden producir un cuadro clinico muy
similar, principalmente durante la fase aguda, dificultando asi el diagndstico clinico y
creando problemas para su manejo apropiado(>¢). Adicionalmente, el diagnostico
serologico puede dificultarse debido a la reactividad cruzada entre virus relacionados
(i.e. VDENs y VZIK)(157),

Ante la ausencia de farmacos antivirales especificos, el manejo de los enfermos por estas
arbovirosis es sintomatico y con monitoreo y evaluacion constante del paciente durante
la fase sintomatica de la enfermedad(8 158),

1.1.3.1 Enfermedad por los virus del dengue

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos de mayor importancia en
humanos(59). El agente etiolégico de esta enfermedad es cualquiera de los cuatros
serotipos (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 o VDEN-4) que presentan caracteristicas
antigénicas, genéticas y serologicas diferentes(160). La infeccidon con cualquiera de los
serotipos puede causar una presentacion clinica similar que varia en severidad(18). El
dengue se caracteriza por ser una enfermedad febril aguda que se presenta con una
forma no severa, en la que se puede observar cefalea, dolor retroorbital, mialgia,
artralgia, nauseas, vomitos, petequias y leucopenia(8). Este cuadro puede presentarse
con signos de alarma tales como: dolor abdominal intenso y continuo, vOémitos
persistentes, acumulacién de liquidos, sangrado de mucosas, letargo o irritabilidad,
hepatomegalia, y aumento progresivo del hematocrito(18 161,162) [ .3 enfermedad puede
manifestarse como dengue severo, con fuga plasmatica(162), hemorragias graves o

compromiso grave de 6rganos, pudiendo llegar a causar la muerte(!8). Durante el afio
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2023, los casos de dengue severo en Las Américas representaron alrededor del 0,2% de
los casos sospechosos, mientras las muertes representaron el 0,05%().
La inmunidad a largo plazo desarrollada en el hombre después de la infeccién con un
serotipo es tipo-especifica, y la progresiéon a DS es frecuentemente asociada con la
infeccién secundaria por un serotipo heterélogo (163.164), Sin embargo, se estima que el
75% de las infecciones anuales son inaparentes (159). La frecuencia relativa entre los
casos inaparentes y asintomaticos en relacion con los sintomaticos varia de acuerdo con
el area geografica, el contexto epidemiolégico, el estatus inmunolégico del paciente y de
los serotipos circulantes (163),

1.1.3.2 Enfermedad por el virus chikungunya
La Fiebre Chikungunya es una enfermedad febril aguda con un periodo de incubacion
que dura, como promedio, de cuatro a siete dias y una fase aguda de cinco a 10 dias(166.
167), Aunque la enfermedad causada por el VCHIK cuenta con una vacuna recientemente
aprobada(13), el manejo de los pacientes se centra en la administraciéon de analgésicos y
antiinflamatorios para mitigar los sintomas(168). El término Chikungunya proviene del
lenguaje Makondo y significa “encorvarse”, el cual esta referido a la postura que adopta
el paciente debido a los fuertes dolores en las articulaciones(169), La proporcién de
individuos infectados por VCHIK que desarrolla sintomas clinicos y requiere atencién
médica es superior a la de VDENs y VZIK(135 170) con valores que oscilan entre 72-
969 (130,171-173)
Se reconocen dos etapas de la enfermedad: la fase aguda y la fase tardia con artropatia
persistente(135), En la enfermedad aguda, los pacientes manifiestan un inicio abrupto de
los sintomas, caracterizados por fiebre alta (>38,5°C), poliartralgia, dolor de espalda,
cefalea y fatiga(156), La poliartralgia representa el sintoma mas caracteristico, que puede
llegar a ser intensa y producir discapacidad funcional en mas del 60% de los casos(135
166,174), Después de la fase aguda, entre el 40-80% de los pacientes pueden padecer
créonicamente de manifestaciones articulares por meses y hasta varios afios, lo que se
denomina la fase tardia de la enfermedad con artropatia persistente(135.175-178) Aunque
de manera general las muertes por el VCHIK se consideran raras(3%), después de la
epidemia registrada en la Reunion, se documenté una alta letalidad relacionada con la

infeccion por el VCHIK en ancianos con condiciones preexistentes como hipertension
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arterial y diabetes(179.180) ]o que llev6 a afirmar que quizas las muertes por VCHIK son
subestimadas(181),

1.1.3.3 Enfermedad por el virus Zika
La infeccion por el VZIK es, en la mayoria de los casos, asintomatica y solo entre el 20-
25% de los infectados desarrollan una enfermedad que habitualmente es leve(16) y
autolimitada, con un periodo de incubaciéon promedio de dos a siete dias(18 182183) [3
enfermedad tiene un inicio subito, con exantema de tipo maculo-papular con o sin fiebre
de baja intensidad(1>4 184), También pueden presentarse otras manifestaciones, como
cefalea, mialgia, ndusea, vomitos y poliartralgia, aunque, el dolor tiende a ser menor que
en los casos de chikungunya y no incapacitante(156),
Dos sindromes asociados a la infeccién por VZIK y descritos a partir de los brotes y
epidemias de 2013 en adelante, son el SGB y el SZC(17), De ellos, el SCZ sigue siendo el
mas alarmante de los efectos provocados por la infeccidn con el VZIK y reconoce un
conjunto de anomalias en el feto o en el recién nacido(18.19). Aunque todavia se desconoce
el espectro completo de las manifestaciones fetales como consecuencia de la infeccién
intrautero por VZIK, se describen abortos espontaneos, muertes fetales, alteraciones del
SNC y alteraciones articulares en el feto(185-188),

1.1.4 Incidencia de los virus del dengue, chikungunya y Zika en Cuba

1.1.4.1 Laincidencia de los virus del dengue en Cuba
Desde el siglo XVIII y hasta mediados del siglo XX (1945) en Cuba se reportaron brotes
compatibles con dengue(189). Sin embargo, no es hasta 1977 que por primera vez se
confirma a nivel de laboratorio la ocurrencia de una epidemia de VDEN-1 que infect6 a
casi el 50% de la poblaciéon con un cuadro benigno(20), Posteriormente, en 1981 se
produce otra epidemia causada por el VDEN-2, que provocé 158 fallecidos, de ellos 101
nifios(199), Posterior a este suceso, en Cuba se desarrollé una campafia de lucha contra
Ae. aegypti, que permiti6 que el pais se mantuviera libre de transmision por mas de 15
afios. Sin embargo, en 1997 se produce un nuevo brote causado por el VDEN-2 localizado
en el municipio Santiago de Cuba, con 3012 casos confirmados y 12 fallecidos(1°1). En el
afio 2000, se reporté la circulaciéon de los VDEN-3(192) y VDEN-4 en La Habana(193),
Posteriormente, en 2006 hubo un incremento de la transmision(194), detectandose casos

de dengue en ocho provincias del pais, donde se aislaron los serotipos 3 y 4(195). A pesar
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de los esfuerzos para controlar la transmisiéon de dengue en Cuba, durante las tltimas
décadas, se detect6 un incremento en la co-circulacién de los diferentes serotipos(193),
En el afio 2016, con la introduccién de VZIK, se observé una disminucion aparente de la
circulaciéon de los VDENs(1. Sin embargo, durante 2018 y 2019, se observd un
incremento de los casos que volvié a descender durante los afios epidémicos de Covid-
19 en Cuba (2020y 2021). Desde 2022, este comportamiento cambi6, con un incremento
notable del nimero de casos de dengue en la isla y el reporte de circulacion de los cuatro
serotipos(196),

1.1.4.2 Laincidencia del virus chikungunya en Cuba
Los primeros casos de VCHIK en Cuba se detectaron a mediado del afio 2014. Todos los
casos positivos detectados por el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), en ese afio correspondieron a casos
importados, principalmente de Venezuela, Jamaica y Republica Dominicana, aunque
también se registraron casos procedentes de Nicaragua, San Vicente y las Granadinas,
Alemania e Irlanda(®7). La mayoria de los pacientes tenian residencia permanente en La
Habana. No obstante, otras 11 provincias también registraron casos importados de
VCHIK(197),
Durante el afio 2015 Cuba informé 226 casos de infeccién con el VCHIK(196), De ellos, una
parte correspondid a un pequefio brote de Fiebre Chikungunya en la oriental provincia
de Santiago de Cuba, el cual se eliminé rapidamente, constituyendo el inico evento de
transmision local de VCHIK en Cuba. La cepa aislada se clasific6 como perteneciente al
genotipo asiatico(?1), A partir de esa fecha no se identifica la transmision de este agente
viral en el pais(z1).

1.1.4.3 Laincidencia del virus Zika en Cuba
La epidemia del VZIK que comenzé en Las Américas a finales de 2015 no tardd en llegar
a Cuba, a pesar de los esfuerzos del gobierno cubano por precaver la enfermedad
emergente. En el afio 2016, precedido por el diagnostico de casos importados de Fiebre
Zika, se confirm¢ la introduccidon y transmision de este virus, la cual se mantuvo y
extendié a todo el pais1. El afio 2017 fue el de mayor registro de casos de VZIK, que
fueron disminuyendo durante 2018 y 2019. A partir de entonces, Cuba no registra

ningln otro caso autdctono de infeccién con este virus(196),
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1.2 Transmision de arbovirus por Aedes aegypti

1.2.1 El mosquito Aedes aegypti

1.2.1.1 Origeny distribucion de Aedes aegypti
Los mosquitos son artropodos pertenecientes a la clase Insecta, oden Diptera, familia
Culicidae. Esta familia agrupa los insectos que poseen piezas bucales en forma de
proboscide rigida de tipo picador-chupador. Ella incluye, entre otros, los géneros
Anopheles, Culex y Aedes. Dentro de este ultimo, existe un repertorio de alrededor de 800
especies y subespecies distribuidas en 43 subgéneros(198). El mosquito Aedes aegypti
(subgénero Stegomyia) (Linneus, 1762) figura entre las especies mas antropofilicas de
su género y es vector natural de numerosos arbovirus (i.e. VDENs, VFA, VCHIK, VZIK)®).
Consecuentemente, esta especie constituye un gran riesgo e interés para la salud
publica.
Aedes aegypti tiene su origen en Africa y fue introducido en Las Américas con la trata de
esclavos(23). En el continente africano, estan presentes dos formas de esta especie que se
diferencian por criterios morfolégicos y eco-etoldgicos: i) Aedes aegypti formosus, forma
ancestral, mas oscura, de preferencias troéficas diversas (el hombre y animales), habita
tanto en zonas selvaticas como urbanas, las larvas se desarrollan en habitats naturales
(huecos de rocas, agujeros de arboles) y artificiales, y de manera general presenta menor
susceptibilidad a los arbovirus(199. 200) ii) Aedes aegypti aegypti, forma mas clara,
doméstica y estrictamente antropofilica, vive en ambientes urbanos. Las larvas se
desarrollan en habitats artificiales como neumaticos usados, y otros recipientes
utilizados por el hombre para almacenar agua(?01). La forma doméstica de Ae. aegypti
que actualmente existe fuera de Africa, constituye un grupo monofilético3), lo que
revela que el evento de domesticacion ancestral de esta especie se produjo una sola vez
y todas las poblaciones fuera de Africa descienden de este tinico linaje(202),
En la actualidad, Ae. aegypti estd establecido en 167 paises(?93), esencialmente en las
regiones tropicales y subtropicales (20° S - 30° N) africanas, americanas, asidticas,
australianasy en Oceania(?% 204 205), Las condiciones ambientales idoneas para Ae. aegypti
se expandieron globalmente a razén de 1,5% por década desde 1950 y esa tendencia se

espera que se acelere durante el proximo siglo(206). Los patrones de distribucion
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altitudinal de este culicido también cambiaron, ascendiendo, por ejemplo en Puebla
(México), de 1630 msnm en 1987(207) 3 2133 msnm en 2011(208),

1.2.1.2 Ciclo de vida y bioecologia de Aedes aegypti
El ciclo de vida de Ae. aegypti consta de dos etapas bien definidas. La primera esta
constituida por la fase acuatica o inmadura representada por tres estadios diferentes:
huevo, larva y pupa; y la segunda, por la fase aérea o adulta (figura 1.2A)(209),
De cada huevo nace una larva (figura 1.2A) que inicia un ciclo de cuatro estadios (L1, L2,
L3 y L4)(210), Su desarrollo se completa entre cinco a siete dias en condiciones favorables
de nutricién y a temperaturas de 25-29°C(211),
Después de la etapa larval, comienza el estadio pupal (figura 1.2A) que dura
aproximadamente dos dias, en el que no se alimenta(4. Durante este estadio, una
metamorfosis completa permite al mosquito pasar de un modo de vida acuatico a un
modo de vida aéreo. En general los machos son los primeros en emerger, tienen una vida
mas corta y su mision evolutiva es el apareamiento con las hembras, que tiene lugar
pocos dias después de la emergencia(?12). En la mayoria de los casos, las hembras se
aparean una sola vez y almacenan los espermatozoides en su espermateca(?13), El ciclo
de Ae. aegypti, de huevo a adulto, se completa en 6ptimas condiciones de temperatura y
alimentacién entre 9 a 10 dias(214).
Aedes aegypti no se aleja mucho de sus criaderos. Varias investigaciones concluyeron
que las distancias maximas de vuelo estan entre 154 y 1207 m(213), La distancia de
dispersion aceptada para este mosquito es de menos de 150 m(109), y la reduccién de
sitios de cria en dreas con presencia de este vector favorece su propagacion(216),
El adulto o imago (figura 1.2A) es un mosquito de color negro, de mediano tamaro,
aproximadamente entre cuatro y siete mm de longitud?%. Esta especie es fdcilmente
distinguible por las escamas blancas en la superficie dorsal del térax que se disponen
simulando una "lira" (figura 1.2B)217). El cuerpo de los mosquitos, como el de todos los
insectos, se divide en tres regiones fundamentales: cabeza, térax y abdomen. En la
cabeza, encontramos las piezas bucales y los o6rganos sensoriales como los ojos
compuestos y las antenas. El torax esta segmentado en tres partes: pro, meso y meta-
térax y cada uno porta un par de patas. Ademas, en el mesotérax se inserta un par de

alas membranosas.
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Figura 1.2 Estadios del ciclo de vida (A) y fases de la infeccién de los arbovirus en Aedes
aegypti (C, adaptada de®®). El mosquito Ae. aegypti es distinguible por la disposicion en
forma de lira de las escamas blancas en su térax (B).
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El abdomen se dividide en diez segmentos en el que los ultimos corresponden a los
apéndices genitales(198). La anatomia interna estd compuesta por un aparato digestivo
que ocupa la mayor parte de la cavidad general del mosquito, al cual llega la toma
sanguinea que realizan las hembras. En el térax se encuentran las glandulas salivares
trilobuladas que secretan la saliva liberada en el momento de la picada. La circulacioén,
la respiracion y la excrecién son aseguradas por la hemolinfa, la red de traqueas con los
espiraculos y los tdbulos de Malpighi respectivamente. El aparato genital consta, en las
hembras, de dos ovarios y una espermateca, y en el macho, de dos testiculos y una
vesicula seminal(198),

Las hembras poseen un aparato bucal picador-chupador adaptado a la hematofagia
sobre vertebrados(24). No obstante, al igual que los machos se alimentan del néctar de las
plantas, fuente que le permite la subsistencia por largos periodos de tiempo en ausencia
de sangre(210), Las hembras tienen la capacidad de localizar un humano y alimentarse de
su sangre exitosamente, fenémeno que se ha nombrado “buisqueda del hospedero”(219,
220), Este comportamiento es dependiente de la edad y el estado fisioldgico(221-223), Las
hembras desarrollan gradualmente su competencia fisiolégica y etolégica para buscar y
alimentarse de la sangre humana después de la emergencia y la coépula, en orden de
completar su ciclo gonadotréfico(224). Luego de una alimentacién sanguinea completa, se
vuelven refractarias al olor del hospedero hasta después de la oviposicidn(223),
Generalmente, después de cada ingesta completa de sangre, la hembra desarrolla un lote
de huevos. Este mosquito puede alimentarse con sangre mas de una vez entre cada
puesta, especialmente si es perturbado antes de llenarse completamente(226), El ciclo
gonadotréfico dura aproximadamente 72 h, pero puede prolongarse a bajas
temperaturas(?27), Después de una alimentacién sanguinea completa, la hembra puede
volver a alimentarse en un intervalo de dos a cuatro dias(?!4). Durante la picada, esta
especie inyecta al hospedero invertebrado moléculas anti-hemostaticas que previenen
la agregacion plaquetaria, la vasoconstriccién y la coagulacién(228), La sangre ingerida
aporta las proteinas necesarias para la maduracién de los huevos antes de su
fecundacion. Las hembras adultas pueden producir hasta cinco lotes de huevos durante
suvida y los depositan en cantidades entre 100-200 por ovipuesta, lo que depende de la

cantidad de sangre ingerida(?4). Ademas, seleccionan multiples depdsitos con agua para
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ovipositar, comportamiento conocido como oviposicion saltada(?29), Las hembras se
alimentan en horario diurno y lugares oscuros, fundamentalmente al amanecer y al
anochecer(?14). La longevidad de las hembras puede variar entre una semana y varios
meses(198, 230)_
1.2.1.3 Aedes aegypti como vector

La habilidad de una especie para transmitir un patégeno, bajo condiciones espacio-
temporales dadas, es conocida como capacidad vectorial (CaV)(231, la cual es un
fendmeno complejo que depende en gran medida de las relaciones entre el patégeno, el
vector y su hospedador vertebrado. La CaV es un elemento esencial para caracterizar la
dinamica de un sistema vectorial dado y esta determinada por factores extrinsecos e
intrinsecos (anexo 1.1)(232 233) Entre los primeros, se encuentran la temperatura y la
humedad, que influyen en la longevidad y abundancia del vector, asi como en la duracion
del periodo de incubacién extrinseco (PIE)(234 235), E]l PIE es una variable clave en la
transmision de un ente infeccioso a un nuevo hospedero y se define como el tiempo que
transcurre entre la adquisicion del patégeno por el vector mediante la alimentacion
sanguinea y su posterior excrecion en la saliva(233). Por su parte, los factores intrinsecos
estan relacionados con las bases genéticas de la especie vectora y el patégeno, los que
influyen en la susceptibilidad a la infeccién y la eficiencia en la transmisién. La habilidad
intrinseca de una especie para ingerir, replicar y transmitir un patégeno a un hospedero
durante la picadura se define como competencia vectorial (CoV)(26.236,237) (figura 1.2C).
Ademas de los determinantes intrinsecos de origen genético que la controlan, la CoV esta
modulada por factores extrinsecos y ambientales como la dosis viral ingerida por el
vector y la temperatura a la que se somete este sistema bioldgico(26).

Aedes aegypti es el responsable de la mayor parte de la transmision de los VDENs, VFA,
VCHIK y VZIK en todo el mundo, y es casi exclusivamente el vector de las grandes y
explosivas epidemias urbanas de estas enfermedades en Las Américas(5 25.238-240) Sy alta
domesticidad determina su CaV(25) y algunos rasgos de su conducta se identifican como
potenciadores de la transmision arboviral. Ellos son: i) la alimentacion preferencial de
sangre human(241,242) ]a cual se asocia con una mayor producciéon de huevos(242); ii) su
condicién de picadora persistente(243), que realiza varias tomas de sangre hasta llenarse

completamente(?44), a menudo en un mismo dia y dentro de una misma casa(241); iii) la
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seleccion de sus sitios de reposo, en refugios cubiertos, desprovistos del movimiento del
aire y de la vista humana(?45), en zonas preferentemente oscuras y sombreadas(249); iv)
sus patrones de dispersion en los que se observa que las hembras generalmente
permanecen dentro de la casa de liberacién o en casas adyacentes(21%); v) amplia
distribucién mundial a la cual contribuye la explotacién que hace de los recipientes
artificiales de almacenamiento de agua como sitios de cria(240. 247); vi) su variada CoV
para transmitir ademds, en condiciones de laboratorio, VMAY(@48 249) y el
orthobunyavirus del lago Ebinur (VLE)(239), asi como las filarias Brugia malayi y
Wuchereria bancrofti(219). Adicionalmente se incrimina como vector del virus de la
Encefalitis Equina Venezolana en Colombia, asi como de los virus de la Encefalitis Equina
del Este y el Oeste(210),
1.2.1.3.1 Las barreras internas de Aedes aegypti a la infeccién por arbovirus

Como todos los insectos, Ae. aegypti posee multiples barreras anatémicas y fisioldgicas,
que pueden impedir la invasion y establecimiento de patégenos durante el proceso de
infeccion. El tubo digestivo y las gldndulas salivares de la hembra adulta son las dos
principales barreras fisicas para la transmision del virus por el mosquito(?31). La primera
barrera fisica que ofrece el vector es la membrana peritréfica (MP), una gruesa envoltura
quitinosa semipermeable compuesta ademdas por proteinas y glicoproteinas, La MP
rodea el alimento contenido en el lumen y lo separa del epitelio intestinal(251). En la
hembra de Ae. aegypti, la MP es sintetizada en respuesta directa a la alimentacion
sanguinea y se observa al microscopio 6ptico o electrénico entre cuatro y ocho horas
después de la ingestion de sangre. El papel de 1a MP como barrera fisica a la infeccion
por patégenos ha sido ampliamente discutido(252). Algunos autores plantean que la MP
es impermeable a particulas del tamafio de virus(?33), sin embargo otros afirman que
dado el tiempo que tarda la MP en formarse, los arbovirus pueden penetrar e infectar las
células del intestino medio antes de su formacion(252).

Una vez en el espacio ectoperitroéfico, el patégeno encontrara la Barrera a la Infeccién
del Intestino Medio (MIB, del inglés Midgut Infection Barrier), la cual limita la
colonizacién de este érgano por el virus(231), Los mecanismos moleculares que hacen

funcionar la MIB para impedir la entrada de los viriones a las células del epitelio
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intestinal no estan totalmente dilucidados, aunque se identificaron varias proteinas con
un rol potencial como receptores virales de superficie(254),

Dentro del epitelio intestinal, el virus se replica y alcanza el sistema circulatorio del
mosquito antes de diseminarse e infectar 6rganos blanco secundarios. Los elementos
involucrados en impedir la multiplicacién y diseminacidn viral constituyen la Barrera al
Escape del Intestino Medio (MEB, del inglés Midgut Escape Barrier)(231), Las evidencias
disponibles sugieren que la lamina basal (LB) es la ruta critica en la MEB (figura
1.2C)(254), Esta estructura que separa las células del intestino medio del hemocele es una
matriz proteica secretada por las células epiteliales en su superficie basolateral(255),
Entre los mecanismos de diseminacion viral propuestos se encuentra el escape a través
del complejo traqueo-muscular que rodea el intestino medio y donde la LB es porosa y
desordenada, permitiendo el paso a los viriones(?50). También se hipotetiza que
determinadas moléculas sefales y efectoras, que se activan en presencia de la
replicacion arboviral, remodelan la LB de manera que los viriones puedan
atravesarla(2s7),

Una vez en la hemolinfa, los arbovirus infectan los hemocitos, el cuerpo graso, el tejido
neural y en ocasiones el tejido muscular antes de infectar las glandulas salivares
(GS)(54), De la misma manera que en el intestino, la LB que rodea las células acinares de
las GS debe ser penetrada para que los virus generen una infecciéon en ellas(258 259), Los
factores que impiden la entrada y replicacion viral en las GS constituyen la Barrera a la
Infeccién de las Glandulas Salivares (SGIB, del inglés Salivary gland Infection Barrier).
Una vez lograda la infeccion y replicacion en las células acinares, los virus son finalmente
liberados en las cavidades apicales donde la saliva se acumula antes de su liberacién
durante la picada a un vertebrado. La barrera que bloquea la liberacién de los virus
maduros en las cavidades apicales es la Barrera al Escape de las Glandulas Salivares
(SGEB, del inglés Salivary gland Escape Barrier) (figura 1.2 C)(258-260),

También existen determinantes virales que permiten burlar las barreras que impone el
vector al virus. La composicion de la envoltura viral juega un papel fundamental en el
cruce de estas barreras tisulares(261). Por ejemplo, Khoo et al., 2013(262) describieron que
con solo la sustituciéon de un aminodacido cargado (Arg94) por Gln en la glicoproteina E

de VDEN-2, el virus experimenté un escape eficiente del intestino medio cuando se
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enfrentd a una fuerte MEB en Ae. aegypti y por tanto conllevé un aumento de la
competencia vectorial en el culicido.

Ademas de las barreras fisicas existen mecanismos inmunoldgicos innatos que limitan
la infeccién del arbovirus en el vector(263), Las vias de senalizacion Toll, JAK/STAT e Imd,
asi como la via del ARN de interferencia (ARNi), se sugieren como los principales
mecanismos de defensa del mosquito frente a la infeccion viral. Las tres primeras vias se
activan por el reconocimiento del patégeno mediante los "receptores de reconocimiento
de patrones" y activan una cascada de quinasas y/o proteasas. Estas inducen la
translocacion de factores de transcripcion (Rel 1, STAT y Rel 2 respectivamente) al
nucleo y la expresion de efectores antimicrobianos. La via Toll parece activarse
preferentemente durante las infecciones por flavivirus, mientras que la via Imd parece
ser mas especifica de los alfavirus(264-266),

La via ARNi es la mayor respuesta innata antiviral que los vectores usan para restringir
las infecciones arbovirales(267). Este mecanismo incluye tres vias nombradas por sus
ARN efectores: ARN de interferencia pequefio (ARNsi), micro ARN (ARNmi) y ARN
interactuante con proteinas Piwi (ARNpi)(2¢7). La respuesta ARNsi exdgeno es el
mecanismo ARNi mejor estudiado y se activa cuando el ARN doble cadena,
(intermediario replicativo del virus) es reconocido en el citoplasma de células
infectadas, y procesado por varias enzimas y complejos enzimaticos (Dicer-2, R2D2,
RISC, Ago2)(264),

La via RNAi resulta primordial en la modelacion de la estructura poblacional de los
arbovirus. Se hipotetiza que el ataque del genoma viral por la via del ARNsi puede
provocar la rapida aparicion de mutantes de escape que permitan al virus eludir la
respuesta RNAi del vector(267), De esta manera la “pugna” entre la respuesta inmune
innata del vector y las contramedidas del arbovirus conducen a la sobrevivencia del
mosquito y “permiten” una infeccién equilibrada que disminuye los posibles costos
adaptativos impuestos por el virus al vector, pero mantiene la infeccion a los niveles

necesarios para la transmision eficaz del arbovirus(263,267),
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1.2.2 Transmision de arbovirus en la naturaleza
Cerca del 75% de las enfermedades infecciosas emergentes son enfermedades
zoonodticas (que provienen de animales), mayormente de origen silvestre(268 269), La
mayoria de los arbovirus tienen igualmente un origen zoon6tico, y circulan en un ciclo
enzodtico (endemia en animales) que involucra aves, roedores o primates no humanos
como hospederos reservorios, mayormente en habitats selvaticos(?70. 271), Las
infecciones humanas y las epidemias pueden surgir del “desbordamiento” (spillover en
inglés) directo estocastico de estos ciclos enzodticos a poblaciones humanas simpatricas
o cuando las personas entran en habitats enzoo6ticos silvestre(17.270), Vectores enzo6ticos
0 “puentes” (transmiten el patégeno adquirido en un ciclo selvatico al humano) estan
implicados en esta transmisidon(272), Como se explicé anteriormente, algunos arbovirus
emergieron como importantes patégenos humanos al alterar su rango de hospederos
desde reservorios enzodticos en primates no humanos (PNHs) hasta humanos, en un
ciclo de transmisién urbana que evoluciona ecolégica y separadamente(279),

1.2.2.1 Ciclos de transmision selvatica de arbovirus
Muchos arbovirus emergentes y de importancia médica como los VDENs, VCHIK y VZIK
tienen su origen en PNHs (i.e. Erythrocebus patas, Papio anubis, Chlorocebus spp,
Cercopithecus spp y Macaca spp), los cuales habitualmente no manifiestan signos de
infeccion, pero desarrollan una viremia suficiente para mantener el virus en la
naturaleza(269.273), En los habitats de bosques naturales de los PNHs, mosquitos arbéreos
principalmente del género Aedes (i.e. Aedes luteocephalus, Aedes taylori-furcifer, Ae.
africanus, Aedes vittatus(273)) transmiten estos arbovirus de un animal infectado a otro
no inmune en lo que se conoce como ciclo de trasmision selvatico(270. 271,274, 275),
En el caso de los VDENSs, se demostro la existencia de ciclos selvaticos que afectan a PNHs
en Asia y Africa, donde se aislaron los virus tanto de PNHs como de mosquitos selvaticos
que se alimentan ellos(?73). Todavia no existen pruebas fehacientes de la circulacion
selvatica de los VDENs en PNHs del Nuevo Mundo(273).
A diferencia de los VDENS, los ciclos de transmision selvatica de VCHIK(276) y VZIK(17)
solo estan demostrados en Africa, donde se aislé el virus de mosquitos arbéreos y PNHs.
Sin embargo, en el caso del alfavirus, no esta claro silos PNHs son los tinicos hospederos

vertebrados o si otros animales desempefian un papel en su mantenimiento
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silvestre(277), Los ciclos selvaticos parecen estar ausentes en Asia(?278.279), aunque existen
algunas evidencias de PNHs seropositivos al VCHIK(280), En la actualidad, no se ha
demostrado de forma concluyente la existencia de ciclos selvaticos de VCHIK ni VZIK en
Las Américas, aunque se sugiere que aun podrian establecerse debido al elevado niimero
de mosquitos, PNHs y personas susceptibles(17.281),

Los ciclos selvaticos tienen importantes implicaciones para las infecciones humanas,
mas alld del fenémeno “desbordamiento”(273). La circulacién selvatica puede actuar
como refugio de arbovirus, y permitir la re-emergencia una vez que las epidemias
humanas cesen y la inmunidad poblacional (inmunidad de rebafio) disminuya. Ademas,
pueden proporcionar ambientes selectivos donde nuevas cepas de arbovirus se
desarrollen. Esas nuevas cepas también podrian superar la inmunidad desarrollada en
respuesta a vacunas disefladas para cepas urbanas existentes, lo que se denomina
redundancia vacunal(282), E] estudio de la transmision selvatica de arbovirus, constituye,
por tanto, un tema de importancia con relacion a la trasmisién urbana.

1.2.2.2 Ciclos de transmision urbana de arbovirus

En ambientes urbanos a escala global, los arbovirus VDENs, VCHIK y VZIK son
transmitidos entre hospederos humanos principalmente por el mosquito doméstico Ae.
aegypti, cuyos habitos ecoldgicos favorecen su cercania al hombre y, por tanto, la
transmision viral(270.283). No obstante, Ae. albopictus es considerado generalmente un
vector secundario, aunque en territorios libres de Ae. aegypti, el “mosquito tigre” (como
se le conoce) juega un rol protagoénico en la transmision(283.284), Durante la epidemia de
VCHIK en La Reunion en 2005, Ae. albopictus se convirtié en el principal vector del virus
dada la mutacién ocurrida en la glicoproteina de envoltura viral E1(132285) [os ciclos de
transmision urbana de arbovirus en regiones tropicales densamente pobladas pueden
resultar en epidemias y pandemias explosivas, aunque bajos niveles de transmision
también pueden ser suficientes para mantener los virus en la poblacion. Algunos
arbovirus como VDENs, VCHIK y VZIK, se han adaptado totalmente a los ciclos urbanos
y ya no necesitan de los PNHs, mosquitos arboreos ni ciclos selvaticos para su

mantenimiento(142, 270),
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1.2.2.3 Transmision horizontal de arbovirus

Los arbovirus VDENs, VCHIK y VZIK se mantienen en el ciclo urbano principalmente
mediante la transmision horizontal entre la hembra de Ae. aegypti y el hombre (figura
1.3A)(286), El mosquito se infecta al alimentarse con sangre de un humano en fase
virémica (figura 1.2C). Una vez que el virus ingresa en el mosquito se inicia el PIE que
puede durar varios dias (entre cuatro y siete para los VDENs(287), tres y 14 para VZIK(288,
289), y mucho mas corto entre dos y tres para VCHIK(290.291)) en dependencia de disimiles
factores abordados anteriormente(292),

La interaccion del virus con su vector es un fenémeno clave en la transmisién de los
arbovirus, pues para que esta sea efectiva, deben ocurrir determinados eventos que
permitan al virus completar su ciclo dentro del vector(218). Cronolégicamente, después
que la sangre infectada es ingerida por el mosquito, el virus infecta las células epiteliales
del intestino medio donde se replica. Posteriormente, la progenie viral es liberada al
hemocele y se disemina a través de la hemolinfa a los 6rganos blanco secundarios
(traquea, cuerpo graso, musculatura toracica, tubulos de Malpighi, ovarios, sistema
nervioso) hasta que finalmente llega a las glandulas salivares donde su replicacién y
deposicién en las cavidades apicales de las células acinares permiten su inoculacién
mediante la saliva a un nuevo hospedero durante la picadura (figura 1.2 C)(263),

1.2.2.4 Transmision inter-vectorial de arbovirus

La transmision intervectorial incluye todas las vias que permiten el contagio entre
mosquitos. Las rutas aceptadas hasta el momento incluyen la TV (de parentales a
descendencia) y la venérea (TVN) (durante la cépula), las cuales constituyen
mecanismos “alternativos” de transmision de arbovirus para mantenerse en una
poblacién de vectores independiente de la alimentacion sobre humanos en fase virémica
(figura 1.3A)(293). Aunque estas vias de transmision intervectorial revelan la complejidad
deladinamica de trasmision de los arbovirus, su contribucién a la cadena de transmisién
humano-mosquito y a la epidemiologia de las enfermedades arbovirales permanece aun

poco estudiada(.17),
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1.2.2.4.1 Transmision vertical de arbovirus

El mantenimiento de los arbovirus en d4reas endémicas durante condiciones
desfavorables para la actividad vectorial es una evidencia epidemiolégica que hace
sospechar la presencia de otras rutas de transmision(1). Se postulan varias teorias para
explicar el mantenimiento de los arbovirus durante periodos inter-epidémicos, tales
como la reintroduccién del virus, la circulacién en otras especies que actian como
reservorios y mecanismos alternativos de transmision(l). Estudios filogeograficos de
secuencias de aislamientos virales en humanos, colectados antes, durante y después de
epidemias de VDEN, hallaron que, a pesar del grado de mutacion del virus, la entidad
viral fue la misma a lo largo del tiempo en cada lugar(296.297), Esto sugiere que el virus se
mantuvo localmente a pesar de la ausencia de condiciones para la TH(®.

De esta manera, la TV de arbovirus en poblaciones de mosquitos se propone como un
mecanismo que garantiza el mantenimiento del virus en la naturaleza durante
condiciones adversas para la THG0. La hembra de Ae. aegypti es capaz de transmitir los
virus verticalmente a su descendencia, después de haberse infectado, ya sea mediante
alimentaciéon o inoculacién intratordcica en condiciones de laboratorio(27-29). Este
fenbmeno esta descrito también en la naturaleza por estudios que comprueban la
presencia de VDENs, VCHIK y VZIK en larvas y machos adultos colectados en el
terreno(31-33) (figura 1.3B). Varios autores sugieren que la TV favorece la circulacién
endémica de estos virus(3%42), lo cual pudiera explicar que los paises con mayor cantidad
de registros de TV en mosquitos estan ubicados en zonas consideradas endémicas o
hiperendémicas como Latinoamérica(38 41,298,299) y e] Sudeste asiatico(31 300,301) (figura
1.3B).

La TV de arbovirus en mosquitos ocurre generalmente por via materna y a través de dos
principales mecanismos: transmision transovarica por la cual el virus infecta los tejidos
germinales de la hembra y la transmision trans-huevo por la cual el virus infecta los
huevos durante la fertilizacion o la oviposicion a partir de tejidos adyacentes
infectados(392). No obstante, algunos autores declaran que la TV no ocurre en
determinadas poblaciones de mosquitos o que en algunos contextos ocurre con baja

frecuencia(303-307),
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En Cuba, se confirm6 por primera vez la TV del VDEN-3 (genotipo III) en mosquitos Ae.
aegypti de La Habana en 2013, durante una epidemia que involucré a toda la region
latinoamericana(>2). Las consecuencias epidemioldgicas de la TV de los arbovirus en
mosquitos han sido insuficientemente exploradas, y este continta siendo un asunto
controversial®%). De cualquier manera, la posibilidad de que una hembra de Ae. aegypti
infectada verticalmente pueda ser infecciosa inmediatamente después de haber
emergido, sin tener que ponerse en contacto previo con un humano en fase virémica,
multiplica el riesgo de transmision de este virus(#3 308). Ademas, la deteccion de TV de
los VDENs en la naturaleza se propone como una herramienta para los sistemas de
vigilancia y alerta temprana de brotes(309.310),

En la actualidad existen limitados recursos preventivos y terapéuticos especificos
disponibles para hacer frente a los VDENs, VCHIK y VZIK, y su control se basa
fundamentalmente en estrategias integradas para la disminucién de las poblaciones de
Ae. aegypti y consecuentemente disminuir su transmision(227). Asi, es cada vez mas
urgente el desarrollo de investigaciones encaminadas a profundizar en el conocimiento
de la transmision de estos arbovirus y mejorar los sistemas de vigilancia que faciliten el
monitoreo de la situacion epidemiolédgica y permitan dar una respuesta eficiente para el
control de los brotes.

1.2.2.4.2 Transmision venérea de arbovirus

La TVN consiste en la transferencia del agente infeccioso entre mosquitos adultos de
distintos sexos durante el apareamiento (figura 1.3A)311. Pocos estudios abordan esta
via de contagio, sin embargo, la TVN se demostro en las especies de mosquitos Aedes
triseriatus12), Aedes austalis®13) y Culex bitaeniorhynchus314) con bunayvirus (LCV),
alfavirus (virus Sindbis) y flavivirus (virus de la encefalitis japonesa) respectivamente.
Asimismo, varios experimentos demostraron la capacidad de Ae. aegypti(315-319) y Ae.
albopictus2% machos de transmitir los VDENs, VCHIK y VZIK a hembras y viceversa. En
la mayor parte de los estudios, los machos de Ae. aegypti se infectaron
intratoracicamente(315. 318, 319) ‘mientras que, en solo uno, los machos demostraron su
capacidad de infectar hembras durante la copula después de adquirir verticalmente la
infeccion(317). Estos hallazgos refuerzan la potencialidad de la TVN como una fuente de

infeccion de mosquitos hembras para desencadenar brotes de arbovirus.
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1.2.2.5 Transmision no vectorial de arbovirus
La transmisiéon no vectorial (sin la participacién de vectores) de arbovirus de varias
familias esta registrada, aunque no en todos los casos muestra la misma frecuencia ni
explota las mismas vias(321). El contagio no vectorial de VDENs y VCHIK entre humanos
se considera muy raro, aunque se describié transmision sexual y fetal de los VDENs(322,
323) asi como transmision sanguinea, fetal e intraparto de VCHIK®24). Sin embargo, la
transmision sexual y fetal de VZIK entre humanos estd bien documentada (revisado
en(325-327)), Aunque las vias no vectoriales de transmisiéon poseen importancia para la
ciencia y patogenia de estos virus, no han constituido la causa de brotes de estos

patégenos(325),
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio
El presente estudio posee un disefio hibrido que combina dos encuestas transversales
repetidas para explorar la distribucion espacio-temporal de los virus del dengue y Zika
en estadios inmaduros de Ae. aegypti en areas de La Habana, Cuba; con dos estudios
experimentales anidados para evaluar la competencia vectorial y transmision vertical

de los virus del dengue, chikungunya y Zika en poblaciones de Ae. aegypti de La Habana.

2.2  Declaraciones éticas
La investigacion de terreno del presente estudio fue aprobada por el Comité de Etica de
la Investigacion del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” en su dictamen CEI-IPK
13-18. La colocacién de ovitrampas en el interior de las viviendas, conté en todos los
casos con el consentimiento informado de sus moradores. Los estudios de competencia
vectorial y transmision vertical en condiciones de laboratorio fueron aprobados por el
Comité de Etica interno del Instituto Pasteur de Guadalupe, Francia. Dos donantes
voluntarios proporcionaron su consentimiento escrito para la donacién de sangre para
los experimentos de alimentacion artificial de los mosquitos. La exportacién de los
huevos de Ae. aegypti al Instituto Pasteur de Guadalupe conté con los permisos de los
Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos

(CECMED), Centro de Seguridad Biolégica y el Instituto de Medicina Veterinaria de Cuba.

2.3 Estudios en condiciones naturales, La Habana, Cuba
2.3.1 Diseiio temporal del estudio
El estudio se desarroll6 en dos momentos epidemiolégicamente distintos (figura 2.1):
1. Periodo septiembre 2013 - julio 2014. Circulacion exclusiva de los VDENs en
Cuba marcado por un incremento de casos de dengue en las Américas antes de
la entrada de los VCHIK y VZIK en la region(21). El 14 de enero de 2013 entré en
vigor la reforma migratoria en Cuba que facilito la entrada y salida de cubanos
a todas las regiones del mundo(328) y con ello el incremento del riesgo de

introduccion de patégeno
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Figura 2.1 Esquema del diseiio general del estudio de la transmision de
arbovirus en poblaciones de Aedes aegyptide La Habana. A la izquierda y en color
verde se encuentran representados los estudios en condiciones naturales, en sus dos
momentos epidemioldgicamente distintos: 2013-2014 (estudios exploratorios de
monitoreo de transmisidn vertical (TV) de los virus del dengue (VDENSs)) y 2018-2019
(estudios de TV de los VDENSs y el virus Zika (VZIK)). A la derecha y en color azul, se
hallan los estudios en condiciones de laboratorio desarrollados con las poblaciones de
Aedes aegypti colectadas en las areas Pasteur, del municipio Diez de Octubre y Parraga,
del municipio Arroyo Naranjo respectivamente, ambos en La Habana, Cuba. En los
ensayos de competencia vectorial y transmisidn vertical, las poblaciones de mosquitos
fueron expuestas a los virus dengue-1 (VDEN-1), chikungunya (VCHIK) y VZIK.
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2. Periodo mayo 2018 - marzo 2019. Co-circulaciéon de los VDENs y VZIK,
precedido por un incremento de los casos de VZIK durante 2017, que fue
disminuyendo progresivamente hacia 2019(1). Durante este periodo, ni desde
su introduccidn en Las Américas, se registraron casos autdctonos de VCHIK en
La Habana(21),

2.3.2 Descripcion de las areas de estudio
El estudio vari6 sus zonas de pesquisa durante cada periodo referido en la seccién 2.3.1.

Periodo septiembre 2013 - julio 2014: El estudio se realizé en el municipio Arroyo

Naranjo, ubicado al centro sur de la provincia La Habana y considerado uno de sus
municipios periféricos. Limita al norte con el municipio Diez de Octubre, al sur con los
municipios San José de las Lajas y Bejucal (Provincia Mayabeque), al este con los
municipios San Miguel del Padrén y Cotorro; y al oeste con el municipio Boyeros (figura
2.2). Posee una extension de 82,2 Km?, y ocupa el 9% del territorio provincial(329). El
municipio cuenta con un area urbana de 3184 ha y una rural mayor de 3378 ha. Durante
el periodo de estudio, poseia una poblacion residente de 203 327 habitantes y una
densidad poblacional de 2474,2 hab/km2(329), E] territorio esta dividido en 10 Consejos
Populares y se caracteriza por un alto porcentaje de zonas suburbanas (siete
comunidades especiales y cinco de transito)(329)., La poblacién es atendida en siete areas
de salud: Mantilla, Parraga, Julidn Grimau, Los Pinos, Capri, Eléctrico y Managua (figura
2.2). Algunos datos demograficos de estas areas se muestran en el anexo 2.1.

La seleccidn del area de estudio estuvo determinada por dos factores fundamentales: i)
Arroyo Naranjo ha mantenido histéricamente elevados valores de Indice Casa (IC),
indicador entomolégico que refleja la proporcién de casas con presencia de larvas y
pupas de Ae. aegypti en un area determinada(30 331), ij) Anualmente este municipio
confirma un elevado nimero de casos de dengue(®32). En septiembre /2013 era uno de los
cuatro municipios de La Habana con mayor riesgo de transmision(333),

Periodo mayo 2018 - marzo 2019: El estudio se realizdé en dos areas de salud de la

provincia La Habana, Cuba: Louis Pasteur del municipio Diez de Octubre y Parraga del

municipio Arroyo Naranjo (figura 2.2). Ambas areas se seleccionaron teniendo en cuenta
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Figura 2.2 Mapa de la provincia La Habana con la ubicacién de los municipios Arroyo
Naranjo (B) y Diez de Octubre (A). Las divisiones dentro de cada municipio indican las areas
de salud estudiadas (1: Los Pinos, 2: Julian Grimau, 3: Mantilla, 4: Parraga, 5: Capri, 6:
Eléctrico, 7: Mangua, 8: Louis Pasteur).

el nimero de casos confirmados de dengue entre 2010 y 2017 y segun criterio opinatico
de los directivos de la Direccion Provincial de Higiene y Epidemiologia de La Habana. El
area de salud Parraga (alta transmision) confirmo cuatro veces mas casos de dengue que
el area de salud Pasteur (baja transmision) durante 2017334),

El area de salud Pasteur posee una extension territorial de 1,5 km? y 106 manzanas,
mientras que Parraga abarca un area de 2,5 km?2 y cuenta con 255 manzanas. Con el fin
de que los territorios muestreados tuvieran dimensiones analogas, se seleccion6 una
porcion del area de salud Parraga similar en extensiéon y nimero de manzanas que
Pasteur. Algunos datos socio-geograficos de las dreas de estudio se muestran en el anexo
2.2.

2.3.3 Colecta de mosquitos y preparacion de las muestras entomologicas

El estudio vari6 sus métodos de colecta durante cada periodo referido en acapite 2.3.1.

Periodo septiembre 2013 - julio 2014: Las larvas y pupas se colectaron mensualmente
por los operarios del Programa de Control de Aedes aegypti y Aedes albopictus del

Ministerio de Salud Publica en todas las areas de salud del municipio Arroyo Naranjo,
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como parte de sus actividades de rutina®33). Los individuos colectados en el mismo sitio
de cria (larvas y pupas) constituyeron una muestra, que se etiqueto con la fecha, lugar y
recipiente de colecta. Los especimenes que se clasificaron como Ae. aegypti?17) por los
especialistas del Departamento de Vigilancia y Lucha Antivectorial municipal, se
conservaron en etanol 70% y se almacenaron a 4°C antes de enviarse a la Unidad
Provincial de Vigilancia y Lucha Antivectorial para el control de la calidad. Las muestras
re-clasificadas como Ae. aegypti se contaron y se enviaron al Departamento de Control
de Vectores del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), donde se conservaron
en las condiciones antes descritas hasta su procesamiento. Los datos que acompafiaban
cada muestra se almacenaron en la base de datos del laboratorio. Cada sitio de colecta
fue geo-referenciado mediante el Sistema de Informacién Geografica MapInfo v.11.0(336),
Con las muestras entomolégicas recibidas se formaron grupos mixtos (larvas y pupas),
de entre 30-55 individuos, segtn la disponibilidad de ejemplares, colectados en el mismo
mes y area de salud siempre provenientes manzanas adyacentes. Se formaron grupos
con menos de 30 especimenes cuando en un mesy area de salud la cantidad de mosquitos
no alcanzé una cifra mayor que 30.

Periodo mayo 2018 - marzo 2019: Se colectaron huevos de Ae. aegypti mediante

ovitrampas en cada area de salud mensualmente a lo largo del estudio. En la pared
interior de cada ovitrampa, se colocaron tiras de papel con dimensiones de 40 cm x 5 cm,
el cual sirvi6 como sustrato para la oviposicién y se afiadieron 500 mL de agua. Cada
ovitrampa y su tira de papel respectiva se marcaron con un cédigo de identificacion y
georreferenciacidon en el momento de su emplazamiento. Las ovitrampas se colocaron en
el interior de viviendas y otros locales como bodegas, consultorios médicos, centros de
trabajo, etc, escogidos al azar durante el periodo de estudio. Cada mes se colocaron
aleatoriamente 25 ovitrampas en igual nimero de manzanas de cada area de salud. Las
ovitrampas permanecieron en los locales donde se ubicaron durante una semana, y al
cabo de este tiempo, fueron retiradas por investigadores del IPK de conjunto con los
operarios del Programa de Control de Aedes aegypti y Aedes albopictus de las areas de
salud respectivas. Las tiras de papel con los huevos colectados correspondientes a cada
ovitrampa se trasladaron al Departamento de Control de Vectores del IPK, donde

permanecieron en un ambiente de humedad durante 72 h para garantizar la maduracion
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del embrién. Posteriormente, los huevos colectados en cada ovitrampa se contaron bajo
un estereoscopio y se sumergieron en agua declorada a 37°C en recipientes cilindricos
con un area de 95 cm? en una relacidon aproximada de 80 huevos en 300 mL de agua. A
cada recipiente se le afiadieron 16 mg de harina de pescado para propiciar la eclosion de
los huevos, siguiendo normas descritas®37). Los recipientes de cria se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (28°+1°C), humedad relativa (80%) y ciclo de
luz/oscuridad (12h:12h). El desarrollo larvario fue observado cada 24 h y al séptimo dia
los especimenes fueron sacrificados e identificados taxon6micamente en los estadios de
L4, pupa o adulto indistintamente empleando un estereoscopio?17), Los especimenes
clasificados como Ae. aegypti fueron conservados en grupos de hasta 39 individuos
colectados en el mismo mes y area de salud, siempre provenientes de una misma
ovitrampa u ovitrampas adyacentes. Estas muestras fueron rotuladas y conservadas en
viales a -80°C hasta su procesamiento.

2.3.4 Estimacion de la abundancia relativa de Aedes aegypti en las areas

Pasteur y Parraga en el periodo 2018-2019

El disefio de la colecta de mosquitos basado en ovitrampas permitié estimar las
abundancias relativas de las poblacione de Ae. aegypti en las areas de estudio mediante
el calculo de los indice de ovitrampa positiva (IOP) e indice de densidad de huevos
(IDH)(338),
Una vez que se contabilizaron los huevos colectados en cada area de salud, se estimaron
mensualmente el I0P, que representa el porcentaje de ovitrampas con al menos un
huevo; y el IDH calculado como el total de huevos colectados en un mes dividido entre el
numero de ovitrampas positivas. Los indices se compararon entre las areas a través de
un ANOVA de un factor utilizando el paquete estadistico GraphPad Prism version
8.0.2(339),

2.3.5 Distribucion espacio-temporal de los virus del dengue y Zika

2.3.5.1 Extraccion de ARN viral de los grupos de Aedes aegypti
Los grupos de mosquitos formados tras la colecta en ambos periodos, fueron procesados
para la extraccion del ARN viral. Cada grupo se macerd en 200 pL de medio esencial
minimo (Gibco, Alemania) suplementado con suero fetal bovino 2% y Pen Strep 0,2%

(100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina) (Gibco, Alemania) empleando un
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homogenizador automatico Tissue Lyser (Quiagen, Alemania) durante 3 minutos a una
frecuencia de 3 Hz. El homogenado se centrifugé a 13000xg, por 15 min, a 4°C y el
sobrenadante se conservo a -80°C.
La extraccion del ARN viral de cada grupo se efectud en un extractor automatico Qiacube
(Qiagen, Alemania). Para ello se utilizd el estuche comercial QIAamp viral RNA (Qiagen,
Alemania) y 140 pL del sobrenadante del homogenado de cada grupo y se procedié segtin
las indicaciones del fabricante. E1 ARN obtenido se conservé a -80°C hasta su posterior
uso.

2.3.5.2 Deteccion y secuenciacion de los virus del dengue en grupos de

Aedes aegypti

2.3.5.2.1 Transcripcion reversa- Reaccion en cadena de la polimerasa
Un fragmento del gen c-prm del genoma viral se amplifico a través de una Reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) anidada a punto final, segtn el
protocolo descrito por Lanciotti et al.,, 1992340), La primera reaccion de la PCR anidada
consistié en una transcripcion reversa (RT, de sus siglas en inglés) seguida de la reaccién
de amplificacion. Se utiliz6 el estuche comercial OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Alemania)
y el termociclador QCyclerll (Quanta Biotech, Reino Unido) segin recomienda el
fabricante. Se preparo, para cada muestra, una mezcla que contenia tampén de reaccion
(1X), solucién equimolar de los cuatro desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs, por sus siglas
en inglés) (400 pumol/L cada uno), 1 umol/L de los cebadores D1 (sentido: 5’-
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3") y D2 (antisentido: 5’-
TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’), inhibidor de ARNasa (5 U), 2 pL de la
mezcla de enzimas y agua libre de nucleasas hasta completar 40 pL. Posteriormente, se
adicionaron 10 pL del ARN extraido (seccion 2.3.5.1) para un volumen final de reaccién
de 50 pL. El programa de la RT-PCR incluy6: incubacién inicial a 50°C por 30 min, un paso
de desnaturalizaciéon a 95°C por 15 min y 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 30 s),
hibridacién (65°C por 1 min) y elongacion (72°C por 1 min). Por dltimo, se realizé un
paso de elongacion a 72°C por 1 min. Como control negativo del ensayo se utilizé agua
libre de nucleasas y como control positivo se utilizé la cepa de VDEN-3 116/2000 que

contaba con cinco pases en la linea celular C6/36 HT.
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2.3.5.2.2 Segunda reacciéon de la PCR anidada: serotipificacién de los virus del
dengue

La segunda reaccion de la PCR anidada se realiz6 a partir del amplicon de 511 pares de
bases (pb) obtenido en la RT-PCR (seccién 2.3.5.2.1), los cebadores descritos por
Lanciotti et al., 1992640 (anexo 2.3) y el estuche comercial Expand High Fidelity PCR
System (Roche, Alemania). Para su ejecucion, se preparé una mezcla que contenia:
tampodn de reaccion (2X), solucién equimolar de dNTPs (200 umol/L de cada uno), la
enzima polimerizadora (1,5 U), agua libre de nucleasas y 1 umol/L de los cebadores D1
(sentido) y TS1, TS2, TS3 y TS4 (anti-sentido) hasta completar 48 pL. Los cuatro
cebadores anti-sentido se agregan a la mezcla e hibridan con la cadena de ADNc en
dependencia del serotipo de VDEN que se amplifique (anexo 2.3). Posteriormente, se
adicionaron 2 pL del producto de la primera reaccién de la PCR anidada (seccion
2.3.5.2.1) para un volumen final de 50 pL de mezcla. Se utilizaron, como controles
negativo y positivo, 2uL del producto de reaccion correspondiente a dichos controles en
la RT-PCR (seccion 2.3.5.2.1).
La reaccion se ejecut6 en un termociclador QCyclerIl (Quanta Biotech, Reino Unido) que
comenzd con una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min. Posteriormente se
realizaron 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C por 30 s), hibridaciéon (63°C por 1 min) y
elongacién (72°C por 1 min). Por ultimo, se realizé un paso de elongacién a 72°C por 5
min.

2.3.5.2.3 Electroforesis en gel de agarosa
Para evidenciar la presencia del producto obtenido en la PCR anidada, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa a 2 % en tampo6n TBE 1X (Tris 89mmol/L (Sigma-
Aldrich), Acido Bérico 89mmol/L (Sigma-Aldrich), EDTA 2mmol/L (Sigma-Aldrich) pH
8,3). Se utilizé bromuro de etidio 0,5 ug/mL (Sigma-Aldrich) para la visualizacion de las
bandas. Se aplicaron, en cada pocillo, 5 pL del producto de la PCR y 2 pL de tampdn de
muestra y se realizé la corridaa 120 Vy 400 mA durante 45 min. Al finalizar se utilizé un
sistema de documentacion de geles UVIsave D-55/20M (UVITEC, Inglaterra) para la
visualizacion de las bandas. La identificacién de los serotipos virales se realizo
comparando las tallas de los productos obtenidos con un patron preparado a partir

productos de amplificacion de los cuatros serotipos de dengue utilizando las cepas
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virales: VDEN-1: 482 pb (61060, Venezuela/2006), VDEN-2: 119 pb (165/97,
Cuba/1997), VDEN-3: 290 pb (116/00, Cuba/2000) y VDEN-4: 392 pb (61027,
Venezuela/2006). Ademas, las tallas de los productos de la PCR anidada se verificaron
con un marcador de peso molecular de ADN (100bp DNA Ladder Molecular Weight
Marker, Promega) que se incluyo en cada gel como referencia.

2.3.5.2.4 Secuenciacion nucleotidica de los amplicones obtenidos del gen c-prm de

los virus del dengue

2.3.5.2.4.1 Preparacion de los fragmentos de ADN para la secuenciacion
La purificacion del producto de reaccion se realizd directamente de la solucion resultante
de la PCR anidada cuando el patrén de bandas de la electroforesis solo mostré la banda
correspondiente a un serotipo de VDEN. En este caso, se emple6 del estuche comercial
Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La verificaciéon de la efectividad del proceso se realiz6 a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 2% del ADN purificado seguin los procedimientos
descritos en la seccion 2.3.5.2.3.
Cuando el patrén de bandas de la electroforesis de la PCR anidada evidencié mas de un
amplicon, se procedid a la extraccidn y purificacion del amplicon de interés a partir del
gel de agarosa; para lo cual se utilizo el estuche comercial QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Alemania), segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se aplicé el
producto de la PCR anidada restante en un gel de agarosa a 2%. Las bandas
correspondientes a cada serotipo se cortaron de los geles, y cada fragmento de gel se
coloc6 en tubos limpios y se peso. Se afiadieron 300 pL de tampdn QG por cada 100 mg
de peso. Cada tubo se incubé a 50°C en un bafio termorregulado hasta disolver
completamente la agarosa. Posteriormente se adicion6 isopropanol (v/v) y se afiadié la
mezcla a una columna de purificacién (suministrada por el fabricante). Se centrifugé a
15000xg por 1 min y se descartd el eluato. Se lavo la columna con 50 puL de tamp6n QG y
se centrifugd nuevamente en las condiciones antes descritas. Nuevamente se elimin6 el
eluato y se realiz6 un segundo lavado con 750 pL de tampén PE, centrifugando en
idénticas condiciones. El contenido de la columna se eluy6 en 50 pL del tampén EB por

centrifugacion durante 1min. El ADN purificado se conservé a 4°C. Para verificar la
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efectividad del proceso se realizd una electroforesis en gel de agarosa a 2% al ADN
purificado, empleando los mismos procedimientos descritos en la seccién 2.3.5.2.3.
2.3.5.2.4.2 Reaccidn de secuencia
La determinacién de la secuencia nucleotidica de los productos de la PCR anidada se
realizé6 empleando el principio del método de Sanger(341) con el uso de un estuche
comercial (CEQ DTCS quickstart kit, Beckman Coulter). Para cada muestra se prepararon
dos mezclas de reacciéon que contenian: 3 pL del ADN purificado, 8 uL de agua estéril, 8
uL de Master Mix (enzima, dNTPs, dideoxinucledtidos marcados y tampo6n de reaccion)
y un cebador (0,25 pmol/L) para 20 pL de volumen final. Una de las mezclas de cada
muestra siempre contuvo el oligonucleétido D1 y el cebador de la otra mezcla (TS1, TS2,
TS3 o TS4) dependio6 del serotipo identificado en la muestra (ver anexo 2.3 para mas
detalle). Posteriormente, se desarroll6 la reaccion en 30 ciclos de 96°C por 20 s, 55°C por
20 s y 60°C por 4 min, en un termociclador QCyclerll (Quanta Biotech, Reino Unido).
2.3.5.2.4.3 Purificaciéon del producto de la reacciéon de secuencia
La purificacién de los productos de la reacciéon de secuencia se realizo mediante el
método de precipitacién con etanol (342). Para ello, se preparé un tubo estéril etiquetado
para cada muestra, al cual se adicionaron 5 pL de la solucién terminadora (2 pL de
Acetato de Sodio 3 mol/L + 2 pL EDTA 100 mM + 1 pL de glucoégeno 20 mg/mL). La
solucién anterior se mezclé con 20 pL de la reacciéon de secuencia y 60 pL de etanol
absoluto. Esta mezcla se centrifugd a 15000xg por 25 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se lavo el precipitado dos veces con 200 pL de etanol 70% (v/v). En cada
paso de lavado se centrifugd a 15000xg a 4°C, por 2 min. Después de descartar el
sobrenadante cuidadosamente, se dejo secar el precipitado y se resuspendid en 40 pL de
formamida (99%) empleando el vortex.
Los productos purificados de la reacciéon de secuencia se transfirieron a las placas del
secuenciador automatico de electroforesis capilar CEQ 8800 (Beckman Coulter, EUA).
Las secuencias y sus cromatogramas correspondientes se procesaron en el programa
Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation, EUA). Las secuencias consenso obtenidas
fueron comparadas con otras secuencias de VDENs disponibles en GenBank, a través de

la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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2.3.5.3 Deteccion y secuenciacion del virus Zika en grupos de Aedes aegypti

2.3.5.3.1 PCR en tiempo real: deteccion del genoma viral de Zika
Un fragmento del gen ns5 del genoma viral se amplificé a través de una RT-PCR en tiempo
real (RT-qPCR), segun el protocolo descrito por Lanciotti et al., 2008343), La RT-qPCR
consistié6 en una transcripciéon reversa en un solo paso, seguida de 45 ciclos de
amplificacion. Se utilizé el termociclador LightCycler 96 (Roche, Suiza) y el estuche
comercial SuperScript IIl Platinum One Step qRT-PCR (Invitrogen, Alemania) para la
reacciéon de amplificacion, segiin recomienda el fabricante. Se preparo, para cada grupo,
una mezcla que contenia: 12,5 puL. de tampdn de reaccion (2X), 0,25 pL de los cebadores
VZIK 1086 (sentido: 5’- CCGCTGCCCAACACAAG-3’) y VZIK 1162c (antisentido: 5’-
CCACTAACGTTCTTTTGAGACAT -3’) a una concentracion final de 1 umol/L; 0,0625 pL de
la sonda ([6~FAM] AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA [BHQla~Q]) a una
concentracion final de 0,25 pmol/L; 0,5 pL de la mezcla de enzimas (1X) y agua libre de
nucleasas hasta completar 15 pL de volumen final. Posteriormente, se adicionaron 10 pL
del ARN extraido (seccién 2.3.5.1) para un volumen final de reacciéon de 25 L. El perfil
térmico de la reaccidn fue el siguiente: 30 min de transcripcién reversa a 50°C, seguido
de 2 min a 95°C para la inactivacién de la retrotranscriptasa y la activacién de la
polimerasa ADN y 45 ciclos a 95°C por 15 seg seguido de 1 min a 60°C. Como control
positivo se emple6 el ARN extraido (siguiendo los procedimientos descritos en seccion
2.3.5.1) de un grupo de cinco Ae. aegypti infectados artificialmente con la cepa
VZIK_Guadeloupe. Como control negativo se utilizé agua libre de nucleasas.

2.3.5.3.2 Secuenciacion nucleotidica del virus Zika
Los ARN de las muestras que resultaron positivas a VZIK con un valor de Ct < 33, fueron
enviados en condiciones refrigeradas a la Unité des Virus Emergents (UVE: Aix-Marseille
Univ-IRD 190-Inserm 1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboracién existente
con el Instituto Pasteur de Guadalupe. Las muestras fueron sometidas a secuenciacion
nucleotidica de tercera generacién empleando la tecnologia S5 Ion torrent tal como se
describe brevemente a continuacion.

2.3.5.3.2.1 Amplificacion viral
Una RT-PCR en un solo paso amplificé 12 fragmentos superpuestos de todo el genoma

viral empleando 12 juegos de cebadores (anexo 2.4). La reaccién se llevd a cabo
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utilizando el estuche comercial SuperScript™ IV One-Step RT-PCR System (Thermo
Fisher) (12,5 pL del tampén de reaccion Platinum™ SuperFi™ RT-PCR 2X 'y 0,5 uL de la
mezcla de enzimas SuperScript™ IV RT), 3 uL. de ARN y 500 nM de cada cebador en un
volumen final de 25 pL. El perfil térmico consté de 2 min a 50°C para la trascripcion
reversa seguido de 2 min a 98°Cy 40 ciclos que incluyeron una desnaturalizacion por 10
seg a 98°C, una hibridacién por 10 seg a 56°C, y una elongacién por 2 min 30 seg a 68°C.
Se finalizé con un paso de elongacion final de 5 min a 68°C. Los productos de PCR se
agruparon en proporciones equimolares después de su purificacién mediante el estuche
comercial Nucleofast PCR Plate (Macherey Nagel).
2.3.5.3.2.2 Secuenciacion viral

Una vez cuantificados (con el estuche comercial Qubit® dsDNA HS Assay y el equipo Qubit
4.0 fluorometer (ThermoFisher)) los amplicones se sonicaron para obtener fragmentos
de 250 pb. Las bibliotecas del ADNc de cada muestra se construyeron afiadiendo un
“codigo de barras” constituido por secuencias de ADN para la identificacion de la muestra
y cebadores, usando el estuche comercial lon Plus Fragment Library Kit y el sistema AB
Library Builder (ThermoFisher). Con el fin de agrupar equimolarmente las muestras
marcadas con su “cédigo de barras”, se realiz6 un paso de cuantificaciéon en PCR a tiempo
real empleando el estuche comercial Ion Library TagMan™ Quantitation (ThermoFisher).
Los pasos siguientes incluyeron una PCR en emulsién de las muestras agrupadas y su
carga en el chip 530, usando el equipo automatico Ion Chef (ThermoFisher), que continué
con su secuenciacion empleando la tecnologia S5 Ion torrent (ThermoFisher) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

La secuencia consenso se obtuvo tras la edicion de las lecturas (las lecturas con una
puntuacion de calidad <0,99 y de longitud <100pb fueron eliminadas, asi como los 30
primeros y ultimos nucledtidos de cada lectura) y su mapeo sobre una secuencia de
referencia, usando el programa CLC genomics workbench v.22.0.1 (Qiagen). Los
parametros para el ensamblaje basado en referencias consistieron en: puntuacion de
coincidencia = 1; costo de desajuste = 2; fraccion de longitud = 0,5; fraccién de similitud
= 0,8; costo de insercidn = 3 y costo de delecién = 3. También se produjo un céntigo (del
inglés contig) de novo para asegurar que la secuencia consenso no se afectara por la

secuencia de referencia.
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2.3.5.4 Calculo de la proporcion de los virus del dengue y Zika
Se calculé la proporcién de los virus detectados (cantidad de veces que aparecié un
virus/sumatoria de la cantidad de veces que aparecieron todos los virus) en los grupos
de Ae. aegypti examinados durante los periodos de estudio para cada area de salud y el
municipio Arroyo Naranjo, y los valores se expresaron en por ciento.

2.3.5.5 Calculo de la frecuencia de aparicion de los virus del dengue y Zika
Se calculé la frecuencia de aparicion de los VDENs y VZIK en los grupos de Ae. aegypti
examinados en cada area de salud durante los periodos de estudio, asi como la frecuencia

de aparicion de cada virus en el municipio Arroyo Naranjo segun:
MPx(T)
MI(T)

donde fx (T) es la frecuencia de aparicion del virus x en el territorio T, MPx(T) es la

fx (T) = [Formula 2.1]

cantidad de meses en que aparecio6 x en el territorio T y MI(T) es la cantidad de meses
en que se analizaron muestras entomolégicas del territorio T.
2.3.5.6  Calculo de las tasas de infeccion minima de los virus del dengue y
Zika
Se calcularon las tasas de infeccién minima (TIM)344) por mes para cada area de salud
segln:

No.de grupos positivos + 1000 [Férmula 2.2]

~ total de mosquitos analizados

Los andlisis estadisticos para la comparacién de las TIM se realizaron en R v.3.3.2(345),

Para cada virus (VDENs y VZIK), se compararon las TIM globales entre areas de salud

durante el periodo 2018-2019. Las comparaciones fueron realizadas siguiendo la

distribucién de Poisson. Las varianzas de las tasas se calcularon con intervalos de

confianzas de 95% de una proporcion binomial. Todas las comparaciones con valores de
P> 0,05 se consideraron no significativas.

2.3.5.7 Construccion de mapas de distribuciéon espacio-temporal de los

virus del dengue y Zika
Los sitios de aparicion de estadios inmaduros de Ae. aegypti infectados con algin virus
fueron cartografiados a partir de los datos de geo-referenciacion obtenidos para cada

muestra mediante el Sistema de Informacién Geografica Maplnfo v.11.0336), Se

44



Capitulo Il. Materiales y Métodos

construyeron mapas de distribucion en los territorios muestreados para todos los meses

del estudio por medio del programa MapInfo v.11.0336),

2.4 Estudios de transmision de arbovirus en condiciones de
laboratorio

2.4.1 Poblaciones de Aedes aegypti estudiadas
Los estudios de laboratorio se realizaron con la generacién F1 de dos poblaciones de
mosquitos colectadas en las areas de salud Pasteur (PTE) del municipio Diez de Octubre
y Parraga (PRG) del municipio Arroyo Naranjo, ambas en La Habana, como se describe
en la seccion 2.3.3.
Los huevos de cada poblacion colectados en el terreno se sumergieron en agua declorada
en bandejas con un area de 400 cm? y las larvas fueron criadas bajo condiciones
controladas de temperatura (28°+1°C), humedad relativa (80%) y ciclo de luz/oscuridad
(12h:12h) auna densidad de 150-200 larvas/litro de agua. A cada recipiente se le afiadio
una tableta de comida para conejo (GMA, Guadalupe) cada 3-4 dias para la alimentacion.
Los mosquitos adultos recién emergidos fueron transferidos en razén de 7 hembras: 1
macho a jaulas de 3375 cm3, con solucién de sacarosa al 10% y se les permitié la cépula
por 48h. Los mosquitos adultos fueron mantenidos en las mismas condiciones de
temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad antes descritas. Para obtener
los huevos de la generaciéon F1, se les suministré sangre de carnero empleando el
sistema Hemotek (Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido) y un recipiente con agua y una
tira de papel en la cara interna, debidamente identificada, para la ovipuesta. Pasadas
96h, se retiro el recipiente de ovipuesta y se favorecié el desarrollo embrionario de los
huevos colectados como se describié en la seccion 2.3.3. Después del tercer ciclo
gonadotroéfico, los parentales fueron sacrificados, agrupados y sometidos al
procesamiento descrito en la seccién 2.3.5.1 para verificar la ausencia de infeccion
arboviral por VDENs y VZIK. E1 ARN extraido de los grupos de parentales (10 pL) fue
evaluado empleando los estuches comerciales Lightmix Modular Zika (Roche, Panama)
and Lightmix Modular Dengue (Roche, Panama) mediante RT-qPCR en el equipo Applied
Biosystems 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los huevos F1 provenientes de parentales
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negativos a VDENs y VZIK fueron empleados en los ulteriores ensayos de competencia
vectorial (seccion 2.4.4) y transmision vertical (seccién 2.4.5). Posterior a su
embriogénesis, las tiras de papel conteniendo estos huevos se conservaron en bolsas
plasticas, las cuales se exportaron en condiciones de humedad y temperatura ambiente
a Guadalupe, Francia.
Los huevos de la F1 de las poblaciones PTE y PRG se pusieron a eclosionar y las larvas a
criar en las mismas condiciones descritas anteriormente. Una vez emergidos, los adultos
se mantuvieron en jaulas de 30 x 30 x 30 cm, con solucién de sacarosa al 10% bajo las
mismas condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad. Las
hembras de siete a diez dias de nacidas de cada poblacién se emplearon en los ensayos
de competencia vectorial (seccién 2.4.4) y transmisién vertical (seccién 2.4.5).

2.4.2 Cultivos celulares
La linea celular C6/36 (células de Ae. albopictus) clono <30 (Institut Pasteur, Paris), fue
empleada en la generacion de los lotes virales de VDEN-1, asi como para la titulacién y
amplificacion de las muestras obtenidas durante la experimentacion, provenientes de
hembras expuestas a ese virus. Las células se crecieron a 28°C en frascos plasticos
estériles de 75 cm3 (Dutscher), utilizando medio Leibovitz 15 (L-15) (Gibco, Fisher
Scientific) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales, 10% de suero fetal
bovino y penicilina-estreptomicina. Las monocapas confluentes se pasaron
semanalmente a una razén de pase 1:8. Para la realizacion de las de las titulaciones de
los virus y muestras, se prepararon suspensiones celulares a una concentracién de 6 X
105 células/mL.
La linea celular Vero (células de rinén de mono verde africano) clono <30 (ATCC, ref.
CCL- 81), fue empleada en la generacién de los lotes virales de VCHIK y VZIK, asi como
en la titulacién y amplificacion de las muestras obtenidas durante la experimentacion,
provenientes de hembras expuestas a esos virus. Las células se crecieron a 37°C y en
ambiente de CO2 5% en frascos plasticos estériles de 75 cm3 (Dutscher), utilizando
medio DMEM (Gibco, Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y penicilina-estreptomicina. Las monocapas confluentes se pasaron

semanalmente a una razon de pase 1:10. Para la realizacion de las titulaciones de los
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virus y muestras, se prepararon suspensiones celulares a una concentraciéon de 4,8 X 105
células/mL.

2.4.3 Cepas de los virus dengue-1, chikungunya y Zika ensayadas
Se emplearon cepas de los virus VDEN-1, VCHIK y VZIK (tabla 2.1) aisladas del suero de
pacientes en Guadalupe (en el caso de las cepas de VDEN-1, VCHIK y VZIK-Guadalupe) o
proporcionada por la Unidad de Virus Emergentes (Marsella, Francia) via la iniciativa
“European Virus Archive goes global” (EVAg) (en el caso de la cepa VZIK-Dak84).

2.4.3.1 Generacion de los lotes virales de dengue-1
Frascos plasticos estériles de 75 cm? con monocapa sub-confluente de células C6/36
fueron inoculados con 1 mL de la dilucion de la cepa viral (tabla 2.1) con MOI de 0,1;
empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la dilucion viral.
Las células inoculadas se incubaron durante 1h a 28°C. Pasado ese tiempo, se descarto
el inodculo y se afiadieron 10 mL de medio de mantenimiento suplementado con SFB 2%
a cada uno de los frascos. Los cultivos infectados con VDEN-1 fueron incubados a 28°C
por cinco dias. Pasado ese tiempo, se centrifugaron las células y su medio a 200 000xg
por 5 min, 4°C. Posteriormente se colecto el sobrenadante y se le afiadié SFB hasta
completar el 10% de su concentracion en el medio. La suspension viral se distribuy6 en
alicuotas de 1mL debidamente rotuladas que se conservaron a -80°C.

2.4.3.2 Generacion de los lotes virales de chikungunya y Zika
Frascos plasticos estériles de 75 ¢cm3 con monocapa sub-confluente de células Vero
fueron inoculados con 1 mL de la dilucion de las cepas virales (tabla 2.1). Todas las cepas
fueron inoculadas con multiplicidad de infeccién (MOI, por sus siglas en inglés) de 0,1;
empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la dilucién viral.
Las células inoculadas se incubaron durante 1h a 37°C en ambiente de CO2 5%. Pasado
ese tiempo, se descartd el indculo y se afiadieron 10 mL de medio de mantenimiento
suplementado con SFB 2% a cada uno de los frascos. Los cultivos infectados con VZIK
fueron incubados a 37°C en ambiente de CO2 5% por siete dias, mientras que los
infectados con VCHIK se incubaron por tres dias. Pasado ese tiempo, se procedi6 de la
misma manera descrita en la secciéon 2.4.3.1 para la colecta y conservacién de las

suspensiones virales.
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2.4.3.3 Titulacion del lote viral de dengue-1 utilizando el método de
inmuno-fluorescencia indirecta

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 del virus desde 10-1 hasta 10-12. Se
inocularon 50 uL de cada dilucién viral (con cinco réplicas de cada una) sobre
monocapas confluentes de células C6/36 en una placa de 96 pozos y se incubaron a 28°C
por 2 h. Posteriormente se retird el indculo y se anadieron 140 uL de una solucién de
recubrimiento (carboximetilcelulosa:L-15 2X suplementado con SFB (4%) y antibi6tico-
antimicotico 1X (2%) (Anti-Anti; Gibco, Fisher Scientific) v:v), que se incubd por cinco
dias a 28°C. Pasado ese tiempo, se anadieron 140 pL de formaldehido 3,6% y se incub6
por 30 min. Posteriormente, se descart6 todo el volumen de cada pozo y se lavaron tres
veces con 100 pL de tampdn fosfato-salino 1X (PBS-1X). Luego, se afadieron 100 pL de
Triton 0,5% diluido en PBS 1X que se incub6 por 15 min a temperatura ambiente.
Después de tres lavados con PBS 1X, se anadieron 50 pL de una dilucién 1:200 de liquido
ascitico hiperinmune anti-VDENs como anticuerpo primario (Merk) y se incubé 1 h a
temperatura ambiente. Después de otros tres pasos de lavado con PBS 1X, se
adicionaron 50 pL de una IgG de cabra anti-ratén conjugado con Alexa Fluor 488 diluido
1:500 (Life Technologies, Carlsbad, EUA) como anticuerpo secundario que fue incubado
por 45 min a 37°C. Para finalizar, se realizaron los ultimos tres lavados con 100 uL de
PBS 1X.
Cada pozo se observo al microscopio de fluorescencia para visualizar los focos
fluorescentes. El titulo viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco (uff/mL) y

se calcul6 de la siguiente forma:

) No.de focos * dilucion = 1000 .
Titulo viral = — [Formula 2.3]
Volumen del in6culo

2.4.3.4 Titulacion de los lotes virales de chikungunya y Zika utilizando el
método TCIDso

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 de los virus desde 10-1 hasta 10-7.
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Tabla 2.1 Caracteristicas de las cepas virales de dengue-1, chikungunya y Zika empleadas en los ensayos experimentales de
competencia vectorial y transmision vertical de las poblaciones de Aedes aegypti PTE y PRG.

Historial de

Ano del primer Tipo celular Numero de
Origen/ pases del Ensayo en el que
Cepa viral aislamiento/ Lugar/ empleado en los acceso al
Genotipo banco de se empled
hospedero pases virales GenBank
virus
Americano OR486055 Competencia
2013 /Guadalupe/hum Células de Aedes
VDEN-1 (genotipo P2 (genoma vectorial y
ano albopictus, C6/36
V) completo) trasmisién vertical
Células de rifion de
OR488122 Competencia
Americano 2014 /Guadalupe/hum mono verde africano,
VCHIK P2 (genoma vectorial y
(asiatico) ano Vero (ATCC, ref. CCL-
completo) trasmision vertical
81)
Células de rifion de
VZIK- Americano 2016/Guadalupe/hum mono verde africano, Competencia
P2 PP470595
Guadalupe (asiatico) ano Vero (ATCC, ref. CCL- vectorial
81)
Células de rifion de
KU955592
Africano 1984 /Senegal/Aedes mono verde africano,
VZIK - Dak84 P5 (genoma Trasmision vertical
(africano) taylori Vero (ATCC, ref. CCL-
completo)

81)
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Se inocularon 100 uL de cada dilucién viral (con ocho réplicas de cada una) sobre
monocapas confluentes de células Vero en una placa de 96 pozos y se incubaron a 37°C
en ambiente de CO2 5%, por siete dias para VZIK y tres dias para VCHIK. Pasado ese
tiempo, se retir6 el medio y la monocapa se tifié con 100 pL de una solucién de cristal
violeta (0,2% en 10% formaldehido y 20% etanol). Después de 30 min se lavd la placa
con agua corriente. El efecto citopatico constituyé la evidencia de la presencia de
particulas virales. El titulo viral fue estimado en dosis media infecciosa en cultivo de
tejidos por mL (TCIDso/mL por sus siglas en inglés) para VCHIK y VZIK, y se calculd
empleando el algoritmo de Spearman y Karber descrito en(346),
2.4.4 Ensayos de competencia vectorial

La competencia vectorial de las poblaciones PTE y PRG fue evaluada en el laboratorio
modular de seguridad nivel 3 (BSL3, por sus siglas en inglés) del Instituto Pasteur de
Guadalupe, Francia, siguiendo una adaptacién del protocolo publicado por(289). Para
cada poblacion de Ae. aegypti, 60 hembras de 7-10 dias de nacidas fueron introducidas
en contenedores plasticos de fondo movible y se les privé de alimento durante 24h.
Pasado ese tiempo, empleando el sistema de alimentacion artificial Hemotek (Hemotek
Ltd., Blackburn, Reino Unido), se les ofreci6é una mezcla infecciosa que contenia 1,4 mL
de eritrocitos humanos previamente lavados con PBS-1X; 0,7 mL de la suspension viral
(VDEN-1, VCHIK o VZIK) a un titulo final de 107 TCIDso/mL (en el caso de VCHIK y VZIK)
y 107 UFF/mL (en el caso de VDEN-1) y ATP 5 mM (Sigma-Aldrich). Las capsulas
contenedoras de la mezcla infecciosa del sistema Hemotek recubiertas de membranas
de intestino de cerdo se mantuvieron a 37°C y se ofrecieron a los mosquitos durante 1h
en condiciones controladas de temperatura (28°+1°C) y humedad relativa (80%). Pasado
este tiempo las hembras fueron anestesiadas en frio y las que estuvieron totalmente
alimentadas se transfirieron a contenedores cilindricos de cartéon de 1500 cm3. Durante
el periodo post exposicién, las hembras fueron alimentadas con solucién de sacarosa
(10%) e incubadas en una cdmara climatica (Memmert, Schwabach, Alemania) bajo las
condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad descritas
previamente.

Pasado los dias post-exposicion (dpe) determinados para cada virus (tres, siete y 14 para

VCHIK, y siete y 14 para VDEN-1 y VZIK), los mosquitos fueron anestesiados en frio y
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transferidos individualmente a una placa Petri. De cada hembra se colecté la saliva
utilizando el método de salivacion forzada descrito por Dubrulle et al., 2009(2°1) con
algunas modificaciones: se extirparon las patas y alas de cada individuo y se introdujo la
proboscis en una punta de pipeta de 20 puL que contenia 5 pL. de SFB donde la hembra
excretd la saliva. Pasados 30 min, el contenido de la punta se deposité en un tubo
Eppendorf de 0,5 mL con 45 pL de medio de cultivo DMEM/L-15 (en el caso de
mosquitos expuestos a VCHIK y VZIK/en el caso de mosquitos expuestos a VDEN-1,
respectivamente). Ademas, se disec6 la cabeza de cada hembra, de manera que cada
mosquito generd tres muestras: torax-abdomen, cabeza y saliva. Apropiadamente
rotulada, cada muestra se conservé a -80°C para su ulterior procesamiento.
Los térax-abdomen y cabezas fueron independientemente homogenizadas en 300 pL de
DMEM/L-15 suplementado con SFB 2% y 1% de antibidtico-antimic6tico (Anti-Anti;
Gibco, Fisher Scientific) en un homogenizador automatico (Benchmark Scientific,
Estados Unidos) durante 30 seg a 60 Hz. Cada homogenado fue centrifugado a 10 000xg
por 5 min a 4°C, y los sobrenadantes conservados a -80°C hasta su titulacion.

2.4.4.1 Titulacion mediante ensayos de inmuno-fluorescencia en células

C6/36 de muestras de torax-abdomen, cabezas y salivas

Las muestras provenientes de mosquitos expuestos a VDEN-1 se titularon mediante
ensayos de inmuno-fluorescencia (IFA, por sus siglas en inglés) en la linea celular C6/36,
siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccién 2.4.3.3. La Gnica modificacién
realizada a este protocolo consistié en que las muestras fueron diluidas 1:1,25y 1:5,y
tituladas por duplicado. El titulo viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco

(uff/saliva) y se calcul6 utilizando la formula 2.4.

No.de focos * diluciéon .
! * volumen total de la muestra [Formula 2.4]

Tirulo viral = - —
volamen del in6culo

2.4.4.2 Titulacion por determinacion de efecto citopatico en células Vero
2.4.4.2.1 Titulacion de muestras de térax-abdomen y cabezas
Dilucione seriadas en base 10 de las muestras de térax-abdomen y cabeza provenientes

de mosquitos expuestos a VZIK y VCHIK se titularon siguiendo los procedimientos
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descritos en la seccion 2.4.3.4 y empleando tres réplicas de cada muestra. El efecto
citopatico en la monocapa constituyo la evidencia de la presencia de particulas virales
(anexo 2.5).

2.4.4.2.2 Titulacién de muestras de saliva
Monocapas de células en placas de 6 pozos se inocularon con 300 pL de diluciones
seriadas de las muestras de saliva por duplicado e incubadas por 1 hora a 37°Cy CO2 5%.
Pasado ese tiempo, se afiadieron 4 mL de una solucién de recubrimiento (solucién de
agarosa 2%: DMEM 2X suplementado con SFB (4%) y antibidtico-antimicético 1X (2%)
(Anti-Anti; Gibco, Fisher Scientific) v:v) y se incubaron por el tiempo y bajo las
condiciones descritas en la seccion 2.4.3.4 Pasado ese tiempo, la soluciéon de
recubrimiento fue retirada y se afladieron 300 pL de una solucién de cristal violeta
(0,2% en 10% formaldehido y 20% etanol) en cada pozo. Después de 30 min la solucién
de cristal violeta se descarto y la placa se lavo con agua corriente. Se contaron el numero
de placas en cada pozo y se calculé el titulo viral que se expresé en Unidades Formadoras
de Placas (ufp/saliva) utilizando la formula 2.4.

2.4.4.3 Estimacion de los parametros de competencia vectorial
Los parametros de competencia vectorial reflejan los niveles de permisividad a un virus
de una poblaciéon de vectores en estudio(347). En nuestros experimentos, evaluamos
principalmente los siguientes parametros:
- Tasa de infeccion (TI): corresponde a la proporciéon de hembras con el térax-abdomen
infectado entre el total de las hembras examinadas.
- Tasa de diseminacion (TD): expresa la proporcidon de hembras con cabezas infectadas
entre el total de hembras examinadas.
- Tasa de transmision (TT): refleja la proporcién de hembras que presentaron saliva
infectada entre el total de hembras examinadas.

2.4.5 Ensayos de transmision vertical
Los ensayos de transmision vertical comparten varios pasos con los ensayos de
competencia vectorial, aunque su objetivo consiste en caracterizar la trasmision vertical
de un patégeno en la poblacién de un vector en estudio, fundamentalmente mediante la

estimacion de la frecuencia con que las madres transfieren un patégeno determinado a
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su descendencia y la proporcion de descendientes que resultan infectados con cada
evento de transmision vertical.

Los ensayos de transmision vertical se desarrollaron empleando las mismas poblaciones
de Ae. aegypti (PTE y PRG), obtenidas como se describid en la seccidn 2.4.1. Siguiendo la
metodologia detallada en la seccidon 2.4.4, las hembras de cada poblacion se expusieron
a los virus (VDEN-1, VCHIK o VZIK) (tabla 2.1) y luego de anestesiarlas en frio, aquellas
que estuvieron totalmente alimentadas, fueron transferidas individualmente a tubos
plasticos de 50 mL adaptados para la oviposicion (papel de filtro recubriendo algodén
himedo en el fondo del tubo) y la alimentacioén (abertura superior del tubo cubierta de
mosquitero) (figura 2.3). Durante el periodo post exposicién, las hembras fueron
alimentadas con solucién de sacarosa (10%) e incubadas en una camara climatica
(Memmert, Schwabach, Alemania) bajo las condiciones controladas de temperatura
(28°+£1°C), humedad relativa (80%) y ciclo de luz/oscuridad (12h:12h).

Pasados seis a 10 dias post exposicion, se recogieron los huevos puestos por cada
hembra en el primer ciclo gonadotroéfico (1¢'CG), los cuales fueron sometidos a
condiciones de temperatura (28°+1°C) y humedad (80%) controladas para favorecer la
embriogénesis. Entre el onceno y el decimotercer dpe, a las madres se les ofrecié una
segunda alimentacion sanguinea no infecciosa (que contenia 2,1 mL de eritrocitos
humanos previamente lavados y resuspendidos en PBS-1X con albumina de suero
bovino (BSA) al 20% y ATP 5 mM (Sigma-Aldrich)), empleando el sistema de
alimentacién artificial Hemotek (Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido) tal como se
describi6 en la seccion 2.4.4. Un nuevo sustrato de oviposicién fue colocado en cada tubo
para recuperar los huevos del segundo ciclo gonadotréfico (24°CG) que fueron
sometidos al procedimiento de embriogénesis anteriormente descrito.

Las madres se conservaron en 300 uL. de DMEM/L-15 (DMEM para las expuestas a
VCHIK o VZIK y L-15 para las expuestas a VDEN-1) suplementado con SFB (2%) y
antibidtico-antimicotico 1X (1%) (Anti-Anti; Gibco, Fisher Scientific) a -80°C hasta su

procesamiento.
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Figura 2.3 Flujo de trabajo para los ensayos de transmision vertical desarrollados con las poblaciones de Aedes aegypti
PTE y PRG frente a los virus dengue-1, chikungunya y Zika. Solo se especifica el tratamiento dado a la progenie del 2% ciclo
gonadotrofico (2%°CG). La descendencia del 15°CG fue puesta igualmente a eclosionar y las larvas de 4% estadio/pupa se reunieron en
grupos de hasta 10 individuos que siguieron el mismo procedimiento desde el paso de amplificacién de las muestras en adelante.
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Las larvas fueron alimentadas con tabletas de comida para conejos (GMA, Guadalupe)
diariamente a una concentracion de 0,4 mg/larva. La descendencia del 1¢rCG se analiz6
de manera diferente a la del 24°CG.
Una vez que alcanzaron el estadio L4-pupa, los individuos provenientes de la misma
madre en el 1¢7CG, fueron agrupados en conjuntos de hasta diez especimenes, los cuales
fueron conservados en 300 uL. de DMEM/L-15 (DMEM para la descendencia de madres
expuestas a VCHIK/VZIK y L-15 para las expuestas a VDEN-1) suplementado con SFB
(2%) y antibidtico-antimicotico 1X (1%) (Anti-Anti; Gibco, Fisher Scientific) a -80°C
hasta su procesamiento.
La progenie del 24°CG, una vez que llegé al estadio pupal, fue separada individualmente.
Los machos adultos provenientes de una misma madre se agruparon en conjuntos de
hasta diez individuos y se conservaron en las mismas condiciones que la progenie del
1erCG. Las hembras adultas fueron forzadas a salivar empleando la metodologia
detallada en la seccién 2.4.4. Adicionalmente se disecé la cabeza de cada hembra que fue
transferida a 300 uL. de DMEM/L-15 (DMEM para la descendencia de madres expuestas
a VCHIK/VZIK y L-15 para las expuestas a VDEN-1) suplementado con SFB (2%) y
antibidtico-antimicotico 1X (1%) (Anti-Anti; Gibco, Fisher Scientific) y conservada a -
80°C hasta su procesamiento (figura 2.3).
Las muestras de saliva de las hembras adultas del 24°CG y de cabeza de hijas
provenientes de madres expuestas a VDEN-1, fueron tituladas siguiendo los
procedimientos descritos en las secciones 2.4.4.1 y 2.4.4.2. El titulo viral se estimé
empleando la féormula 2.4, y fue expresado en ufp/saliva para las salivas positivas a
VCHIK y VZIK, y en uff/saliva para las salivas positivas a VDEN-1 (figura 2.3).
Las madres expuestas por via oral a los diferentes arbovirus, asi como las muestras
generadas a partir de la progenie en cada ciclo gonadotroéfico (grupos de larvas/pupas
del 1erCG, grupos de machos adultos del 24°CG y cabezas de hembras adultas del 24°CG)
fueron homogenizadas siguiendo los procedimientos detallados en la secci6on 2.4.4
(figura 2.3).

2.4.5.1 Amplificacion viral en cultivos celulares
Los sobrenadantes de homogenados de los grupos de larvas/pupas del 1¢rCG, grupos de

machos adultos del 24°CG, salivas de hembras adultas del 24°CG y cabezas de hembras
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adultas del 29°CG provenientes de madres expuestas a VDEN-1, se inocularon en
monocapas de células Vero o C6/36 (en dependencia del virus a que haya estado
expuesta la madre) en placas de 96 pozos. Las células Vero inoculadas con muestras
provenientes de madres expuestas a VCHIK se incubaron a 37°C y CO2 (5%) durante tres
dias, mientras que las muestras provenientes de madres expuestas a VZIK se incubaron
en las mismas condiciones durante siete dias. Por su parte, las células C6/36 inoculadas
con muestras provenientes de madres expuestas a VDEN-1, se incubaron por cinco dias
a 28°C. Pasados eso tiempos, los sobrenadantes celulares fueron retirados y conservados
debidamente rotulados a -80°C. Las monocapas de células Vero se tifieron con 100 pL de
violeta cristal (0,2% en 10% formaldehido y 20% etanol), mientras que a las células
C6/36 selesanadi6 100 pL de formaldehido 3,6% y se incubaron por 30 min. Se chequeé
el ECP en las monocapas de células Vero.

2.4.5.2 Extraccion de ARN de sobrenadantes celulares
La extraccion del ARN se efectud a partir del sobrenadante de homogenado de madres
expuestas a los tres virus, asi como de los sobrenadantes celulares obtenidos de la
amplificacion en células (seccidon 2.4.5.1) de los grupos de larvas/pupas del 1¢7CG, grupos
de machos adultos del 24°CG, salivas de hembras adultas del 24°CG y cabezas de hembras
adultas del 24°CG provenientes de madres expuestas a VDEN-1. Para ello se utiliz6 el
estuche comercial Nucleospin RNA (Macherey-Nagel GmbH, Diren, Alemania) y 100 pL
de cada muestra, y se procedié segun las indicaciones del fabricante. El ARN obtenido se
conservé a -80°C hasta su posterior uso.

2.4.5.3 Deteccion de genoma viral en muestras de los ensayos de

transmision vertical

A través de una RT-qPCR se detect6 el genoma viral en las muestras de madres expuestas
a cada uno de los tres virus, grupos de larvas/pupas del 1¢rCG, grupos de machos adultos
del 24°CG, salivas de hembras adultas del 24°CG y cabezas de hembras adultas del 24°CG
provenientes de madres expuestas a VDEN-1. Los tres protocolos de RT-qPCR (para
detectar VDEN-1, VCHIK y VZIK) usaron los mismos reactivos (excepto por los cebadores
y sondas que fueron especificos para cada virus) y siguieron el mismo perfil térmico.
La RT-qPCR consisti6 en una transcripcion reversa seguida de 45 ciclos de amplificacion,

en un solo paso, en el termociclador Applied Biosystems 7500 real-time PCR system
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(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA). Para la reaccion de amplificacion se uso el
estuche comercial Superscript® III Platinum® One-step qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad
CA, EUA), segin recomienda el fabricante. La mezcla de reaccién se prepardé en un
volumen final de 25 pL y contenia 12,5 pL de tampon de reaccion (2X), los cebadores
sentido y antisentido a una concentracion final de 0,2pmol/L cada uno; la sonda a una
concentracion final de 0,1pmol/L; 0,5 pL de la mezcla de enzimas (1X) y agua libre de
nucleasas hasta completar 20 pL. Posteriormente, se adicionaron 5 pL del ARN extraido
(seccion 2.4.5.2). El perfil térmico de la reaccién fue el siguiente: 30 min de transcripcion
reversa a 50°C, seguido de 2 min a 95°C para la inactivacién de la transcriptasa reversay
la activacion de la polimerasa ADN, seguido por 45 ciclos a 95°C por 15 segy 31 seg a
58°C. Como control positivo se empledé el ARN extraido de hembras de mosquitos
artificialmente infectadas con cada uno de los tres virus y que habian resultado positivas
por titulaciéon. Como control negativo se emple6 agua libre de nucleasas.
El conjunto de cebadores/sonda especificos group forward y group reverse/ Probe 1 Den-
1-3 disefiados por Callahan et al., 2001(348), se usaron para amplificar un fragmento de la
region 3'UTR de VDEN-1. En el caso de VCHIK, el gen diana para la amplificacion fue
nspl, a partir de los cebadores ChikSI y ChikAs]I, y la sonda ChikP previamente disefiados
por Panning et al, 2008349, Por ultimo, un fragmento del gen ns5 de VZIK fue
amplificado por los cebadores/ sonda especificos VZIK 1086, VZIK 1162c/ VZIK 1107,
publicados previamente por Lanciotti et al., 2008343) (seccién 2.3.5.3.1).
En cada caso, las muestras examinadas se consideraron positivas si tuvieron un valor de
ciclo umbral (Ct, por sus siglas en inglés) menor o igual a 39 para VDEN-1; 34 para VCHIK
y 35 para VZIK. Estos valores de Ct fueron seleccionados en base a curvas estandar de
particulas infecciosas-genomas realizadas con anterioridad en el laboratorio empleando
los mismos virus.

2.4.54 Secuenciacion nucleotidica de las muestras positivas de los ensayos

de transmision vertical

Los ARN de las muestras que resultaron positivas a cada virus con valores de Ct < 35; 32
y 33 (para VDEN-1, VCHIK y VZIK respectivamente) fueron enviados en condiciones
refrigeradas a la Unité des Virus Emergents (UVE: Aix-Marseille Univ-IRD 190-Inserm

1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboracidn existente con el Instituto Pasteur
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de Guadalupe. Las muestras fueron sometidas a secuenciacién nucleotidica de tercera
generacion empleando la tecnologia S5 Ion torrent tal como se describi6 en la seccion
2.3.5.3.2. Los cebadores empleados para la amplificacion de los genomas virales de
VCHIKG39) y VZIK (8 y 12 parejas de cebadores respectivamente) se detallan en los
anexos 2.6 y 2.4 respectivamente; mientras que para VDEN-1 (9 parejas de cebadores)
se emplearon los publicados por(351),
2.4.5.5 Estimacion de los parametros de transmision vertical

Los parametros de TV describen la frecuencia con que un patégeno es transmitido
verticalmente y la proporciéon de la progenie a la que infecta en una poblacién de
vectores34). A partir de los resultados obtenidos, se estimaron parametros de TV
generales para cada CG y parametros especificos para el 24°CG.
Para cuantificar la frecuencia con que las madres transfirieron un virus determinado a
su descendencia, se calcul6 la tasa de transmision vertical (TTV) como la proporcién
de madres infectadas con al menos un miembro de su progenie infectado en cada CGG4.
A partir de este parametro general, se estimaron parametros especificos en el 24°CG (se
tuvieron en cuenta exclusivamente a las madres que dejaron descendencia femenina de
las que se pudo obtener muestras de saliva, por lo que lo no coincidieron necesariamente
con la TTV general del 24°CG) (figura 2.4):

- Tasa de transmision vertical hasta cabeza (TTV-C): expresa la proporciéon

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infeccién

diseminada (cabezas positivas) (estimada solamente para las madres expuestas

a VDEN-).

- Tasa de transmisién vertical hasta saliva (TTV-S): expresa la proporcién

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva

positiva.

- Tasa de transmision vertical hacia machos (TTV-M): expresa la proporcion

de madres infectadas que dejaron al menos un grupo de machos infectado.

Para cuantificar la proporciéon de descendientes que resultaron infectados en

cada evento de TV, se estimd la tasa de infeccidon filial (TIF) como el porciento

de grupos/individuos infectados en la descendencia de madres que

transmitieron verticalmente el virus.
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Figura 2.4 Representacion esquematica de los parametros de transmision vertical calculados en los ensayos realizados
con las poblaciones de Aedes aegypti (PTE y PRG) frente a los virus dengue-1, chikungunya y Zika. El color naranja simboliza
mosquitos/muestras infectadas y el color negro mosquitos/muestras negativas. TTV: proporcion de madres infectadas con al menos un miembro de
su progenie infectada. TTV-M (hacia machos): proporcién de madres infectadas que dejaron al menos un grupo de machos infectado. TTV-C (hasta
cabeza): proporcion de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infeccion diseminada (cabezas positivas). TTV-S (hasta
saliva): proporcion de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva positiva. TIF: proporcion de la descendencia que resulta
infectada en cada evento de TV. Cuando la progenie se examina en grupos, un grupo positivo se contabiliza como un individuo positivo y se estima
la TIFM (minima). TIF-C (tasa de diseminacion filial): proporcidén de hijas con cabeza positiva de madres que experimentan TV. TIF-S (tasa de
infectividad filial): proporcién de hijas infectivas (con saliva positiva) de madres que experimentan TV. TIFM-M (tasa de infeccién filial minima en
machos): proporcion de grupos de machos positivos de la progenie masculina de madres que experimentan TV. TIVe estima el promedio de la
descendencia que resulta infectada por madre infectada. TIVe-C (hasta cabeza): promedio de hijas con infeccién diseminada (cabezas positivas) por
madre infectada. TIVe-S (hasta saliva): promedio de hijas infectivas (salivas positivas) por madre infectada.
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Debido a que en algunos casos la progenie se examin6 en grupos, un grupo

positivo se contabiliz6 como un individuo positivo, lo cual pudo subestimar la

tasa real de trasmision filial317), En esos casos la TIF se refiri6 como tasa de

infeccion filial minima (TIFM) en cada CG. A partir de este parametro general, se

estimaron parametros especificos en el 24°CG (figura 2.4):

- Tasa de diseminacion filial (TIF-C): corresponde a la proporcién de hijas

con cabeza positiva de madres que experimentaron TV (estimada solamente para

las madres expuestas a VDEN-1).

- Tasa de infectividad filial (TIF-S): corresponde a la proporcién de hijas

infectivas (con saliva positiva) de madres que experimentaron TV.

- Tasa de infeccidon filial minima en machos (TIFM-M): corresponde a la

proporcién de grupos de machos positivos de la progenie masculina de madres

que experimentaron TV.
Ademas, se calculd la tasa de infeccion vertical efectiva (TIVe), que describe la
eficiencia de la TV, al estimar el promedio de la descendencia que result6 infectada por
madre infectada, y se calculé multiplicando la TTV por la TIF(4317), Este parametro fue
estimado en el 24°CG solo con la progenie femenina (figura 2.4):

- Tasa de infeccion vertical efectiva hasta cabeza (TIVe-C): refleja el

promedio de hijas con infeccién diseminada (cabezas positivas) por madre

infectada (estimada solamente para las madres expuestas a VDEN-1). Se calcula

multiplicando la TTV-C por la TIF-C.

- Tasa de infeccion vertical efectiva hasta saliva (TIVe-S): corresponde al

promedio de hijas infectivas (salivas positivas) por madre infectada. Se calcula

multiplicando la TTV-S por la TIF-S.

2.4.6 Analisis estadisticos
Los andlisis estadisticos para la comparacién de las diferentes tasas (TI, TD y TT;

de los ensayos de CoV asi como las TTV y TIFM de los ensayos de TV) fueron realizados
en R v.3.3.264%), En el caso de los ensayos de CoV, para cada virus, se compararon las
tasas entre las dos poblaciones de mosquitos y los diferentes dpe. Para cada dpe, se
compararon las tasas de cada virus entre las poblaciones de mosquitos. En el caso de los

ensayos de TV se compararon las tasas entre las dos poblaciones de mosquitos para cada
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virus por CG. Adicionalmente, para cada poblacidn, se compararon ademas las tasas
obtenidas con cada virus. Todas las comparaciones fueron realizadas usando las pruebas
exactas de Fischer, y cuando fue necesario, se aplicaron pruebas exactas de Fischer
multiples (paquete “rcompanion”) con una modificacion del nivel de significacion por el
procedimiento secuencial de Bonferroni. Las varianzas de las diferentes tasas se
calcularon con intervalos de confianzas de 95% de una proporciéon binomial. En los
ensayos de CoV, para cada virus, los titulos en las salivas se compararon entre las
poblaciones de mosquitos usando la prueba de Wilcoxon. Debido a la baja cantidad de
salivas positivas, estos resultados fueron todos estadisticamente no significativos. Todas

las comparaciones con valores de P > 0,05 se consideraron no significativas.

2.5 Construccion de filogenias
Las secuencias obtenidas del genoma viral de los VDENs, VCHIK y VZIK en los mosquitos
analizados (provenientes de los estudios de terreno y de los ensayos de laboratorio) se
compararon con un panel de secuencias de referencia disponibles en la base de datos
GenBank, las cuales fueron alineadas, utilizando el programa ClustalX(352). E]
alineamiento se edit6 y analiz6 con el programa Bioedit version 7.2.5. (Manchester,
United Kingdom)®33). Se construyeron arboles filogenéticos siguiendo el criterio de
maxima verosimilitud utilizando un re-muestreo (del inglés bootstraping) de 1500
réplicas. En todos los casos el modelo de sustituciéon nucleotidica de mejor ajuste fue
determinado usando MEGA v7.0.26(354. El modelo de sustitucién nucleotidica GTR+G+I
(del inglés General Time Reversible con la distribucién y de variacidn entre sitios y la
proporcidn de sitios invariantes (I)) fue identificado como el modelo éptimo de evolucion
nucleotidicca para los VDENs y VCHIK, mientras que el modelo Tamura-Nei+G fue el

encontrado para VZIK.
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III. RESULTADOS

3.1 Transmision vertical de los virus del dengue y Zika en el contexto
cubano
3.1.1 Primer estudio: periodo septiembre 2013 - julio 2014
A partir de las muestras de Ae. aegypti obtenidas, se formaron 111 grupos que se
sometieron a la deteccidn y serotipificacion de los VDENs (tabla 3.1). De ellos, 37
resultaron positivos al menos a un VDEN (33%) y durante el periodo de estudio se
detectaron los cuatro serotipos (figura 3.1). Esto ratifica la ocurrencia de transmision
vertical de los VDENs en las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas.
Las TIM totales en las areas de salud oscilaron entre 6,6 (Grimau) y 11,6 (Los Pinos),
aunque de forma general el municipio alcanzé un valor total de 9,0 (tabla 3.1). Durante
el periodo estudiado, los meses que mostraron mayores TIM en todo el territorio fueron
febrero/2014 (15,7) y noviembre/2013 (13,9), mientras que enero/2014 (0) y
diciembre/2013 (2,4) exhibieron las mas bajas (tabla 3.1).
3.1.1.1 Distribucion espacio-temporal de los virus del dengue

La distribucién de los VDENSs en las areas de salud del municipio Arroyo Naranjo durante
el periodo de estudio se comport6 de forma heterogénea (figura 3.1). En todas las areas
de salud se detectaron estadios inmaduros de Ae. aegypti infectados con los VDENSs. Sin
embargo, los cuatro serotipos se hallaron solamente en Mantilla y Parraga, mientras que
en Grimau, Los Pinos y Capri aparecieron tres serotipos (VDEN-1, VDEN-2 y VDEN-3).
En tanto, en Eléctrico y Managua se identificaron exclusivamente los VDEN-1 y VDEN-3.
El serotipo que se encontr6 en mayor proporcion en todo el periodo de estudio fue
VDEN-1 (35%) y en orden decreciente: VDEN-3 (33%), VDEN-2 (25%) y VDEN-4 (6%)
(figura 3.1).
En cuanto a las variaciones temporales de las proporciones de los VDENSs en los grupos
de Ae. aegypti de Arroyo Naranjo, se comprob6 que excepto en enero, en todos los meses
se detectd al menos un grupo de larvas y pupas positivo en el municipio (anexo 3.1). El
serotipo viral de mayor frecuencia de apariciéon durante el periodo de estudio fue VDEN-

3 (0,73), seguido por VDEN-1 (0,64), VDEN-2 (0,27) y VDEN-4 (0,18).
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Tabla 3.1 Cantidad de ejemplares de Aedes aegypti recibidos (N), grupos formados (G),
cantidad media de individuos por grupo (X), grupos positivos a algun serotipo de dengue (P)
y tasa minima de infeccién por los virus del dengue (TIM) por area de salud y meses de
estudio.

2013 2014
Sept Oct Nov Dic |[Ene Feb Mar Abr May Jun Jul |Total
N 270 135 118 134 68 48 33 37 210 104 37| 1194
Mantila ¢ o 3 3 3,2 1 1 1 7 3 1 34
X 30 45 39 44| 34 48 33 37 30 35 37| 35
P 3 3 1 1,0 0 o0 0 2 0 1 11
TIM 11,1 222 85 75 0 0 O0 O 95 0 27| 92
N 0 107 88 73 24 84 76 115 121 63 25| 776
. G o0 2 2 2/ 1 2 2 3 3 2 1| 20
Parraga v 54 44 37|24 42 38 38 40 32 25| 39
P o 1 1 o0o/0 3 o0 1 1 0 0| 7
TIM 0 93 114 0 0 357 0 87 83 0 0| 90
N 0 187 132 89 8 68 31 99 44 19 0 | 758
Crimag & 0 4 3 2/ 2 2 1 3 1 1 0] 19
X 0 47 44 45| 45 34 31 33 44 19 0 | 40
P o 1 1 o/0 1 o0 1 o0 1 0 5
T™M 0 53 76 0 0 147 0 101 O 526 0 66
N 0 131 185 81,23 97 66 72 0 32 0 | 687
LosPinos ¢ ©0 3 4 2,1 2 2 2 0 1 0 17
X 0 44 46 41|23 49 33 36 0 32 0| 40
P o 1 3 o0/0 1 2 1 o0 ©0 o0 8
TIM 0 76 162 0 0 10,3 303 139 0 0 0 | 11,6
N O 144 83 32,21 22 0 30 31 0 53| 416
Capri G o 3 2 1,1 1 o 1 1 o0 1 11
X 0 48 42 32|21 22 0 30 31 0 53| 38
P o 1 2 o0/0 O 0O O 0 O O0| 3
TM 0 69 241 0 0 0 O O O 0 0| 72
N 0O o0 8 11, 0 O 0 0 25 19 39| 180
Elécico ¢ 0 0 2 1,0 0 0 0 1 1 1|6
X 0 0 43 11/ 0 0 0 0 25 19 39| 30
P o O 1 0|0 O O O 1 ©0 0| 2
TM 0 O0 11,6 0 0 O ©0 O 400 0 0 11,1
N o0 27 27 0,0 0 18 0 0 19 0| 91
Managua ¢ ¢ 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 4
X 0 27 27 0|0 o 18 0 O 19 0 | 23
P o O 1 0|0 O O O 0 O 0| 1
TM 0 O 370 0 0 O O O O O 0110
N 270 731 719 420 225 319 224 353 431 256 154| 4102
Totag G 9 16 17 11,7 8 7 10 13 9 4| 111
X 30 46 42 38|32 40 32 35 33 28 39| 37
P 3 7 10 1,0 5 2 3 4 1 1| 37
TIM 11,1 9,6 13,9 24 0 157 89 85 93 39 65 9,0
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Figura 3.1 Distribucion espacio-temporal de los virus del dengue encontrados en los grupos de estadios inmaduros de
Aedes aegypti en Arroyo Naranjo entre septiembre/2013 — julio/2014. Las divisiones muestran las areas de salud del
municipio (1: Los Pinos, 2: Grimau, 3: Mantilla, 4: Parraga, 5: Capri, 6: Eléctrico y 7: Managua). Ademas, se muestra la proporcion de
los serotipos de dengue encontrados en los grupos de estadios inmaduros de Aedes aegypti colectados en cada area de salud vy el
municipio Arroyo Naranjo entre septiembre 2013 y julio 2014. Los valores que aparecen al interior de los graficos circulares se
corresponden con el niumero de grupos de estadios inmaduros de Ae. aegypti positivos a cada serotipo viral.
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Se co-detectaron dos o mas serotipos virales en diez grupos de los 37 positivos a VDEN.
En los grupos donde hubo deteccién multiple predominé la combinacién VDEN-
1/VDEN-3 (cinco grupos), mientras que las combinaciones VDEN-2/VDEN-3 (tres
grupos) y VDEN-1/VDEN-2 (1 grupo) fueron menos frecuentes. Cabe destacar que la
deteccion triple (VDEN-1/VDEN-2/VDEN-4) se produjo en un tnico grupo de estadios
inmaduros colectados en Mantilla. Excepto en el area de salud Eléctrico, se encontraron
grupos con mas de un serotipo en el resto de las areas: Mantilla (3), Grimau (2), Los
Pinos (2), Parraga (1), Capri (1) y Managua (1). En los meses de octubre y noviembre se
detectaron siete de estos diez grupos, mientras que los otros tres fueron encontrados en
los meses de marzo, abril y mayo. Tres de los grupos multi-infectados, estuvieron
conformados por individuos colectados en un mismo sitio de cria en las areas Mantilla
(2) y Grimau (1).
La distribucién espacio-temporal de cada serotipo viral en el municipio Arroyo Naranjo
se muestra en la figura 3.1. En octubre se detectaron los cuatro VDENSs en los grupos de
larvas y pupas de Ae. aegypti examinados, los cuales, ademas, se localizaron en el area
de salud Mantilla. Asimismo, es destacable el mes de noviembre en donde aparecieron
Ae. aegypti infectados en todas las areas de salud del territorio. Las frecuencias de
aparicion de VDEN en Ae. aegypti fluctuaron espacialmente. El area de salud con mayor
frecuencia de aparicién de los VDENs en el vector fue Los Pinos (0,63) y en orden
decreciente Grimau (0,56), Mantilla (0,55), Parraga (0,5), Eléctrico (0,4) y Capri al igual
que Managua (0,25).

3.1.1.2 Genotipificacion de los virus del dengue
Debido a las pérdidas en cuanto a rendimiento que genera el método de purificaciéon
empleado (segun describe(3>3)) no fue posible obtener productos utiles para
secuenciacion en todos los casos. Asi, de los 37 grupos positivos a VDEN se lograron
obtener cinco secuencias nucleotidicas: tres pertenecientes a VDEN-1, una
perteneciente VDEN-4 y otra perteneciente a VDEN-3 (anexo 3.2). Del serotipo 2 no se
obtuvo ninguna secuencia, probablemente debido al pequefio tamafio del fragmento
amplificado (119 pb)(356).
Las tres secuencias nucleotidicas de VDEN-1 obtenidas (D1_Pga_2013, D1_LP_2014 y

D1_Grm_2014) correspondieron a muestras colectadas en (areas de salud/fecha):
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Parraga/octubre-2013, Los Pinos/febrero-2014 y Grimau/abril-2014 respectivamente.
Las secuencias D1_LP_2014 y D1_Grm_2014 resultaron idénticas y solo se observé una
mutacidn silente con respecto a D1_Pga_2013 en la posicidn 45 (A/G) del gen prm para
un 0,4% de divergencia nucleotidica entre ellas. La filogenia realizada con las secuencias
de VDEN-1 obtenidas de 275 nt y otras 82 de diferentes origenes, almacenadas en el
GenBank, reveld que estas pertenecieron al genotipo V (Americano/Africano) (figura
3.2).
La secuencia de VDEN-3 (D3_Mlla_2013) correspondi6 a una muestra colectada en el
area de salud Mantilla en septiembre de 2013 y pertenece al genotipo III. La construccién
filogenética que se muestra en la figura 3.3 se realizé con 53 secuencias de 257 nt de
VDEN-3 de diferente origen, almacenadas en la base de datos GenBank.
La secuencia nucleotidica de VDEN-4 obtenida de un grupo de estadios inmaduros de 4e.
aegypti de Arroyo Naranjo (D4_Mlla_2013) correspondi6 a muestras colectadas en
Mantilla en el mes de octubre de 2013. Segun el arbol filogenético construido a partir de
46 secuencias de VDEN-4, de 345 nt, de diferente origen, almacenadas en la base de
datos GenBank, la secuencia cubana perteneci6 al genotipo II (figura 3.4).

3.1.2 Segundo estudio: periodo mayo 2018 - marzo 2019
Los huevos colectados por medio de ovitrampas durante el periodo de estudio en ambas
areas de salud, rindieron un total de 5481 ejemplares de Ae. aegypti y 10 de Ae.
albopictus. Esta ultima especie fue encontrada inicamente en el mes de junio en el area
de salud PRG, en una sola ovitrampa. Los especimenes de Ae. aegypti obtenidos en el
laboratorio se agruparon en 292 grupos (147 de PTE y 145 de PRG), aunque solo se
analizaron entre el 70-95% de los individuos obtenidos.
Los indices de ovitrampa positiva (I0OP) y densidad de huevos (IDH) permitieron estimar
la abundancia relativa de Ae. aegypti en cada area. La comparacion estadistica de cada
indice entre areas arrojé que globalmente no existieron diferencias significativas (IOP P

= 0,47; IDH P = 0,76) (anexo 3.3).
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Figura 3.2 Arbol filogenético de VDEN-1 construido a partir del método de Méxima
Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes. Las secuencias cubanas de VDEN-1 (fragmento ampliado) obtenidas a
partir de estadios inmaduros de Aedes aegypti en el municipio Arroyo Naranjo (2013-
2014), se distinguen con un circulo (D1_Pga_2013) y con un cuadrado (D1_LP_2014 vy
D1_Grm_2014).
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Figura 3.3 Arbol filogenético de VDEN-3 construido a partir del método de Maxima
Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes. La secuencia cubana obtenida a partir de estadios inmaduros de Aedes
aegypti en el municipio Arroyo Naranjo se distinguen con un circulo (D3_Mlla_2013).
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Figura 3.4 Arbol filogenético de VDEN-4 construido a partir del método de Maxima
Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes. La secuencia cubana obtenida a partir de estadios inmaduros de Aedes
aegypti en el municipio Arroyo Naranjo se distinguen con un circulo (D4_Mlla_2013).
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3.1.2.1 Distribucion espacio-temporal de los virus del dengue
en las areas de estudio

Del total de grupos de Ae. aegypti formados, se seleccionaron 156 (82 de Pasteury 74 de
Parraga) colectados entre los meses mayo-diciembre/2018 (tabla 3.2), para la deteccidn
y serotipificacion de los VDENSs. Esta seleccion tuvo la intencion de escoger los grupos
de mas de cinco individuos y que reunieran a mas del 70% total de ejemplares colectados
en cada area de salud por mes; con excepcion de los meses mayo (45%) y septiembre
(49%) en el area de salud Pasteur debido a pérdida de muestras por problemas en la
cadena de frio.
De los grupos examinados, 23 resultaron positivos al menos a un VDEN (15%), de los
cuales el 87% se localiz6 en PRG (tabla 3.2). Durante el periodo de estudio se
identificaron tres serotipos virales (VDEN-1, VDEN-2 y VDEN-3) en los grupos de Ae.
aegypti examinados. De los 23 grupos positivos, solo uno se encontré multi-infectado
(VDEN-2/VDEN-3), el cual se hall6 en PRG-noviembre, proveniente de la misma
ovitrampa. Estos resultados confirman la ocurrencia de transmisién vertical de los
VDENSs en poblaciones de este culicido de ambas areas de salud.
La TIM total en PRG fue nueve veces superior a la de PTE, diferencia que result6
estadisticamente significativa (P < 0,0002) (tabla 3.2). Los valores de TIM en este ultimo
territorio oscilaron entre 0 y 38,5; mientras en PRG variaron entre 0 y 26,7. En ambas
areas, el mayor valor de TIM se observo en agosto.
De manera general, durante el periodo evaluado el serotipo que se encontr6 en mayor
proporcién fue VDEN-2 (75%) y en orden decreciente VDEN-3 (17%) y VDEN-1 (8%)
(figura 3.5). En PTE solo se hallaron dos serotipos virales en proporciones y frecuencia
de aparicion de 67% y 0,25 para VDEN-3,y 33% y 0,13 para VDEN-2, respectivamente.
En PRG se detectaron los tres serotipos: VDEN-2, VDEN-1 y VDEN3; en proporciones y
frecuencia de aparicién de 81% y 0,63 (VDEN-2), y 10% y 0,25 (para cada uno de los
virus restantes) respectivamente. Se observé un patréon asimétrico de distribucién
espacio-temporal de los VDENs entre las areas de salud estudiadas. La distribucion

espacial mostré mayor dispersion de los VDENs en Parraga que en Pasteur (figura 3.5).
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Tabla 3.2 Cantidad de ejemplares de Aedes aegypti examinados (N), grupos formados (G),
cantidad media de individuos por grupo (X), grupos positivos a los virus del dengue y Zika
(P) y tasa de infeccion minima (TIM) en las areas de salud Pasteur (PTE) y Parraga (PRG) por
meses de estudio.

2018 2019

May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic| Ene Feb Mar Total

N 135 504 703 26 89 138 361 289 2245

G 5 18 24 4 3 5 13 10 82

VDENs X 27 28 29 6 29 27 27 28 27
p 0 1 0 1 0 0 1 0 3

PTE TIM 0 20 O0 385 0 0o 28 0 1,3
N 55 386 708 22 168 213 458 319| 96 204 46 | 2675

G 3 16 25 3 9 10 32 14| 4 11 3 | 130

VZIK X 18 24 28 7 19 21 14 23|24 19 15| 21
P 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 0 4

TIM O 0 0 0 0 0 22 0| 0 147 0 | 1,5

N 424 228 79 75 112 346 321 464 2049

G 14 8 4 6 4 12 11 15 74

VDENs X 30 28 19 12 28 28 29 30 27
P 3 4 1 2 0 0 6 4 20

TIM 7,1 17,5 12,7 26,7 O 0 18,7 8,6 9,8
PRG N 544 264 74 80 172 454 370 444, 0 0 194 2596
G 27 12 4 7 9 23 15 15| 0 0 10| 122

VZIK X 20 26 19 11 19 20 25 30| O 0 19, 21
P 0 0 0 0 1 0 0 0| 0 0 1 2

TIM O 0 0 0 58 0 0 0 - - 52| 08
N 559 732 782 101 201 484 682 753 4294

G 19 26 28 10 7 17 24 25 156

VDENs X 29 28 27 10 28 28 28 30 27
P 3 5 1 3 0 0 7 4 23

Total TIM 54 68 13 297 0 0 103 5,3 5,4
N 599 650 782 102 340 667 828 763| 96 204 240 5271

G 30 28 29 10 18 33 47 29| 4 11 13| 252

VZIK X 20 23 27 10 19 20 18 26| 24 19 19| 21
P 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3 1 6

TIM O 0 0 o 30 0 12 0| 0 147 42| 1,1
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Fueron remarcables dos manzanas (561 y 732) en el area de salud Parraga donde se
colectaron continuamente huevos de Ae. aegypti infectados con VDEN-2 en meses
diferentes (figura 3.5). La manzana 561 resulto positiva reiteradamente en mayo, junio
y noviembre, mientras que la 732 lo hizo en los meses de mayo y diciembre. Este
fenomeno no se detect6 en el area de salud Pasteur.

3.1.2.2 Distribucion espacio-temporal del virus Zika en las

areas de estudio

Del total de grupos de Ae. aegypti formados, se seleccionaron 252 (130 de Pasteury 122
de Parraga) colectados entre los meses mayo/2018-marzo/2019 (tabla 3.2), para la
deteccion de VZIK. La seleccidn se realiz6 en base a los mismos principios descritos en
el acapite 3.3.2.1. De los grupos examinados, seis resultaron positivos (2,4%), de los
cuales el 66,7% se localizé en Pasteur (tabla 3.2). Estos resultados demuestran, por
primera vez, la ocurrencia de transmision vertical de VZIK en poblaciones naturales de
Ae. aegypti en Cuba.
Las TIM totales de cada area no manifestaron diferencias significativas entre si (P =
0,69). En Parraga el valor global fue 0,8; oscilando entre 0 y 5,8 a lo largo del estudio;
mientras en Pasteur el valor total fue 1,5; variando entre 0 y 14,7 durante todo el periodo
(tabla 3.2).
De manera general, los valores de Ct fueron elevados (Ct > 33) para todos los grupos de
mosquitos positivos. Otros autores han referido comportamientos similares al emplear
el mismo protocolo para detectar VZIK en mosquitos infectados colectados en el terreno
(357,358) (comunicacidn personal Marta Geovanetti, Fiocruz), lo que sugiere bajos titulos
virales(359) 0 una limitacién en las herramientas diagnésticas de que disponemos para
detectar virus en mosquitos.
De manera general, VZIK apareci6 en las poblaciones de Ae. aegypti en cuatro de los 11
meses evaluados (septiembre y noviembre/2018, y febrero y marzo/2019). La
distribucién de la transmision vertical de VZIK manifesté un patrén analogo entre las
areas de salud (figura 3.5), con frecuencias de aparicién (0,2) similares en ambos
territorios. Con excepcion de Pasteur-febrero/2019, la distribucién espacial de los
grupos de mosquitos infectados estuvo restringida a una sola manzana cada mes (figura

3.5).

63



Capitulo Ill. Resultados

___________________

PTE May/2018 [ ] Jun/2018 Jul/2018 A Ago/2018 Sep/2018 Areas de salud

PTE

-9

O_Wom&:s—o} PRG
- s N/

: : ' A . @

General

0 0.5 1 '
Kilometro

PRG

PrE Nov/2018 Dic/2018 Feb/2019 Mar/2019
|
+ T |
+ " |

7 N
W< . Eventos de

Pre ] =L transmision vertical i
] ! |
b DENV-1 !
=] + ® i
DENV-2 !
m - m i
DENV-3 |
[ ] A i
|
2 a <+ zIkv !
|

Figura 3.5 Distribucion espacio-temporal de los grupos de Aedes aegypti positivos a los virus del dengue y Zika en las
areas de salud Pasteur (PTE) y Parraga (PRG), durante los meses mayo/2018-marzo/2019. Los graficos circulares
muestran la proporcién de los virus del dengue y Zika encontrados en ejemplares de Aedes aegypti colectados en las areas de salud
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de ejemplares de Ae. aegypti positivos a cada virus. Con bordes resaltados se destacan las manzanas en las que se colectaron
reiteradamente huevos de Ae. aegyptiinfectados.
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3.1.2.2.1 Genotipificacion del virus Zika
Debido a los altos valores de Ct de las muestras positivas a VZIK, no se pudo obtener
productos utiles para la secuenciacién en todos los casos. Asi, de los seis grupos positivos
se logré obtener una secuencia (Z_Pga_2019, Niumero de acceso: PP759388) de 2950 nt,
en mosquitos colectados en Parraga-marzo/2019, que abarco las posiciones del genoma
entre la 7295 y 10 244, cubriendo parte de los genes ns4B y ns5. La secuencia obtenida
compartio 99,9% de identidad con otra procedente de Martinica, aislada de suero
humano en 2015 (KU647676.1). La filogenia realizada con nuestra secuencia de VZIK y
otras 63 de diferentes origenes, almacenadas en el GenBank, revel6 que pertenece al

genotipo asiatico, linaje americano (figura 3.6).

3.2Competencia vectorial de poblaciones de Aedes aegypti de La
Habana a arbovirus
3.2.1 Competencia vectorial de las poblaciones PTE y PRG a los
flavivirus dengue-1y Zika
Ambas poblaciones de Ae. aegypti mostraron susceptibilidad para infectarse con los
flavivirus ensayados, pero de manera general, fueron menos susceptibles a VDEN-1 (TI
entre 24-79%) que a VZIK (TI entre 79-97%), especialmente a los 7 dpe (P = 0,03 para
PTE; P<0,0001 para PRG) (figura 3.7). No se encontraron diferencias estadisticas en las
TI entre las poblaciones de mosquitos ni entre los dpe para VZIK, mientras que para
VDEN-1 la TI media en PRG fue menor (37%) que la de PTE (74%), siendo
estadisticamente significativa a los 7 dpe (P = 0,003).
Las TD variaron entre 14-67% para VZIK y 6-54% para VDEN-1 (figura 3.7). No se
observaron diferencias estadisticas en las TD entre las poblaciones ni los virus al mismo
dpe. Sin embargo, las TD se incrementaron hacia los 14 dpe para ambos virus
independientemente de la poblacién de mosquitos (P < 0,05 para todas las
combinaciones poblaciéon de mosquito/virus).
Con relacion al potencial de transmisién, se observaron bajas TT para ambos virus en
las dos poblaciones (figura 3.7). No se detectaron particulas de VZIK en la saliva de
ninguna de las hembras examinadas de la poblacién PTE, mientras que el virus fue

detectado desde los 7 dpe en la saliva de mosquitos de PRG (TTerc/vzik entre 4-9%).
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Figura 3.6 Arbol filogenético de VZIK construido a partir del método de Maxima
Verosimilitud, basado en el modelo Tamura-Nei+G. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes y la secuencia cubana (Z_Pga_2019) obtenida a partir de estadios
inmaduros de Aedes aegypti en el municipio Arroyo Naranjo con un circulo.
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W ZIKv Poblacién PTE
M DENV-1
BCHIKV Poblacién PRG

Figura 3.7 Tasas de infeccion (A), diseminacion (B) y transmision (C) (intervalo
de confianza + 95%) de dos poblaciones de Aedes aegypti de La Habana: PTE y
PRG, a los tres, siete y 14 dias post exposicion (dpe) a los virus Zika, dengue-1y
chikungunya. La poblacion PTE se representa con barras continuas y la poblacion PRG con
barras discontinuas. ND: no detectado. NA: no ensayado. ns: no significativo (P> 0,05). Las
letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las
poblaciones y/o los dpe para un virus determinado. El nimero de individuos examinados para
cada poblacion/virus/dpe estd colocados entre paréntesis. Los nimeros entre corchetes
indican las muestras positivas para cada poblacion/virus/dpe.
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Para VDEN-1, el virus fue detectado en la saliva de hembras de la poblacion PRG a los 7
dpe (TT=3%), pero no en PTE hasta los 14 dpe. En este tiempo, las TT de PTE (25%) y
de PRG (9%), no fueron estadisticamente diferentes (P = 0,15). De igual forma, tampoco
se observaron diferencias estadisticas en las TT ni los titulos virales entre VZIKy VDEN-
1 a ningun dpe. Los titulos virales medios detectados en salivas de la poblacion PRG
infectada con VDEN-1 a los 7 y 14 dpe alcanzaron un valor de 1,2+0,7 logio uff/saliva,
mientras que para VZIK fue de 1,5+0,2 logio ufp/saliva (tabla 3.3).

Tabla 3.3 Titulos virales medios (+ DE) estimados en la saliva de hembras de dos
poblaciones de Aedes aegypti (PTE y PRG) de La Habana, después de 3, 7 y 14 dias de ser
expuestas a los virus Zika (VZIK), dengue-1 (VDEN-1) y chikungunya (VCHIK).

Virus PTE PRG
Logio titulo (ufp/saliva)* Log1o titulo (ufp/saliva)*

3dpe 7dpe 14dpe 3dpe 7dpe 14dpe

Media +DE |Media +DE Media +DE |Media +DE Media +DE Media +DE

VZIK NE - ND - ND - NE - 1,5 Nap| 1,5 0,3
(1) (3)

VDEN-1 NE - ND - 1,2 #1,0] NE - 1,9 Nap| 1,0 #0,7
(6) (1) (3)

VCHIK 1,2 Nap| 2,0 #1,1| 2,6 #1,5| ND - ND - 2,3 1,1
(1) (2) (3) (2)

Entre paréntesis se muestra el nimero de muestras de saliva positivas. NE: no ensayado, ND: No
detectado, Nap: no aplica, dpe: dias post exposicion. *Para VDEN-1, el titulo viral se expresa en
unidades formadoras de foco (uff)/saliva.

3.2.2 Competencia vectorial de las poblaciones PTE y PRG al alfavirus
chikungunya

La habilidad de las poblaciones PTE y PRG para infectarse, diseminar y transmitir VCHIK
fue evaluada a los tres, siete y 14 dpe (figura 3.7). Ambas poblaciones fueron altamente
susceptibles ala infeccion con VCHIK, con TI entre 95-100% a los 3 dpe. La diseminacién
también fue detectada desde los 3dpe y creci6 significativamente en ambas poblaciones
de mosquitos alos 7 y 14 dpe, alcanzando, en este dltimo punto, valores entre 86 y 100%
(figura 3.7). Sin embargo, el potencial de transmisién fue bajo en las dos poblaciones,

con TT similar en PTE (entre 4 -14%) y PRG (entre 0-11%). Los mosquitos de PTE
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expectoraron virus desde los 3 dpe, mientras que en PRG el virus fue detectado en la
saliva de las hembras por primera vez a los 14 dpe. El valor medio del titulo de VCHIK
en la saliva de las hembras de PRG oscil6 entre 0-2,3 logio ufp/saliva, mientras que en
mosquitos de PTE lleg6 a valores entre 1,2-2,6 logio ufp/saliva y alcanzé un maximo a

los 14 dpe (tabla 3.3).

3.3 Transmision vertical de arbovirus en poblaciones de Aedes aegypti
de La Habana, en condiciones de laboratorio
3.3.1 Tasas de transmision vertical e infeccion filial minima de los virus
dengue-1, chikungunya y Zika en las poblaciones PTE y PRG

Ambas poblaciones de Ae. aegypti mostraron capacidad similar para transmitir
verticalmente los virus ensayados, sin diferencias estadisticas entre ellas en los
parametros de TV en ninguno de los dos CG (P > 0,05 en todos los casos) (figura 3.8).
Durante el 1¢CG, la TTV de VDEN-1 alcanz6 un valor de 29% en PTE y 0 en PRG, mientras
que para VZIK llegé al 29%, en ambas poblaciones. Por su parte, globalmente, de las
hembras de las dos poblaciones (N=47) transmitieron VCHIK a su progenie el 49%. Sin
embargo, la TTV vari6 entre 27% en PTE y 59% en PRG. La comparacién de las TTV entre
virus solo mostro diferencias estadisticamente significativas en la poblacién PRG, entre
las combinaciones PRG-VDEN-1 y PRG-VCHIK (P = 0,002) (figura 3.8). Es de destacar que
se obtuvieron cerca de cuatro veces mas madres infectadas con VCHIK que con VDEN-1,
lo que explica las diferencias encontradas. En este mismo CG, las TIFM globales de los
tres virus mostraron cifras muy similares en un rango entre 5 y 7% para las dos
poblaciones (figura 3.8). Como promedio, los huevos del 1¢erCG fueron depositados por

las hembras a los 8,8 dpe a VDEN-1; 7,9 dpe a VCHIK y 7,8 dpe a VZIK.
En el 24°CG, las TTV globales fueron mas similares entre si, con valores de 44% para
VDEN-1 (67% en PTE y 33% en PRG), 54% para VZIK (67% en PTE y 50% en PRG) y
47% para VCHIK (25% en PTE y 54% en PRG). Las TIFM globales del 24°CG fueron
ligeramente mas variables entre virus, con valores de 11% para VCHIK, 9% para VZIK y
5% para VDEN-1. La mayor tasa de infecciéon en la descendencia se observé en la
combinaciéon PTE/VCHIK en el 24°CG (13%) (figura 3.8). La comparacidn estadistica de

las TTV y las TIFM entre virus en cada poblacién no arrojé diferencias significativas.
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Figura 3.8 Tasas de transmision vertical (TTV) y de infeccion filial minima (TIFM)
de los primer (1°'CG, panel superior) y segundo ciclos gonadotroéficos (29°CG,
panel inferior) (intervalo de confianza + 95%) de dos poblaciones de Aedes
aegypti de La Habana: PTE y PRG a los virus dengue-1, Zika y chikungunya. La
poblacion PTE esta representada con barras continuas y la poblacion PRG con barras discontinuas.
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poblacion determinada. Las tablas al pie de los graficos de las TTV muestran el nimero de madres
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poblacién/virus. La TTV representa la proporcién de madres infectadas con al menos un miembro de
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descendencia de madres que transmitieron verticalmente el virus.
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Como promedio, los huevos del 24°CG fueron depositados por las hembras alos 21,8 dpe
a VDEN-1; 21,1 dpe a VCHIK y 19,2 dpe a VZIK.
Dada la manera diferente en que se proces6 la descendencia de los 1er y 2doCG, la
comparacion de las TTV y TIFM entre ellos no resultd valida.
La secuenciacién nucleotidica de las muestras con valores mas bajos de Ct, permitio la
obtencidén de secuencias en algunas muestras de la descendencia de madres expuestas a
los tres virus, con lo que se confirm6 el diagnéstico realizado por RT-qPCR (anexo 3.4).
En el caso de VDEN-1, se obtuvieron secuencias parciales de dos cabezas de hijas del
24oCG, mientras que una secuencia completa de VCHIK se obtuvo de la saliva de una hija
proveniente también del 24°CG. En tanto, la secuencia nucleotidica de VZIK se obtuvo de
un grupo de descendientes del 1¢rCG.

3.3.2 Estimacion del aporte de la transmision vertical a la transmision

horizontal

Para indagar en el potencial epidemioldgico de hembras de Ae. aegypti infectadas por via
materna, se analiz6 la saliva de la descendencia femenina de madres expuestas a VDEN-
1, VCHIK y VZIK. En este caso los resultados se muestran de forma unificada y no por
poblaciones de mosquitos. Para la estimacion de estos parametros de TV se tuvo en
cuenta exclusivamente la sub-poblacion total de madres (N = 23) de las que se pudo
conseguir muestras de saliva de sus hijas.
Los datos obtenidos demostraron la presencia de particulas virales en la saliva de hijas
provenientes de madres infectadas con VCHIK y VZIK, mientras que ningun virus se
detect6 en las hijas de madres infectadas con VDEN-1 (tabla 3.4, figura 3.9). Sin embargo,
el 80% (TTV-C) de las madres infectadas pudo transmitir VDEN-1 al menos hasta la
cabeza de una de sus hijas (tabla 3.4, figura 3.9).
En el caso de VCHIK, el 50% de las madres infectadas transfirié el virus al menos a una
de sus hijas (virus detectado en saliva), convirtiéndolas en infectivas. Esta fue la mayor
TTV-S en relacion a la de VZIK (TTV-S = 17%) (tabla 3.4, figura 3.9). De las 11 salivas
positivas a VCHIK, cinco fueron detectadas por titulacién directa de la muestra y siete
por RT-qPCR después de su amplificacidn en cultivo celular. El valor medio del titulo de

VCHIK fue 2,3 1,0 logioufp/saliva, que oscil6 en un rango entre 1,2 y 3,3 logio ufp/saliva.
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Tabla 3.4 Datos y parametros de transmision vertical obtenidos del segundo
ciclo gonadotrofico de hembras de Aedes aegyptiexpuestas a los virus dengue-
1, chikungunya y Zika

Descripcion VDEN-1 VCHIK VIZIK
Madres expuestas a virus 73 51 23
Madres con descendencia en el 24°CG * 12 12 6
Madres infectadas 5 12 6
Madres que transmiten el virus verticalmente en el
4 7 4
2doCG*
Saliva de hijas provenientes de madres infectadas 42 72 28
Muestras Saliva de hijas provenientes de madres que
. . : : 37 58 25
obtenidas transmiten verticalmente el virus
Hijas con salivas infectadas 0 11 3
Hijas con cabezas infectadas** 6 NE NE
Familias con grupos de machos infectados 0 4 3
Grupos de machos infectados 0 6 3
Familias con hijas con salivas infectadas y grupos de 0 3 0
machos infectados simultdneamente
TTV-S 0 50 17
TTV-C ** 80 NE NE
TTV-M 0 33 50
Parametros  TIF-S 0 19 12
de  prpce 16 NE NE
transmision
vertical (%) TIFM-M 0 5 7
TIVe-S 0 10 2
TIVe-C** 13 NE NE

*Se refiere exclusivamente a las madres que dejaron descendencia femenina de las que se pudo
obtener muestras de saliva. ** Solo se ensayd para la descendencia de madres expuestas a VDEN-1.
TTV-S (tasa de transmision vertical hasta saliva): proporcion de madres infectadas que deja hijas con
saliva positiva. TTV-C (tasa de transmision vertical hasta cabeza): proporcion de madres infectadas
que deja hijas con cabezas positivas. TTV-M (tasa de transmision vertical hacia machos): proporcion
de madres infectadas que deja grupo de machos infectado. TIF-S (tasa de infectividad filial):
proporcion de hijas con saliva positiva provenientes de madres que transmitieron verticalmente el
virus. TIF-C (tasa de diseminacion filial): proporcion de hijas con cabeza positiva provenientes de
madres que transmitieron verticalmente el virus. TIFM-M (tasa de infeccion filial minima en machos):
proporcion de machos infectados en la progenie masculina de madres que transmitieron verticalmente
el virus (un grupo positivo asume un individuo infectado). TIVe-S (tasa de infeccién vertical efectiva
hasta saliva): promedio de hijas infectivas por madre infectada. TIVe-C (tasa de infeccion vertical
efectiva hasta cabeza): promedio de hijas con infeccidon diseminada por madre infectada. NE: no
ensayado.
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Ninguna de las muestras de saliva tituladas directamente resultd positiva a VZIK. Sin
embargo, tras su amplificacidn en células Vero, tres muestras (provenientes de la misma
madre) provocaron efecto citopatico en la monocapa celular y sus sobrenadantes fueron
positivos por RT-qPCR. Para VDEN-1, las seis cabezas de hijas positivas solo fueron

detectadas por RT-qPCR tras su amplificacion en células C6-36.
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Figura 3.9 Mapa de calor con muestras positivas (de color azul para el virus
chikungunya (VCHIK), verde para el virus Zika (VZIK) y rojo para el virus dengue-
1 (VDEN-1)) y negativas (de color gris) de la progenie del segundo ciclo
gonadotrofico proveniente de madres de Aedes aegypti expuestas a los virus
dengue-1, chikungunya y Zika. Se representan las muestras de salivas y cabezas de hijas
y grupos de machos de la descendencia de madres expuestas a cada virus. M: madre
infectada, S: muestra de saliva de una hija, H: muestra de cabeza de una hija, P: grupo de
machos de la descendencia, NE: no ensayado.

Las hijas infectivas (con salivas positivas a VCHIK) constituyeron el 19% (TIF-S) del total
de hembras provenientes de madres que transmitieron el virus verticalmente (tabla
3.4). En tanto, la TIF-S para VZIK represent6 un 12%. Por su parte, el 16% (TIF-C) de la
descendencia femenina de las madres que transmitieron VDEN-1 verticalmente,
presentaron diseminacion viral en la cabeza (tabla 3.4).
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La TV a la descendencia masculina varié segun el virus. Las TTV-M alcanzaron valores
de 0 para VDEN-1 (donde no se encontr6 ningtin grupo de machos positivo de los 10
obtenidos y analizados en el 24°CG); 33% para VCHIK y 50% para VZIK. En todos los
casos se observé que la infeccion de la descendencia se comportd de forma heterogénea.
Para VCHIK, el 25% de las madres infectadas transmitié el virus hasta la saliva de
hembras y a grupos de machos simultdneamente, mientras que para VZIK no se hall6
coincidencia en la transmisién simultanea del virus a ambos géneros (tabla 3.4, figura
3.9). Por ultimo, las tasas de infeccion vertical efectiva (TIVe) que indican el promedio
de descendencia infectada por madre infectada, estuvieron por debajo del 15% en todos
los casos, tanto las TIVe-S de VCHIK (10%) y VZIK (2%), como la TIVe-C de VDEN-1
(13%) (tabla 3.4).
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IV. DISCUSION

4.1 Transmision vertical de los virus del dengue y Zika en el
contexto cubano

La dindmica de transmisién de arbovirus (entiéndase VDENs, VCHIK y VZIK) por Ae.
aegypti ha sido pobremente estudiada en Cuba. Es por eso que la investigacion de los
modos en que esos virus se transmiten por sus vectores resulta novedosa y de
importancia capital en el campo de la arbovirologia. Los resultados aqui presentados
constituyen el primer estudio que demuestra la ocurrencia de TV de los cuatro serotipos
de dengue y el virus Zika en poblaciones cubanas de Ae. aegypti, en particular en dos
municipios de La Habana. Adicionalmente, las secuencias nucleotidicas obtenidas
confirmaron la identidad del virus y pertenecieron a los genotipos virales que circularon
en Cuba(195 360) y ]a region latinoamericana(361. 362) en los periodos de estudio (2013-
2014y 2018-2019), lo que demuestra la certeza y valor de estos resultados.
Durante el primer periodo de estudio, la ocurrencia de TV de los VDENs en Ae. aegypti
se constatd practicamente en todos los meses analizados y en todas las areas de salud
del municipio (inclusive en aquella con menores reportes historicos de incidencia de
dengue en la poblacién humana, como Managua(®32)). De manera similar, durante 2018-
2019, se verificé la TV de ambos flavivirus tanto en el territorio catalogado de alta
transmisidon (Parraga), como en el de baja transmision (Pasteur). Varios autores
declaran que la TV no ocurre en determinadas poblaciones de mosquitos o que en
algunos contextos ocurre con baja frecuencia(304-306), Los resultados de la presente
investigacion sugieren que la TV de estos flavivirus en las poblaciones de Ae. aegypti
estudiadas, podria constituir un proceso fisiol6gico intrinseco de la infeccién, aunque su
frecuencia e intensidad pueden depender del contexto epidemiolégico, o de los
genotipos de los mosquitos y virus. Segun esta descrito, durante la colonizacién de Ae.
aegypti, los viriones pueden alcanzar los ovarios y el tejido reproductivo en general(263)
y de esta manera perpetuarse en la préxima generacion.
Si bien la relevancia epidemioldgica de la TV todavia esta en discusiéon(30.34), es un hecho

que vectores potencialmente infectantes permanecen en la naturaleza por periodos de
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tiempo relativamente largos en forma de huevos(# 363), Una vez que estos huevos
eclosionan, a la par del desarrollo larvario ocurre la replicaciéon viral, de modo que
cuando una hembra infectada emerge, pudiera ser infecciosa y capaz de transmitir el
virus(3%8) sin tener que ponerse previamente en contacto con un humano infectado.
Hasta el momento no existen evidencias que aseguren tal hipoétesis, por lo que un
objetivo de la presente tesis fue explorar si la TV pudiera aportar directamente hembras
infecciosas para iniciar nuevos ciclos de TH.

La distribucién espacial de los VDENs en Arroyo Naranjo, durante el primer periodo de
estudio, se manifesté de forma estratificada. Las dreas en las que se detectaron los cuatro
VDENs (Mantilla y Parraga) son las mas pobladas del municipio (anexo 2.2).
Previamente en La Habana se comprobd que territorios con mayor densidad poblacional
contabilizaban mayor cantidad de sitios de cria de Ae. aegypti 3¢4). En el municipio
estudiado, dadas las dificultades en el abasto de agua, los moradores se ven obligados a
almacenarla permanentemente, lo que podria dar lugar a sitios de cria de Ae. aegypti(365).
Todas estas caracteristicas favorecen la existencia de poblaciones de este culicido que
exhibe en estas areas una presencia elevada (Indice Casa (IC)Mantila=1,4;
[Cparraga=1,1)(330). De esta manera se potencia el contacto vector-hombre y con ello el
riesgo de transmision de los VDENs(23).

Una explicacién andloga podria tener la distribucion de los VDENSs en el resto de las areas
de salud. Asi, en orden decreciente de poblacién por drea aparecen Grimau, Los Pinos,
Capri (en las que se encontraron tres VDENs), Eléctrico y Managua (en las que se
encontraron solo dos VDENSs), en las cuales una tendencia similar de presencia del vector
se encontré (ICcrimau=1,3 > ICros Pinos =1,3 > ICcapri=0,33 > ICkléctrico=0, 23 >
[CManagua=0,17)3309). Los elementos antes expuestos reflejan las probabilidades de
contacto vector-hombre en estas areas: potenciada para Grimau, Los Pinos y Capri, y
disminuida para Eléctrico y Managua.

Ademas, en las areas de salud mas cercanas al centro de la provincia La Habana (Grimau,
Los Pinos, Parraga, Mantilla) existe mayor flujo y confluencia de personas. De manera
general, en ellas estan ubicadas la mayoria de las oficinas y comercios, asi como los
principales centros de trabajo, estudio y recreacion de la poblaciéon del municipio, lo cual

facilita que en ellas converjan mayor niimero de personas. Dado el rango de vuelo de Ae.
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aegypti, se propone que la movilidad humana, mas que la dispersion del vector, es el
determinante principal de la amplificacién y distribuciéon de los VDENs(215, 366, 367), Asf,
los VDENs incrementan su potencialidad de dispersién en estas areas, debido al flujo
poblacional constante(366), De manera diferente ocurre en las areas de salud mas
periféricas (Capri, Eléctrico y Managua), donde el flujo humano disminuye, y por
consiguiente, la dispersion de los VDENSs.

Lo descrito anteriormente soporta, de forma coherente, las diferencias en la frecuencia
de aparicion de VDEN entre las areas durante septiembre/2013 y julio/2014. De manera
general, se aprecia una correspondencia entre los territorios que manifestaron mayor
variedad de serotipos de dengue en mosquitos (Mantilla, Parraga, Los Pinos, Grimau y
Capri), con aquellos en los que se encontré mas frecuentemente el virus en sus
poblaciones inmaduras de Ae. aegypti durante el periodo de estudio (Los Pinos, Grimau,
Mantilla y Parraga).

La asimetria en la distribucion de la TV de los VDENSs en las areas de salud de Arroyo
Naranjo durante 2013-2014 sugiri6 posibles habilidades diferenciales de las
poblaciones de mosquito para trasmitir horizontal y/o verticalmente los virus.
Poblaciones diferentes de una misma especie son capaces de manifestar diferentes
grados de susceptibilidad y transmisiéon a un mismo virus, y viceversa(Z89 368, 369),
determinado en gran medida genéticamente(370-373), La heterogeneidad de la TV también
induce a pensar en una posible adaptacién mutua entre las poblaciones de mosquitos y
las cepas virales que favorezca la TV en aquellas que se encuentran mas expuestas a los
virus (a partir de la historia epidemioldgica de cada lugar)(374),

Sin embargo, el tamafio de muestra proveniente de cada area no fue uniforme y los sitios
con poca cantidad de Ae. aegypti positivos a VDENs coincidieron con aquellos con
inferior tamafio de muestra examinada (Eléctrico y Managua) (tabla 3.1). Es de esta
forma que la menor aparicion de TV también pudo ser consecuencia del examen de un
menor numero de estadios inmaduros debido a la menor presencia de mosquitos y/o
una colecta deficiente en estos territorios.

Una vez comprobada la habilidad de las poblaciones de Ae. aegypti de todas las areas de
salud de Arroyo Naranjo para transmitir verticalmente los VDENs; el estudio

desarrollado durante 2018-2019 profundizé en algunos de los aspectos antes sefialados
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con el fin de discernir las posibles causas de la heterogeneidad de la TV entre sitios.
Teniendo en cuenta estos elementos, se seleccionaron dos territorios urbanos, de
extension territorial y densidad poblacional comparables, pero con historial
epidemioldgico contrastado, medido a través del registro de casos de dengue entre
2010-2017G34) (Pasteur, baja transmisiéon y Parraga, alta transmisién). El uso de igual
cantidad de ovitrampas para la colecta de los huevos de Ae. aegypti permiti6 estimar y
comparar la abundancia relativa de las poblaciones del vector entre sitios.

Durante este segundo periodo (2018-2019), se encontr6 que las areas Pasteur y Parraga,
a pesar de su similar grado de urbanizacién, densidad y movimiento poblacionales,
mostraron también un patron significativamente asimétrico en la distribucion de la TV
de los VDENs, pero una distribucién andloga en la TV de VZIK. En Parraga,
particularmente, la TIM por VZIK fue significativamente menor que la de los VDENSs, lo
que pudiera guardar relacidon con una mas larga historia de asociacién y co-evolucién de
las poblaciones locales de Ae. aegypti con los VDENs que con VZIK(189.260), En esta ocasion
se verifico que la abundancia relativa de las poblaciones de Ae. aegypti no mostraron
diferencias significativas entre los sitios, por lo que la limitada TV de los VDENs en el
area de salud Pasteur no estuvo ligada a ese factor. En este caso, las diferencias entre las
areas de estudio se concentraron en sus historias epidemioldgicas en relacion a la
acumulacién de casos humanos de dengue, que pudiera deberse a una capacidad
diferencial de sus poblaciones de Ae. aegypti para transmitir horizontal y/o
verticalmente estos virus.

De forma global, en ambos periodos de estudio, las TIM manifestaron un
comportamiento fluctuante en el tiempo. Algunas investigaciones indican que las tasas
de infeccién por arbovirus en mosquitos, normalmente exhiben una variabilidad
espacial y temporal considerables375). También se plantea que las TIM obtenidas
usualmente en los estudios de TV son bajas (<10) incluso en areas con alta incidencia de
estos virus(®4). Al valorar el comportamiento de las TIM tanto por VDENs como por VZIK
durante 2018-2019, llama la atencion que con excepcidon de Parraga/VDENSs, las TIM
totales fueron bajas (*1) (tabla 3.2). Sin embargo, de manera general, altos valores de
TIM por VDENSs se encontraron frecuentemente en areas especificas (Mantilla, Parraga

(en ambos periodos), Grimau y Los Pinos), lo cual puede sugerir una intensa circulacion
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viral en la poblacion vectorial de esos territorios. Elevadas TIM (48,2 y 31,9) se
registraron en estudios de campo realizados en paises endémicos a VDENs como
Filipinas e Indonesia(40.376). Se postula que esta via de transmisién conserva y favorece
la circulacién de estos virus en dreas endémicas9 42), todo lo cual sugiere que la TV no
solo es causa, sino también consecuencia de la persistencia de los VDENs en una region
determinada.

Si bien la insuficiente duracion de las series temporales utilizadas en ambos estudios nos
impide hacer correlaciones entre la ocurrencia de la TV de los VDENs y VZIK y las épocas
del afio, un metadnalisis encontré que los mosquitos del género Aedes manifiestan
mayores tasas de infeccion vertical efectiva en la naturaleza bajo condiciones de clima
seco comparado con climas templado o tropical®). Esto sugiere que en época de seca
(noviembre-mayo) la TV podria verse favorecida en el contexto cubano y apoya la
hipotesis de que esta via de transmision constituye un mecanismo de mantenimiento de
la circulacion viral en temporadas adversas para la TH®),

Algunos estudios plantean que las tasas de TV varian significativamente entre los cuatro
serotipos de dengue(®.34), Asi se postula que VDEN-1 manifiesta las mayores tasas de TV,
seguido por VDEN-4 y, sin diferencia entre ellos, VDEN-2 y VDEN-3(). Varias
investigaciones comprobaron que, similar a lo que ocurre en otros sistemas hospedero-
patdgeno, la interaccidn entre los genotipos de Ae. aegypti y los arbovirus (interacciéon
genotipo-genotipo) determina el comportamiento del mosquito en relacién al virus y
viceversa(373.377.378), La interaccion entre una poblacién de mosquitos y una cepa viral
podria establecer tasas de TV propias de este par y diferentes para otro sistema Ae.
aegypti-virus. Este fendmeno pudo influir en el resultado de encontrar mayores
proporciones de individuos de Ae. aegypti en estadios inmaduros infectados con VDEN-
1 (en el periodo 2013-2014) y VDEN-2 (en el periodo 2018-2019).

En ambos periodos, se encontraron grupos de Ae. aegypti multi-infectados con mas de
un VDEN, concentrados en las areas que exhibieron mayor variedad de serotipos, lo cual
es esperado. Sin embargo, no se registré la combinacién VDEN-VZIK en grupos de
mosquitos durante el periodo 2018-2019. La co-detecciéon de arbovirus/serotipos
diferentes en grupos de mosquitos del género Aedes colectados en el terreno se informé

en otras latitudes(#0.379-382), L,a aparicién de mas de un VDEN en los grupos pudo estar
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dada por la presencia de diferentes ejemplares infectados con serotipos diferentes; o por
la existencia de individuos co-infectados por varios serotipos. Resulta llamativa la
presencia de mas de un serotipo en grupos de en larvas y pupas colectadas en el mismo
sitio de cria/ovitrampa. Se describe que la hembra de Ae. aegypti deposita la totalidad
de los huevos de un ciclo gonadotrofico en varios sitios de cria(383) con una preferencia
de oviposicién en recipientes con presencia de larvas de su especie(384), Este
comportamiento favorece la dispersidn de Ae. aegypti y con él, de los virus, al igual que
la mezcla de individuos provenientes de diferentes madres. De esta manera, no seria
raro encontrar en el mismo sitio de cria, individuos infectados con distintos serotipos.
Por otra parte, Angel et al., 201539 exploraron la presencia de los VDENs en Ae. aegypti
provenientes de zonas endémicas en la India, y encontraron que casi el 80% de los
mosquitos estuvo infectado verticalmente con varios serotipos. Sin embargo,
experimentos en los que se infectaron la linea celular C6/36(85) y mosquitos Ae.
aegypti386) con VDEN-2 y VDEN-4 demostraron que existe competencia inter-serotipica.
Como consecuencia, la infeccién simultanea disminuye los titulos virales de ambos
serotipos(385) y la presencia de la infeccién con un serotipo limita la infecciéon por un
segundo(386), Teniendo en cuenta las evidencias anteriores, la capacidad de una hembra
de Ae. aegypti para transmitir al unisono mas de un serotipo viral resulta controversial.
De cualquier forma, las co-infecciones con varios serotipos de dengue en humanos se
documentan principalmente en las regiones donde este virus es hiperendémico(387), y
entre los factores de riesgo para padecerla se destaca la elevada densidad de los
mosquitos del género Aedes(387). Independientemente de las vias por las que aparecio
mas de un VDEN en grupos de mosquitos examinados, este hecho ratifica los rasgos de
endemicidad en la circulacién de estos virus en los territorios estudiados y con ello el
incremento del riesgo de padecer formas graves de la enfermedad (163, 388),

Durante 2018 se identificaron manzanas en el area de salud Parraga en las que se
colectaron huevos infectados periddicamente con VDEN-2. Si bien es posible que
mediante la alternancia entre humanos y vectores (transmisién horizontal) el virus
pueda mantenerse en un lugar determinado, no se puede descartar la posibilidad de que
VDEN-2 se transmita verticalmente mediante sucesivas generaciones como se describio

anteriormente en ensayos de laboratorio para las especies Ae. aegypti?7) y Ae.
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albopictus389). La existencia de criaderos permanente en estas manzanas, explicaria la
presencia constante de mosquitos que pudieron garantizar la transmisiéon tanto
horizontal como vertical (inclusive por varias generaciones) de VDEN-2, permitiendo la
circulacion sostenida del virus en las poblaciones de vectores y hospederos de esos
sitios. Otro elemento que se considera crucial para el mantenimiento de los arbovirus
por largos periodos, es la caracteristica de los huevos de Ae. aegypti de resistir la
desecacion y permanecer viables por meses hasta que condiciones favorables les
permitan la eclosion(M. Un estudio realizado en Ae. albopictus demostré que VZIK
“sobrevivid” y se replicé en huevos en diapausa infectados verticalmente(390). Los
mosquitos pueden fungir como reservorios de arbovirus, los que puede permanecer por
tiempo prolongado en las poblaciones mediante la transmision intervectorial (TV, TVN
y la depredacidén de larvas infectadas)(391).

Las secuencias parciales de los VDENs y VZIK obtenidas a partir de Ae. aegypti colectados
en el terreno, permitieron aportar informacion no solo sobre los virus circulantes, sino
ademas, sobre los genotipos virales, posibles origenes y relaciones filogenéticas. Asi, las
tres secuencias nucleotidicas de VDEN-1 obtenidas (D1_Pga_2013, D1_LP_2014 y
D1_Grm_2014) pertenecieron al genotipo V (Americano/Africano), que se ha
identificado en la mayoria de los aislamientos colectados en la region latinoamericana
durante la década de los 70 y hasta la actualidad (392). Este genotipo se detect6 también
en dos pacientes cubanos de Guantdnamo/2010 y La Habana/2013, aunque este ultimo
se inform6 como un caso de dengue importado desde Barbados (195,

Los aislamientos de VDEN-1 cubanos secuenciados en el presente trabajo formaron un
subgrupo independiente, y se relacionan genéticamente con virus que circularon
previamente en Centro América (Nicaragua/2005, 2009 y México/2007) que marcan su
posible origen. La construccidn filogenética realizada por Diaz (195), con secuencias del
gen e de un aislamiento obtenido de un paciente en Guantdnamo (2010), revel6 su
cercania con aislamientos de Venezuela (2007), Puerto Rico (2006) y Nicaragua (2005).
Estos resultados revelan concordancia con los del presente estudio en cuanto al posible
origen y relacion genética del VDEN-1 detectado en mosquitos en Arroyo Naranjo (2013

y 2014).
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Por su parte, la secuencia del VDEN-3 (D3_Mlla_2013) se agrupé dentro del genotipo II],
de la misma manera que aislamientos cubanos obtenidos de pacientes de La
Habana/2009, Santiago de Cuba/2010 y 2011, Camagiiey/2011 y Sancti Spiritus/2014
que se secuenciaron en el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK,
segin demuestra un estudio realizado en 2014(9%). La secuencia D3_Mlla_2013 se
relacioné genéticamente con virus que circularon en el Caribe (Venezuela/2001 y
Puerto Rico/2006). Esto concuerda con el origen sugerido por Diaz (195)[14] para el
VDEN-3 que circul6 en Cuba entre 2010 y 2014. La divergencia nucleotidica (2,7%)
observada entre la secuencia cubana y las foraneas sugiere una posible evolucién in situ
de este virus que circuld, al menos, por siete aflos en contextos geograficos diferentes.
Desafortunadamente, la ausencia de otras secuencias cubanas del gen c-prm, impide
hacer analisis mas profundos sobre la dinamica de transmision y evolucion viral.

La secuencia nucleotidica del VDEN-4 (D4_Mlla_2013) perteneci6 al genotipo II al igual
que otros aislamientos obtenidos de pacientes sintomaticos en el periodo 2010-2014 en
La Habana, Las Tunas, Santiago de Cuba y Guantdnamo(193). Este genotipo circula en la
region Latinoamericana desde 1981, y se considera tiene un origen asiatico(393). La
secuencia cubana se agrupd en un clado junto a aislamientos provenientes de Venezuela,
Puerto Rico, Colombia y Brasil. Dentro de este, mostro una cercana relacion genética con
las secuencias brasilefias obtenidas en los afios 2012 y 2013 a partir de sueros humanos
y manifesté6 un 98,8% de similitud nucleotidica con un aislamiento obtenido de un
paciente en Jundiai, Sdo Paulo. Una secuencia del genoma completo del virus detectado
en nuestro estudio podria confirmar esta hipotesis. Esta relacion sugiere que en ese pais
suramericano estuvo el posible origen del virus circulante en Arroyo Naranjo. Analisis
filogenéticos previos basados en el gen e de aislamientos de VDEN-4 colectados en
sueros humanos en varias ciudades cubanas en el periodo de 2010-2014, revelaron su
cercana relacién genética con VDEN-4 colectados en Venezuela en varios afios,
sugiriendo su origen en ese pais(193), Sin embargo, en la construccién filogenética
realizada en aquel estudio no se incluyé ninguna secuencia proveniente de Brasil.

Esa aparente contradiccion con los resultados de la presente investigacion pudiera estar
relacionada con multiples introducciones de VDEN-4 en Cuba en los ultimos afios.

Situaciones como esta se observaron previamente en varias regiones del mundo, con
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este y otros serotipos(195.394), De cualquier manera, la ausencia de secuencias cubanas
adicionales del gen c-prm, impide profundizar en esta hipotesis.

La secuencia nucleotidica del VZIK (Z_Pga_2019, Numero de acceso: PP759388)
obtenida perteneci6 al genotipo asiatico, linaje americano. La secuencia cubana se asocid
mas estrechamente con secuencias de Martinica y Guadalupe de los afios 2015 y 2016.
Este resultado concuerda con lo hallado previamente por Grubaugh et al., 2019(360) en
un estudio realizado con nueve secuencias de viajeros provenientes de Cuba. La
mencionada investigacién encontré que los genomas cubanos del VZIK se agruparon con
otros de México, Centro-América y el Caribe, con lo que hipotetizaron que la epidemia
en la isla fue una continuaciéon de la epidemia en Las Américas y no introducciones de
los brotes que estaban teniendo lugar en Asia. Basados en la ubicacién de los genomas
del virus en la filogenia construida, los autores observaron evidencias de introducciones
multiples en Cuba: una de Centro América, y tres del Caribe(360),

En conclusidn, la comprobacion de la TV de los cuatro VDENs y el VZIK en poblaciones
naturales de Ae. aegypti de La Habana, sugieren que esta via de transmisidn ocurre con
frecuencia no despreciable en algunos de los territorios estudiados. El monitoreo de la
TV en el terreno y el control de las poblaciones inmaduras de Ae. aegypti, portadoras de
virus y potenciales transmisoras, constituye un objetivo fundamental en la lucha contra

la re-emergencia y mantenimiento de los virus transmitidos por Aedes(393).

4.2 Competencia vectorial de poblaciones de Aedes aegypti de La
Habana a arbovirus.

El conjunto de las evidencias encontradas en el estudio realizado durante 2018-2019,
nos plante6 una nueva interrogante con respecto a la habilidad de las dos poblaciones
de Ae. aegypti evaluadas para trasmitir tanto horizontal como verticalmente los VDENs
y VZIK. Una habilidad diferencial de PTE y PRG para diseminar y transmitir un virus
sobre otro seria posible si estas poblaciones presentaran genofondos diferentes, ya que
el fenotipo susceptible/resistente a la infeccion en mosquitos esta considerablemente
determinado genéticamente(370-373),
Las especies de mosquitos implicadas en la transmisién de patégenos han sido

histéricamente estudiadas en Cuba(3%. 397); sin embargo, las potencialidades de Ae.
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aegypti para trasmitir los VDENs, VCHIK y VZIK no se exploraron hasta ahora. El
presente estudio verifico, por primera vez, que Ae. aegypti de La Habana son capaces de
transmitir estos arbovirus de trascendental importancia médica desde los 3 dpe (para
VCHIK) y 7 dpe (para VDEN-1 y VZIK).

Ninguna de las muestras de saliva examinadas de las hembras de la poblacion PTE
expuestas a VZIK resultaron positivas. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran
que la poblacién PRG fue capaz de transmitir los flavivirus VDEN-1 y VZIK desde los 7
dpe, lo que ratifica a Ae. aegypti como vector en las epidemias causadas por estos virus
en Cuba(1). A pesar de la susceptibilidad demostrada por esta especie a la infecciéon con
los flavivirus, la TT obtenidas alos 7 y 14 dpe para VDEN-1 y VZIK fueron bajas. Estudios
anteriores evaluaron la CoV de poblaciones de Ae. aegypti de diferentes partes de mundo
a cepas de VZIK pertenecientes al genotipo asiatico (el mismo de la cepa empleada en
este estudio), y también remarcaron el bajo potencial transmisor de esta especie(289 368,
398,399), ]o cual contrasta con la rapida dispersiéon de VZIK por el continente americano.
La gran cantidad de poblacion humana susceptible a VZIK se sugiri6 como una
explicacion para balancear el bajo potencial transmisor encontrado en las poblaciones
de Ae. aegypti a este virus(398),

Dado el registro histérico de casos de dengue superior en Parraga con respecto a
Pasteur, y comprobada una TV de los VDENs mayor en el primer sitio que en el segundo
(i.e. TIMvpens(Parraga)=9,8; TIMvpens(Pasteur)=1,3), se esperaba que las tasas de
transmision (TT) (horizontal) determinadas experimentalmente para VDEN-1 fueran
mayores en PRG que PTE. De igual forma, teniendo en cuenta el significativo nimero de
brotes y epidemias de VDENs que tienen lugar en Cuba (revisado en(?1), esperabamos
encontrar TT de VDEN-1 mas elevadas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
VDENSs incluyen otros tres serotipos y la CoV de las poblaciones cubanas a ellos pudieran
diferir como se observd en otros estudios(#00. 401), Investigaciones futuras debieran
evaluar la CoV de mosquitos cubanos a los otros serotipos de dengue. Tampoco se puede
descartar que la CoV es dependiente de los genotipos del vector y el patogeno(373), por lo
que otras combinaciones Ae. aegypti/VDEN-1, pudieran exhibir resultados distintos.

El otro virus transmitido por Aedes causante de epidemias en Las Américas en los afios

recientes, es VCHIK. Resulta interesante que, aunque este alfavirus se encuentra

79



Capitulo IV. Discusion

activamente circulando en la regién, no se registra su transmision autdctona hasta el
momento en La Habana, a pesar de la importacién de casos de chikungunya en Cuba(21).
Los resultados obtenidos demostraron que las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas
fueron capaces de transmitir VCHIK (aunque con bajas TT) tan temprano como tres dias
después de haber ingerido el virus (en el caso de PTE), lo cual sugiere que la ausencia de
circulacion local no esta ligada a la incompetencia de los vectores locales a este alfavirus.
Cortos PIE como los encontrados ponen a prueba la implementacion de estrategias de
control vectorial, favorecen la rapida propagacién de los casos autéctonos primarios y
pueden conducir a epidemias explosivas. De hecho, el PIE es considerado un factor
critico en la determinacion de la eficiencia de transmisiéon por un vector(233.402), Estos
resultados alertan sobre el riesgo latente de introduccién y rapida dispersién del
alfavirus en la isla por las poblaciones de mosquitos cubanos y los elevados niveles de
poblaciéon humana susceptible.

Es importante sefialar que la transmision de arbovirus en la naturaleza no se evalua
exclusivamente a través de los parametros de CoV. La contribucién de la CoV ala CaV de
una poblacidon de mosquitos, aunque esencial, es menos influyente cuando se compara
con otros factores eco-biolégicos tales como la antropofagia, supervivencia del vector,
su tasa de picada, entre otros(233), Por tanto, la influencia de estos tltimos factores puede
equilibrar la baja CoV de las poblaciones de Ae, aegypti evaluadas para los arbovirus
ensayados y aumentar su CaV, lo cual explica por qué “vectores poco eficientes” pueden
provocar epidemias(#03), En Cuba, a pesar de los esfuerzos por controlar las poblaciones
de vectores, Ae. aegypti es una de las especies de mosquitos mas abundante y
extendida(%4), Esa distribuciéon y abundancia pueden contrarrestar las bajas tasa de
transmision detectadas facilitando brotes y epidemias de los VDENs, VZIK y VCHIK.

El disefio experimental y las técnicas empleadas en los ensayos de laboratorio también
pueden impactar la estimacion de los parametros de CoV. Los sistemas de alimentacién
artificial (como el usado en el presente estudio) son menos eficientes en asegurar la
infeccion y diseminaciéon en el mosquito si se comparan con el uso de modelos
animales(399.405), |o que puede subestimar los niveles de CoV. Por esta razdn, se usaron
en la alimentacion artificial titulos virales (107 TCIDso/mL para VCHIK y VZIK, y 107

uff/mL para VDEN-1) mas altos que las viremias tipicas observadas en los hospederos
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naturales(399, 405-407), Por otra parte, los virus congelados por largo tiempo (como el
utilizado en el presente estudio) aseguran una infeccién menor que la provocada por el
mismo titulo de un virus fresco (revisado en(#08)), Adicionalmente se plantea que los
meétodos de colecta de saliva in vitro subestiman la cantidad de virus excretado durante
la alimentacion in vivo(#09-411) y |a sensibilidad de la titulacion viral usando ensayos de
cultivos celulares es inferior que la inoculacién de virus en ratones, por ejemplo, tal
como demostraron Smith et al., 2005“10), Por dltimo, es probable que las TD y TT para
los flavivirus ensayados fueran superiores a dpe tardios como informan otros estudios
(por ejemplo, a los 21 dpe)(287.289), sin embargo, ese tiempo no se consideré en nuestro
trabajo dado que la esperanza de vida media de las hembras de Ae. aegypti en el terreno
es generalmente mas corta (=10-15 dias)(#12 413), Armstrong et al., 20200414
demostraron, mediante ensayos de CoV, que una segunda alimentacién sanguinea no
infecciosa durante el periodo de incubaciéon del virus en el vector, acortod
significativamente los PIE de Ae. aegypti expuestos a VZIK, VDEN-2 y VCHIK, a partir del
incremento de velocidad de diseminacién dado por el aumento de la permeabilidad de
la membrana basal que rodea el intestino en el mosquito. De esta manera, aun con bajas
TT, PIEs acortados darian lugar a un aumento significativo del niumero reproductivo
basico (Ro), es decir, de la CaV de esta especie. Estos resultados explicarian como con
una CoV relativamente baja en ensayos de laboratorio con alimentacién tinica (como los
nuestros), Ae. aegypti, especie con habitos de picador persistente, puede generar y
mantener epidemias explosivas en la naturaleza(*14), Las bajas TT pudieron estar
causadas, en parte, por estos factores, mas que por reales rasgos intrinsecos ligados a
una limitada habilidad de transmisién en los mosquitos estudiados.

Ambas poblaciones de Ae. aegypti exhibieron altas TI y TD para VZIK (TI>79% y
TD>65% a 14 dpe) y VCHIK (TI>95% y TD>86% a 14 dpe), similar a datos informados
anteriormente en Las Américas(368 398 415-417) ]o que sugiere una elevada permeabilidad
de las barreras de infecciéon y escape del intestino medio. Opuestamente, las dos
poblaciones fueron menos susceptibles a VDEN-1 que a los otros virus, lo que resalta
una mayor eficiencia de la barrera de infeccion al intestino medio y/o la inmunidad del
mosquito para evitar la replicacion viral(369 418). A pesar de ello, la diseminacién a los 14

dpe mostro una eficiencia similar en ambas poblaciones para los dos flavivirus, con lo
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que, en principio, posibles habilidades diferenciales para transmitir horizontal y
verticalmente estos virus, no estan determinadas por diferentes niveles de diseminacién
de los virus en ambas poblaciones de mosquito. Con relacién a la transmision, las bajas
TT observadas sugieren, de forma general, que las barreras de las glandulas salivares
juegan el papel mas importante en limitar la excrecion de virus, tal como se propuso
anteriormente(368, 369, 415-417, 419, 420), Este fendémeno resalta la importancia de evaluar la
transmision en los ensayos de CoV, ya que infecciones bien diseminadas no siempre van
acompafiadas de elevadas tasas de transmision.

Las bajas TT estimadas en las poblaciones de mosquitos examinadas pudieran sugerir la
participacion de otros vectores, ademas de Ae. aegypti, en la dinamica de transmisién de
estos arbovirus en el contexto nacional. Aedes albopictus (registrado en Cuba desde
1995(“21)) pudiera estar involucrado en la transmisidn natural de estos flavivirus, como
se inform6 en otros sitios (revisado en(#22)). Recientemente se comprob6 la TV de los
VDENSs en cinco de 16 grupos de Ae. albopictus colectados en 2019 en el municipio
Arroyo Naranjo (uno de ellos proveniente del area de salud Parraga)(“23), lo que sugiere
una posible vinculacion de esta especie en la transmision de los VDENs en La Habana.
No obstante, la CoV de poblaciones locales de Ae. albopictus no ha sido explorada, lo que
impide realizar afirmaciones mas categoricas. Sin embargo, dado que este mosquito es
mas generalista que Ae. aegypti(*24) es menos probable que se alimente de humanos
como minimo dos veces para permitirle la adquisicién y transmisién de un
arbovirus(425), En afios recientes se observé un incremento en la domiciliaciéon de este
culicido, aunque contintia mayormente confinado al espacio periurbano(*26), lo que
limita su contacto con grandes poblaciones humanas(%4 y lo convierte en un vector
menos significativo en la transmisién de estos arbovirus en el contexto cubano actual.
Una muestra de eso son los resultados de las colectas de huevos de Aedes spp. realizadas
durante 2018-2019 en las viviendas de Parraga. Tal como se expuso en el capitulo 3, solo
el 0,2% de los mosquitos colectados, fueron Ae. albopictus (seccién 3.1.2).

A la luz de la evidencia experimental presentada, donde el mismo vector puede
transmitir (con capacidad similar) los tres arbovirus ensayados, pudiéramos
preguntarnos ;por qué la emergencia de VCHIK de 2014-2015 en Las Américas, no

provoco brotes en La Habana, mientras que la emergencia de VZIK si condujo a una
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epidemia en todo el pais? La vigilancia activa y cuarentena de los casos sintomaticos
importados pudo jugar un rol muy importante en la modelacién del escenario
epidemioldgico en Cuba. Es necesario recordar que en las infecciones por VCHIK la
proporcién de asintomadticos (4-28%)(13%) es significativamente menor que en las
infecciones por VZIK (hasta 80%)(16)). Antes de 2013, casos importados de cikungunya
no condujeron a una transmisidn autdctona significativa en algunos territorios (revisado
en(13%)). Entre 2006 y 2011, algunos paises registraron casos importados de
chikungunya (por ejemplo, Brasil, Guyana Francesa, Guadalupe, Martinica, Australia),
pero estos no causaron la dispersion del alfavirus en esos territorios en aquel momento,
incluso en presencia de poblaciones de Ae. ageypti. Los autores atribuyen este escenario
“en parte a la vigilancia activa de los casos importados, pero sefialan ademas que la
dispersion del virus estuvo obstaculizada por razones entomoldgicas o ecologicas
indeterminadas”(135). Otras hipotesis podrian ser una circulacion silente o diagndstico
erroneo de las infecciones con VCHIK, aunque esa explicacion es menos plausible, ya que
habitualmente las personas infectadas con VCHIK y que manifiestan sintomas clinicos
requieren atencion médica(*79, lo cual descubriria facilmente la circulacién del virus.

Los estudios de CoV constituyen herramientas valiosas en la determinacidon de las
potencialidades vectoras de una especie, asi como en la estimaciéon de parametros para
el estudio de las dindmicas de transmisién por vectores(#15 427, 428) Ante el riesgo
constante que representan la presencia en Cuba de mas de 70 especies de mosquitos y
otros artréopodos de conocidas potencialidades vectoras(217), asi como los constantes
eventos de emergencia y re-emergencia de patégenos a nivel global(429), resultaria
estratégica la creacién de capacidades en Cuba para el desarrollo de este tipo de estudios
en el marco de las voluntades nacionales para implementar el enfoque “Una salud”“39).
En conclusion, la evaluacion de la competencia vectorial de mosquitos de PTE y PRG
demostr6 la habilidad similar de estas poblaciones y en general, de Ae aegypti, para
transmitir los VDENs y VZIK en Cuba. Ademas, se comprobd la potencialidad de estas
poblaciones para transmitir VCHIK, lo cual constituye una alerta sobre el riesgo real de
dispersion de este alfavirus en el pais. Estos resultados, junto a la elevada abundancia y

amplia distribucidn de esta especie en los sitios urbanos a lo largo de la isla, subrayan la
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importancia del control de Ae aegypti y la vigilancia de los arbovirus para prevenir

futuros brotes.

4.3 Transmision vertical e infeccidn filial por los virus dengue-1,
chikungunya y Zika en las poblaciones PTE y PRG

Las evidencias reunidas hasta ahora sugieren que las diferencias en la TV natural de los
VDENSs entre los sitios de estudio, no se debié a una mayor abundancia de Ae. aegypti en
Parrdga que en Pasteur, ni a habilidades incrementadas de PRG para infectarse,
diseminar y transmitir horizontalmente, al menos, VDEN-1. De esta forma, la evaluacion
de la capacidad de ambas poblaciones de culicidos para transmitir verticalmente los
virus podria esclarecer el panorama. Los estudios experimentales de TV de arbovirus
son escasos y heterogéneos (revisado enG4%)), por lo que los resultados obtenidos
fertilizan un campo de investigacidn poco explorado.
La TV natural de los VDEN-1, VCHIK y VZIK en Ae. aegypti se documenta en disimiles
lugares del mundo(31,32,39,41,431-434) qunque, hasta donde conocemos, esta es la primera
vez que se evalua simultaneamente la habilidad de transmisién de estos tres arbovirus
en Ae aegypti a su descendencia. Nuestros resultados ratifican la capacidad observada
en las poblaciones PTE y PRG para transmitir verticalmente de forma natural los VDENs
y VZIK en el terreno, asi como el potencial para transferir VCHIK a su progenie.
Resultados experimentales publicados muestran alta variabilidad en la TV de los
flavivirus(28.317), Sanchez-Vargas et al., 2018(317), en experimentos con Ae. aegypti-VDEN-
2, informaron TTVs en el 24°CG que oscilaron entre 48-52%, en tanto Castro et al.,
2004#35), usando el mismo modelo experimental, observaron valores de 27%. Otras
infecciones de Ae. aegypti con VDEN-1, produjeron TTVs de 0%, 3% y 8%(436-438), Por
otra parte, ensayos de laboratorio con el mismo vector y VZIK, obtuvieron TTV de 0-3%
en el 1erGC(#6 433) y valores de 3%((433), 21%, 76% y 100%(28), en el 2d°CG. Las TTVs de
VDEN-1 y VZIK obtenidas en nuestro estudio, estuvieron por encima de las TTV media
antes referidas, lo que sugiere una habilidad superior de transmisidn de estos virus a la
descendencia en las poblaciones evaluadas.
La proporciéon de descendientes infectados por TV también registra variaciones entre

los estudios. En el modelo Ae. aegypti-VDEN-2, las TIFM encontradas en el 1¢rCG fue
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0,5%317), mientras que en el 2d°CG alcanzaron valores de 1-5%317) y 5%(435), Por otro
lado, Ae. aegypti infectados con VDEN-1 dejaron el 0,13% de su descendencia
infectada(*36), mientras que en infecciones con VDEN-4 no sobrepasaron el 0,14%(*39),
La mayoria de los ensayos con Ae. aegypti y VZIK documentan TIFM que oscilaron entre
0,49-9%(35, 43, 433, 440-442) mayormente en el 29°CG, aunque estudios excepcionales
estimaron TIF de 9-66%(28) y 6-10%(46).

La poca cantidad de mosquitos que sobreviven hasta el 24°CG y dejan descendencia
impacta en la estimacién de los parametros TV, lo cual se reconoce como una
debilidad/limitacién en los estudios de TV. Este hecho hace que en determinadas
ocasiones los indices de TV deban ser interpretadas con cautela(34 437),

Multiples factores influencian la eficiencia de la TV de flavivirus y pueden hacer variar
sus indices de un ensayo a otro(317. 433), Entre estos elementos se encuentran los
asociados al disefio experimental (método de infeccion, temperatura de cria de
mosquitos, intervalos entre la infeccidn inicial y la segunda toma de sangre, sensibilidad
de las técnicas de deteccion viral, etc) y los dependientes de los rasgos biologicos del
modelo de estudio empleado (especie y poblacién de mosquito, tiempo de colonizacion
de la misma, los virus, sus pases, el genotipo viral, origen geografico, fase de desarrollo
del mosquito examinada, fecundidad y fertilidad de la poblacion, tamafio de la muestra,
ciclo gonadotréfico, entre otros)(27,241, 308, 389, 443-446),

Estudios previos encontraron baja o ninguna TV en el 1erCG(. 317, 389, 433, 447)
probablemente debido a la pobre diseminacién viral hacia los tejidos reproductivos
antes de la produccién y puesta del primer lote de huevos (entre tres y ocho dias
generalmente)317.433) y /o la disminuida permeabilidad al virus en ovarios nuliparos
durante la ovogénesis(29.317.433), Sin embargo, TTV y TIFM no despreciables se estimaron
en todas las combinaciones Ae. aegypti - virus, excepto en PRG-VDEN-1 en el 1¢rCG.
Manuel et al, 202028 comprobaron que las TTV y TIF de VZIK en Ae. aegypti
aumentaron en la medida que se incrementé el tiempo de incubacion extrinseca del
virus y decrecieron del segundo al tercer ciclo gonadotréfico; con lo que concluyeron
que mas que el numero de CG, el tiempo de exposicion de los ovocitos al virus en los
tejidos reproductivos es decisivo en la TV. En nuestro caso, la oviposicion del 1erCG

rondo los 8 dpe, tiempo relativamente prolongado para la primera puesta de huevos, lo
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que pudo favorecer la exposicion de los ovocitos a los virus y con ello mayor oportunidad
de infeccion en la descendencia.

Estudios experimentales realizados en los modelos Ae. aegypti-VDEN-2 y Ae. aegypti-
VZIK comprobaron la infeccion de los ovarios (oviductos y ovocitos) tras la diseminacion
del virus al hemocele del mosquito317. 433). Sin embargo, observaron que solo una
fracciéon menor de hembras con ovarios infectados produjo progenie infectada(#33), por
lo que especularon que probablemente los ovocitos no se infecten cominmente, y solo
aquellas madres con ovocitos infectados, transmiten verticalmente el virus. Al igual que
existen barreras a la infeccion de las glandulas salivares, se propone que la infeccién de
los ovarios y/o los ovocitos por arbovirus esta limitada por factores/barreras a ese
nivel(26.433), Ademas, recientemente se describi6 que Ae. aegypti transmite a su progenie
una memoria inmunoldgica antiviral a través del mecanismo conocido como
estimulacion inmunitaria transgeneracional (en inglés transgenerational immune
priming (TGIP)). Como consecuencia la descendencia queda protegida de la infeccion
con el mismo arbovirus por varias generaciones*48). Sin embargo, se observé que ese
grado de proteccion muestra una variabilidad inter-individuo sustancial(#48 449). Aunque
las vias y mecanismos inmunologicos que operan en la TV de arbovirus en mosquitos
son desconocidos, la TGIP pareceria ser una posible pista a seguir para encontrar la
respuesta.

La TV en mosquitos ocurre a través de dos mecanismos: (i) la transmisién transovarica
(TOT) donde el virus infecta el germario en la ovariola y garantiza tasas de TV mas altas
y una diseminacion extensiva*>9 y (ii) el mecanismo trans-huevo (considerado menos
eficiente que la TOT), donde el virus infecta el huevo durante la oviposicion(302), Dadas
las frecuentes bajas tasas de infeccion por TV, se hipotetiza que este tltimo mecanismo
tiene lugar para los flavivirus(302). No obstante, patrones consistentes con infecciones
estabilizadas que alcanzan altas tasas de TV se documentaron para VDEN-1 en Ae.
albopictus389), asi como para VDEN-3(27) y VZIK(28) en Ae. aegypti, lo que sugiere que esa
amplia y eficiente diseminacién en la progenie puede ser esperada también en estos
casos(1). De hecho, varios estudios sugieren que también puede ocurrir la colonizacién
del germario y con ello la infeccién de mayor cantidad de miembros de la progenie, como

ocurre con los orthobunyavirus( 28), Sin embargo, son escasos los trabajos que indagan
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en estos mecanismos para las combinaciones Ae. aegypti-flavivirus y Ae. aegypti-
alfavirus®17. 433), por lo que esta es una tematica practicamente virgen. Asi de
inexplorado resulta el tropismo viral en la descendencia infectada, al igual que las
barreras (tanto anatémicas, fisioldgicas como inmunoldgicas) que encuentra el virus a
la colonizacion del nuevo insecto. Un modelo prometedor para el estudio de esta via de
transmision lo constituye el sistema Ae. aegypti- virus especificos de insectos (ISVs en
inglés), entidades descubiertas en su inmensa mayoria a partir de las técnicas de
secuenciacion masiva, algunos de los cuales se agrupan dentro de los géneros flavivirus
y alfavirus, son transmitidos exclusivamente en la poblacién de insectos y por via
vertical(#51), El esclarecimiento de los mecanismos a través de los cuales los arbovirus
infectan la descendencia de una hembra, permitird evaluar mas certeramente las
implicaciones epidemioldgicas de este modo de transmision.

Se afirma que VZIK exhibe indices de TV ligeramente superiores que los VDENs(433). Sin
embargo, las TTV y TIFM de los flavivirus ensayados alcanzaron valores similares en y
entre las poblaciones PTE y PRG, lo que indica que, las diferencias en las tasas de
infeccion minima por los VDENs y VZIK encontradas en el terreno entre las areas de
estudio, deben ser consecuencia de una circulacion diferencial de estos virus en las areas
mas que de habilidades diferenciales de las poblaciones de mosquitos para transmitir
verticalmente estos flavivirus. No obstante, el serotipo que marc6é una diferencia
significativa entre las dreas de salud Pasteur y Parraga durante 2018, en cuanto a la TV
fue VDEN-2, por lo que investigaciones futuras deberan enfocarse en los parametros de
TV de cada serotipo de dengue. De hecho, en Parraga la TIM encontrada para VDEN-1
(0,9) fue similar a la de VZIK (0,8), lo que apoya los resultados obtenidos en los ensayos
de CoV y TV. Ademas, el genotipo de VZIK utilizado en los ensayos de TV (genotipo
africano) fue diferente al encontrado en el terreno (genotipo asiatico), lo cual pudiera
modificar las potencialidades de TV de ambas poblaciones.

Los modos de transmision horizontal y vertical, aunque relacionados, no tienen por qué
ser dependientes entre si. En ambas rutas, la diseminacién a través de la ldmina basal
del intestino resulta clave para infectar y colonizar los érganos blanco que garantizan
cada modo de transmision: las glandulas salivares (en el caso de la TH) y los 6rgano y

tejidos reproductivos en general (en el caso de la TV)(311. Sin embargo, una pregunta
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que continua vigente es si siempre que una hembra expele virus en la saliva, también lo
transmite a su descendencia; o si estos eventos ocurren independientemente.

De cualquier forma, las evidencias de TV en el terreno son dependientes de los virus que
estan circulando en un territorio en un momento dado(#52 453) y eventualmente, de la
intensidad de esa circulacion. Aunque las poblaciones humanas locales no fueron
encuestadas en nuestro estudio, la base de datos epidemioldgicos de la provincia La
Habana, registrd, durante 2018, casi dos veces mas casos de dengue en Parraga que en
Pasteur(334), lo que podria justificar el incremento de mosquitos infectados por TH en
Parraga y por consiguiente mayores probabilidades para su TV. Este contexto
epidemiolégico se pudo desarrolladar con independencia de las habilidades similares
comprobadas de estas poblaciones para trasmitir los VZIK y VDEN-1 (y quizas el resto
de los serotipos). Debemos recordar que el fendmeno de transmision de arbovirus por
mosquitos es un proceso complejo en el que, ademas del virus y el vector, participa el
hospedero vertebrado (en este caso el humano), todos bajo la influencia de factores
abidticos como temperatura, humedad, etc(233.374), En cuanto al ser humano, la infeccion
con un arbovirus no solo esta condicionada por determinantes bioldgicos (estatus
inmunolégico, genes, microbiota, etc.)(163. 165) sino también por habitos, actitudes,
practicas, situacién socio-econdmica, etc., que definen en gran medida los niveles de
exposicién a los virus (en este caso mosquitos infectados)#54456), Aun cuando las
poblaciones de mosquitos (PTE y PRG) fueron similarmente abundantes, al igual que su
habilidad para transmitir horizontal y verticalmente los virus; los conocimientos,
actitudes, practicas y nivel socio-econémico de las personas que habitan estas areas son
diferentes, lo que pudiera definir su exposicién a los patégenos y por tanto justificar la
mayor cantidad de casos de dengue en Parraga que en Pasteur. Es por eso que resulta
vital en el control y prevenciéon de los agentes infecciosos, el trabajo comunitario,
educativo y de comunicacion con las poblaciones humanas#57-460),

Por otro lado, los datos sobre TV de VCHIK en condiciones experimentales son escasos
y presentan informes contradictorios(29 461, 462) De las tres publicaciones encontradas
que ensayan TV en Ae. aegypti, en una de ellas los autores no detectan TV(461), mientras
que en las otras dos se documentan grupos de la descendencia infectados con VCHIK en

el 1erCG(62) y 3erCG(29). Otros pocos estudios informan ademds TV de VCHIK en Ae.
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albopictus(*63, 464), Sin embargo, en ninguno de ellos se estiman los parametros de TV
referidos anteriormente, sino tasas de infeccién minima entre la descendencia de
madres expuestas, lo que impide una comparacién cuantitativa. Un meta-analisis
concluyé que las TTV del género alfavirus en mosquitos son significativamente
inferiores que la de los flavivirus(}), aunque nuestros resultados no dan fe de ese
comportamiento, al menos no para los virus y especie de mosquito estudiados.

Dadas las diferencias en el examen de la progenie para la deteccién de la infeccion entre
CGs, no resulta valida la comparacion de los parametros de TV entre ellos. Sin embargo,
llama la atencién que mientras las TTV de los flavivirus se incrementaron del 1er al 2do
CG, la de VCHIK no lo hizo, alcanzando valores similares entre ambos ciclos (49% 1¢rCG
y 47% 240CG). Este resultado puede guardar relacién con los menores tiempos que
necesita VCHIK para lograr mayor diseminaciéon en estas poblaciones (figura 3.7),
proceso esencial para la TV. Los flavivirus, por el contrario, manifestaron una
diseminacion significativamente diferente entre los 7 y 14 dpe (figura 3.7), lo que
pudiera explicar el comportamiento observado.

Los elevados indices de TV encontrados en algunos trabajos(8 317), de conjunto con las
no despreciables TTV y TIFM expuestas en el presente capitulo, promueven que esta via
de transmisiéon sea mejor considerada tanto desde el punto de vista
académico/investigativo como desde el control vectorial y la salud publica. La
importancia de la TV de los VDENs, VCHIK y VZIK en Ae. aegypti ha sido subestimada y
pudiera constituir una fuerza potencial que tribute a la epidemiologia de la infeccién por
arbovirus(317),

Como se esbozd anteriormente, la conexién entre las vias de TH y TV en mosquitos
contintia siendo un asunto angular en el estudio de la dindmica de transmisiéon de
arbovirus. En particular, la TV se cataloga, por algunos autores, como un modo de
transmisidon poco importante para la persistencia epidemioldgica de los virus(4). Sin
embargo, si comparamos las tasas de TV y TH obtenidas en nuestro estudio, observamos
que la mas baja TTV global en el 24°CG sobrepas6 el 40%, mientras que la mayor TTH
(determinada como el por ciento de hembras infectadas con salivas positivas para cada
virus) no sobrepaso el 20%. Aun cuando son conocidas las limitaciones de los ensayos

de CoV en la determinacion de las TT(#63), la frecuencia con que una hembra infectada
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transmite los virus a su progenie, no parece ser comparativamente despreciable. Desde
este enfoque, se deberia reflexionar sobre las potencialidades de la TV para erigirse

como una via de transmision que merece seguir siendo mas y mejor estudiada.

4.4 Factibilidad del monitoreo de la transmision vertical de
arbovirus en poblaciones cubanas de Aedes aegypti

La comparacién entre los virus detectados en las poblaciones inmaduras de Ae. aegypti
y en humanos (informado por el Ministerio de Salud Publica de Cuba)(196.466,467) durante
los periodos estudiados (2013-2014 y 2018-2019), coincidi6 en la presencia de los
VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4 durante 2013-2014, asi como VZIK, VDEN-2 y VDEN-3
durante 2018. Sin embargo, llama la atencién que VDEN-1, de mayor prevalencia en el
periodo 2013-2014 en larvas y pupas de Arroyo Naranjo, y presente también, aunque en
menor proporcion durante 2018 en Parraga; no se registré en ninguna de las muestras
humanas examinadas por el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK
durante los intervalos 2013-2015, ni 2017-2018. Un conjunto de elementos pudiera
explicar este fenémeno: i) En Cuba, la vigilancia virolégica de los arbovirus se realiza en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK, adonde llegan las muestras
provienen de pacientes sintomaticos que, por lo general, han desarrollado formas graves
de la enfermedad (en el caso de dengue); ii) Globalmente, existe una preponderancia de
los casos asintomaticos sobre los sintomaticos en la enfermedad por dengue(10). La
frecuencia relativa entre ellos varia de acuerdo con el contexto epidemioldgico, el
estatus inmunoloégico del paciente y los serotipos y genotipos circulantes(165). En Cuba,
la investigacién mas reciente apunta a una relacién asintomaticos/sintomaticos de
13/1(468) jii) De manera general, VDEN-1 no se asocia con manifestaciones severas de la
enfermedad en Las Américas(!19), aunque se plantea que puede jugar un papel
importante en la sensibilizacion de la poblacion humana para una segunda infeccion por
dengue(#69-471) jv) Por otro lado, se demostré que las personas con infecciones naturales
por VDEN y sin sintomas clinicos contribuyen a la dindmica de transmision a través de
la eficiente infeccién de mosquitos Ae. aegypti72). Duong et al., 2015(%72) observaron que
personas con infecciones asintomadticas o pre-sintomaticas infectaron mosquitos con

una viremia en sangre 100 veces mas baja que lo que lo hicieron los casos sintomaticos.
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Estos mosquitos infectados desarrollaron una carga viral mayor en comparacién con
aquellos Ae. aegypti alimentados sobre las personas con infecciones sintomaticas, lo que
interpretaron como un mayor potencial de transmisiéon. v) También se debe tener en
cuenta que las personas asintomaticas o pre-sintomaticas estan expuestas a la picada de
vectores de varios lugares que visiten ya que, por lo general, no interrumpen su rutina
diaria, lo que los convierte ademas en una fuente importante en la dispersion de estos
virus(366.472) Tampoco se debe descartar que las personas infectadas por dengue y que
manifiestan sintomas leves, cominmente no asisten a los centros asistenciales y portan
la infeccién sin aislamiento que evite la transmision. Esta realidad, ademas de potenciar
la dispersion arboviral, impide que los sistemas de vigilancia puedan detectarlos y
tipificarlos.

Lo descrito anteriormente sugiere que el VDEN-1 circulante entre 2013 y 2014 y
probablemente también en 2018, provoc6 una gran cantidad de casos asintomaticos o
con sintomas leves que favorecid posiblemente una gran dispersion del serotipo de
mayor tasa de transmision vertical® e impidi6 su deteccién por los sistemas de
vigilancia establecidos en el pais. De forma similar, Ferreira de Lima et al., 2020473
describieron una posible circulacién silente de VDEN-3 en San Paulo, Brasil, a partir de
su deteccidn en Ae. albopictus colectados como huevos, sin que hubiera registro de casos
en la ciudad.

Por otro lado, durante nuestra experimentacién encontramos TTV globales superiores
al 44% para todos los virus en el 24°CG; es decir que al menos 4 de cada 10 hembras
infectadas transmitieron los virus a algin miembro de su descendencia; mientras que,
como minimo, un promedio del 5-10% de la descendencia “hered6” la infeccion.
Tomando estos valores como referencia y con las evidencias obtenidas de los ensayos
de terreno, podemos recomendar el monitoreo de la TV de arbovirus en Ae. aegypti como
una herramienta que complemente la vigilancia de estos agentes en humanos, en el
contexto cubano.

Los sistemas de vigilancia de arbovirus son de suma importancia, ya que monitorean la
circulacién viral y emergencia de nuevos entes(*?). Las Organizaciones Mundial y
Panamericana de la Salud, asi como varios autores, ponderan la estimacion de las tasas

de infeccidon en poblaciones de mosquitos para determinar los niveles de transmisién de
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un patégeno dado en la poblacién humana(#9 474 475), La vigilancia entomo-virologica o
xeno-vigilancia son los términos empleados para acuilar los procedimientos de
busqueda de virus en mosquitos como indicador directo de infeccién en humanos(“#9),
Ademas, dado el elevado numero de asintomaticos y levemente sintomaticos que
provoca la infeccién por estos arbovirus(6 159, la busqueda de este patogeno en
mosquitos, constituye una herramienta necesaria y oportuna. En este sentido se
propone la operacionalizacién de la vigilancia entomo-virolégica en puntos calientes
(hotspots en inglés)(#8. 476) como parte de sistemas de alerta temprana(77. 478) que
avizoren la aparicién de brotes de arbovirus. Mientras la mayoria de las experiencias se
centran en la pesquisa de mosquitos adultos(#74 479-481)  algunos autores han
recomendado la xeno-vigilancia molecular en estadios inmaduros por ser tan
informativa como el monitoreo de adultos(¢ 49,432 453) ademas que, desde el punto de
vista practico, la colecta de larvas en el terreno resulta mas facil y segura que la del
imago(310). Estas propuestas constituyen un complemento a la vigilancia clinica y no
deben remplazarla antes de que la correlacion entre las tasas de infecciéon en
poblaciones humanas y de mosquitos sean mejor entendidas(*?). Con este fin, préximos
estudios deberan monitorear la presencia de arbovirus en mosquitos adultos y larvas en
una misma area con el fin de establecer posibles correlaciones y causalidades en la
infeccion de ambos estadios. De cualquier manera, la introduccién gradual y progresiva
de la vigilancia entomo-virolégica en los programas de vigilancia de arbovirus en Cuba
es altamente recomendada, ya que podria proveer a los sistemas de vigilancia
arboviroldgica, de otra fuente de informacion para enriquecer la que se obtiene a partir

de los sistemas de vigilancia implementados actualmente.

4.5 Estimacion del aporte de la transmision vertical a la
transmision horizontal

Aunque demostrada la TV de los VDENs, VCHIK y VZIK, su relevancia epidemiologica es

controversial, ya que el mantenimiento de los virus en la poblaciéon de mosquitos a

través de la transferencia materna, por si sola, no garantiza el contagio de vertebrados.

La infecciéon de un hospedero vertebrado requiere necesariamente la inoculacién del

virus presente en la saliva de hembras de mosquitos vectores(? 43.44), No obstante, hasta
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el momento no existe ninguna evidencia de la presencia de particulas virales infectivas
de VDEN-1, VCHIK ni VZIK en la saliva de Ae. aegypti infectadas verticalmente. En este
estudio se demuestra, por primera vez, la capacidad infectiva de hembras recién
emergidas para transmitir VCHIK y VZIK, a través de la deteccion de virus infecciosos y
con capacidad replicativa en su saliva. También encontramos diseminacién de VDEN-1
en cabezas de la descendencia femenina. Las secuencias nucleotidicas de VCHIK
obtenidas de muestras de saliva y VDEN-1 de cabeza de hijas confirman nuestro
diagnostico y hacen mas robustos nuestros hallazgos.

Pocos estudios que involucran diversas combinaciones de especies de mosquitos-virus
demostraron que hembras infectadas verticalmente pueden transmitir horizontalmente
los virus. Por ejemplo, hijas descendientes de Aedes (Protomacleaya) triseriatus
expuestas a VLAC (Orthobunyavirus, Bunyaviridae)“82-485), de Aedes (Ochlerotatus)
dorsalis expuestas al virus de la encefalitis de California (VEC) (Orthobunyavirus,
Bunyaviridae)“80) y de Ae. albopictus a VZIK(“87) infectaron ratones recién nacidos a
través de su picada. Asimismo, otro estudio mostré que una cepa isofemenina de Ae.
aegypti, altamente susceptible a VDEN-2, produjo descendencia infectada que secreté
saliva positiva al virus@3¢3). Ademas, estudios recientes detectaron mediante RT-qPCR
genomas de VZIK en glandulas salivares(#42) y salivas(43. 46) de hembras de Ae. aegypti
verticalmente infectadas en el laboratorio. Sin embargo, la deteccién de genomas virales
por si solos no prueba la presencia de particulas virales infecciosas(3). También se debe
considerar que la mayoria de estos reportes demuestran el potencial infectivo de estas
hembras usando colonias de mosquitos o cepas seleccionadas, altamente susceptibles a
los virus(3. 46, 363) Varios estudios demuestran que mosquitos colonizados o
seleccionados en el laboratorio son mas permisivos a la infeccién y diseminacién viral
que los mosquitos de terreno(#88 489) 1o cual probablemente también se podria traducir
en una mayor propension para la TV y conducir a estimaciones poco fidedignas. En
nuestro caso, la primera generacién de Ae. aegypti no colonizados mostré su capacidad
para transmitir verticalmente los VDEN-1, VCHIK y VZIK a su descendencia que pudo, a
su vez, ser infectiva (en el caso de los VZIK y VCHIK), proporcionando, por tanto, una

imagen mas realista de la dinamica de transmision de arbovirus.

93



Capitulo IV. Discusion

En relacion a VZIK, la TIF-S obtenida (12%) concuerda con resultados anteriores que
informan la detecciéon de ARN viral en 2-17% de las glandulas salivares(#42) y entre 2-
17% de la saliva de hembras de Ae. aegypti verticalmente infectadas(43 46), Sin embargo,
otro estudio conducido por Nuifiez et al, 2020(45) no encontré VZIK en la saliva de
hembras de Ae. albopictus infectadas verticalmente en el laboratorio. A pesar de las
diferencias metodolégicas entre estos estudios, en su conjunto sugieren que una
proporcién de hijas de mosquitos infectados con VZIK pueden mantener la circulaciéon
de este virus no solo entre la poblaciéon del vector, sino también desencadenar la
transmision a humanos.

Se estima que el PIE de VZIK en Ae. aegypti varia entre los 7 y 10 dias(289, 398, 427, 490),
aunque puede alcanzar los 14 dias para ciertos genotipos del flavivirus(289). Teniendo en
cuenta que hembras adultas son potencialmente capaces de trasmitir el virus justo
después de su emergencia, una significativa reduccion del PIE se estimaria en el 12% de
las hijas provenientes de madres que transmitieron el virus verticalmente (tabla 3.4).
Segun la TIVe-S, el 2% de la descendencia femenina de cada hembra infectada con VZIK
podria “heredar” su estatus infectivo (tabla 3.4). Resulta interesante cémo diferentes
estudios de CoV en diversas partes del mundo destacaron el relativamente bajo
potencial de transmision de Ae. aegypti, lo cual contrastaba con la rapida dispersion de
VZIK alo largo de varias regiones(398 427,490)_ A ]a luz de los resultados presentados aqui,
ademads de la gran cantidad de poblacién humana susceptible a VZIK y la elevada
abundancia y antropofilia del vector(398), el potencial infectivo de hembras infectadas
verticalmente también pudo balancear la baja capacidad de las poblaciones de Ae.
aegypti para transmitir horizontalmente este virus.

Esta es la primera vez que se demuestra que hembras descendientes de madres
infectadas con VCHIK pueden excretar particulas virales en su saliva. Para lograr una
contribucién tangible de la TV a la TH no solo basta con la infectividad de la
descendencia, también se debe tener en cuenta la frecuencia y proporcién con que las
madres infectadas “producen” hijas infectivas. En el presente estudio encontramos que
i) la mitad de las madres infectadas con VCHIK produjo al menos una hija infectiva (TTV-
S=50%), ii) el 19% de las hijas provenientes de madres que transmitieron verticalmente

el virus, tuvieron salivas positivas (TIF-S=19%), y iii) una de cada 10 hembras
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descendientes de una madre positiva a VCHIK, pudieron, teéricamente transmitir el
virus en la saliva (TIVe-S=10%) (tabla 3.4). Aun cuando tamafos de muestra superiores
u otras combinaciones de poblacion de mosquito-cepa viral, pudieran arrojar
estimaciones diferentes, nuestros resultados destacan el potencial epidemiolégico de la
TV de VCHIK en Ae. aegypti. Como se afirm6 anteriormente para VZIK, la TV de VCHIK
probablemente asegure la circulacién del virus en la naturaleza y contribuya a su TH. A
diferencia de los ensayos de infeccién con VDEN-1, no se examinaron las cabezas de las
hijas con salivas negativas a VZIK/VCHIK, lo que nos impide especular sobre potenciales
barreras en la descendencia a la infeccién por via materna.

Como se expuso previamente, no se detecté VDEN-1 en la saliva de ninguna de las hijas
de madres infectadas, aunque si en la cabeza de seis de ellas. No obstante, no se puede
descartar el potencial de la TV para desencadenar TH también para este virus, ya que es
conocido que los métodos de colecta in vitro de saliva subestiman el nimero de salivas
positivas y la cantidad de virus en ellas(#%5). Ademas, la presencia de VDEN-1 en cabezas
del 16% de la descendencia femenina después de la amplificacién en cultivos celulares,
indic6 la existencia de virus funcionales. Aunque el tropismo viral en mosquitos
infectados verticalmente todavia se desconoce, la diseminacion a la cabeza se considera
usualmente como un proxy del potencial transmisor de un vector(200.491-493) 1,3 no/baja
deteccion de VDEN-1 en la progenie pudo deberse a bajas cargas virales o capacidades
limitadas (en cuanto a sensibilidad) de deteccién viral. En nuestros experimentos
observamos, incluso después de la amplificacién en células, 15 muestras de salivas con
Ct>34 para VCHIK, similar a lo descrito previamente en ensayos semejantes con VZIK(“#3),
Durante el 24°CG, se encontraron familias con hijas positivas y grupos de machos
negativos y viceversa, asi como una gran heterogeneidad en la infeccién de la progenie
en general (figura 3.9). Bosio et al.,, 1992(436) observaron una extensa variacion en las
TIF en familias de Ae. albopictus infectadas con VDEN-1 y concluyeron que las
poblaciones, asi como los individuos que las componen, pueden variar ampliamente en
su habilidad para transmitir verticalmente el virus.

La comprobacion de la infeccion en machos adultos abre la interrogante sobre la
potencialidad de la transmision venérea en la infeccion de hembras. Algunos estudios

verificaron la capacidad de machos infectados intra-toracica(31> 318 319) vy
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verticalmente(®317) para transmitir por via sexual los VDENs, VCHIK y VZIK a hembras
virgenes, lo cual confiere a este género mayor importancia que la que hasta hoy se habia
dado en la dinamica de transmision de arbovirus en poblaciones de Ae. aegypti. La
conducta altamente poligama de los machos de Ae. aegypti se sugiere como un posible
factor de apoyo para la transmision sexual de arbovirus, que se presenta como otra via
potencial para el mantenimiento de estos en la naturaleza(?93), Aunque futuros estudios
deberdn investigar sobre el potencial de diseminaciéon y transmisién vertical y
horizontal ulteriores en hembras infectadas sexualmente17), una modelizacion
matematica concluyé que ambas vias de transmisién (vertical y venérea) activas pueden
asegurar la sostenibilidad de los virus en las poblaciones de mosquitos(494).

Si bien estas vias “alternativas” de transmisién se presentan como modos de
mantenimiento de los virus en la naturaleza durante condiciones adversas para la TH
(i.e. escasez de vertebrados susceptibles, inviernos/sequias, entre otros)(® 34); sus
implicaciones en el mantenimiento de epidemias mediante la generacion de nuevos
ciclos de TH son elementos a considerar. El hallazgo de hembras con potencial infeccioso
via TV (y no mediante TH) inmediatamente después de su emergencia demuestra la
capacidad de esta ruta para producir hembras infectivas que no necesitan del encuentro
con un hospedero en fase virémica, ni de un PIE para adquirir el estatus infeccioso, lo
cual incrementaria el “periodo infectivo” del vector, y por tanto aceleraria la dindmica
de transmisién de arbovirus. De esta forma, el tiempo necesario para que se produzca
un nuevo caso humano se reduciria significativamente para los flavivirus que requieren
normalmente entre 7-10 dias para que una hembra se “transforme” en infectiva después
de adquirir el virus de un humano(#90.495), De la misma forma encontramos que a partir
de una madre infectada varias hijas pueden “heredar” el estatus infeccioso, con lo que,
ademas, se multiplicaria el nimero de hembras infectivas en una poblacién dada.

Estos resultados poseen un valor epidemiolégico importante, si tenemos en cuenta que
pudieran modificar los modelos de prondsticos de epidemias de arbovirus a partir de la
modificacion del Ro, parametro tedrico que proporciona informacién acerca de la
velocidad con que una enfermedad puede propagarse en una poblacién

determinada(#?¢). La modelacién matematica de epidemias y el consecuente prondstico
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del nimero de nuevos casos en el tiempo, resultan valiosisimos para la preparaciéon de
los sistemas de salud en la atencién a pacientes y respuesta a brotes(#97),

Desde el punto de vista académico, estos resultados son igualmente trascendentales. Es
ampliamente aceptado en la literatura cientifica especializada que la forma en que un
mosquito adquiere la infeccion por un arbovirus es mediante la ingestion de sangre de
un hospedero en fase virémica. Esta es practicamente la Unica fuente descrita de
adquisicion de particulas virales por el mosquito, las cuales se replican en su epitelio
intestinal y diseminan al hemocele para llegar a las glandulas salivares y ser excretadas
posteriormente en la saliva durante una proxima picada, infectando asi a un nuevo
vertebrado(498-500), La TH, es considerada la principal ruta de transmisién de los
arbovirus(4?8), y desde el punto de vista del humano, es totalmente cierto (las personas
se infectan a través de la picada de mosquitos infectados). Sin embargo, a la luz de los
conocimientos aportados por la presente investigacion, se debe reflexionar si, desde el
punto de vista del mosquito, la adquisicidn de los virus a partir de la alimentacién sobre
un humano en fase virémica puede seguir siendo la via de infeccién mas importante, o si
la TV constituye un modo comparablemente significativo de adquisicion de la infeccion.
De cualquier forma, para ser rigurosos, se deberia reconocer un cambio en ese
paradigma de infeccién y aceptar que, ademas, los mosquitos (al menos Ae. aegypti)
pueden ser infectados y transformarse en infectivos a partir de su progenitora. Por
supuesto, el campo de la TV de arbovirus en mosquitos necesita y amerita estudios
profundos de los factores fisioldgicos, genéticos, anatémicos, inmunolégicos, etc. que
determinan su ocurrencia.

La TV ha sido enormemente olvidada y subestimada por décadas, probablemente debido
a la escasez de informes, asociada a las dificultades técnicas (i.e. la deteccién de bajas
cargas virales) para su demostracidn en el terreno o el laboratorio®%. En este sentido,
capacidades de deteccién viral mas sensibles permitirian estimaciones de TV mas
precisas. Otro elemento a considerar es la carga viral en saliva que alcanzan estas
hembras infectadas verticalmente. En nuestro estudio, solo pudimos estimar las cargas
virales directamente en menos del 50% de las hembras con salivas positivas a VCHIK
por TV, lo que nos impide elaborar conclusiones mas globales en relacion a los titulos

virales que alcanzan los arbovirus en la saliva de mosquitos infectadas verticalmente.
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No obstante, en el modelo Ae. aegypti-VCHIK, estos valores fueron comparables con
titulos previamente obtenidos en hembras infectadas por via oral (ver tabla 3.3). Esto
podria sugerir que la carga viral en saliva a partir de la TV podrias ser suficiente para
infectar un humano. Sin embargo, los titulos virales umbrales en salivas que garantizan
la infeccion eficiente del hospedero vertebrado dependen de varios factores como el
estatus inmunoldgico de este ultimo, y no estan todavia del todo determinados(501-504),
Es por eso que estudios futuros debieran comprobar la infectividad de hembras
contagiadas verticalmente usando modelos animales.

Por ultimo, nuestros hallazgos resaltan la necesidad imperiosa de considerar la TV en
los programas de control vectorial y adaptarlos en consecuencia. Dados los fuertes
rasgos antropofilicos y domésticos de Ae. aegypti y las enormes consecuencias que
acarrean las infecciones por arbovirus para la salud publica en zonas tropicales y
subtropicales de todo el mundo, las campafias de comunicacidn social deberian ser
revisadas, y los esfuerzos de control deberian tener en cuenta también los periodos
inter-epidémicos o de baja densidad de mosquitos, ya que algunos sitios de cria podrian
ser fuente de hembras ya infectivas.

En resumen, los resultados obtenidos en la presente investigacion (i) verificaron la
ocurrencia de TV de los VDENs y VZIK en poblaciones cubanas de Ae. aegypti en
condiciones naturales, (ii) determinaron un patrén de distribucién espacio-temporal en
los territorios evaluados y (iii) constituyen la primera estimacién de los parametros de
competencia vectorial y transmision vertical de poblaciones locales de Ae. aegypti a los
tres arbovirus mas importante en la region, alertando sobre las potencialidades reales
de introduccién y dispersion de VCHIK en Cuba. Por ultimo, demostramos la
trascendencia epidemiolégica de la TV de arbovirus en Ae. aegypti, al comprobar que
hembras infectadas verticalmente son potencialmente capaces de transmitir los virus
horizontalmente en su saliva, y de la misma forma, a partir de una madre infectada varias
hijas pueden “heredar” el estatus infeccioso. Estos elementos en su conjunto, respaldan
la inclusiéon del monitoreo de la TV en Ae. aegypti como una herramienta util para la

vigilancia de arbovirus en Cuba.
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CONCLUSIONES

La deteccion de la circulacidon simultanea de los cuatro serotipos de dengue y del
virus Zika en estadios inmaduros de Ae. aegypti en varias areas de La Habana
constituye la primera evidencia de la transmisidn vertical de estos virus en Cuba.
Las frecuencias y tasas de infeccion por los virus del dengue sugieren su
circulacion sostenida en las poblaciones del vector de los sitios estudiados y
avalan la utilidad del monitoreo de la transmision vertical de arbovirus en Aedes
aegypti como una herramienta para la vigilancia virolégica.

La competencia vectorial moderada (tasas de transmision <25%) y similar
observada para los VDEN-1 y VZIK entre las poblaciones de Aedes aegypti
evaluadas, confirman la implicacién de este vector en la transmisién de estos
flavivirus durante los brotes/epidemias que han tenido lugar en La Habana. La
habilidad de esta especie para transmitir el VCHIK desde los tres dias post
exposicion, alerta sobre el riesgo latente de brotes y epidemias de este alfavirus
en Cuba.

La comprobacién experimental de la transmisién vertical de los VDEN-1, VCHIK
y VZIK en las poblaciones de Aedes aegypti evaluadas, durante el primer y
segundo ciclos gonadotroéficos, tanto a machos como hembras de la descendencia;
confirman los resultados encontrados en condiciones naturales y refuerzan la
importancia del control de las poblaciones pre-adultas del vector en la
prevencion de la circulacién de arbovirus.

La deteccién de particulas virales infecciosas de VCHIK y VZIK en la saliva de
hembras de Ae. aegypti infectadas verticalmente, demuestra la capacidad de esta
via de transmisiéon para generar vectores con potencialidad para infectar
horizontalmente hospederos vertebrados. Asimismo, la presencia de VDEN-1 en
cabezas de hembras infectadas verticalmente alerta sobre la posible ocurrencia

de este mecanismo también en el par Ae. aegypti-VDEN-1.
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RECOMENDACIONES

Evaluar los parametros de competencia vectorial y transmision vertical de
poblaciones cubanas de Ae. aegypti a los cuatro serotipos de dengue.
Profundizar en los mecanismos y factores que influencian la transmisidon vertical
de arbovirus en Ae. aegypti.

Comprobar la capacidad infecciosa de hembras de Ae. aegypti infectadas
verticalmente empleando modelos animales.

Verificar la capacidad de hembras colectadas en campo e infectadas

verticalmente para expeler virus en la saliva.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1.1 Férmula y significado de la capacidad vectorial (CaV) de un sistema
vectorial dado. Tomado de(233).,

_ ma?® (TI* TT)p"
B —Inp

CaV

Donde
CaV: capacidad vectorial de un vector para transmitir un patégeno determinado
m: densidad del vector en relacion al hospedero vertebrado

a: probabilidad diaria de picada (dada por el indice de preferencia de hospedero
multiplicado por la frecuencia de alimentacion del vector)

TI: tasa de infeccidn con un patégeno dado (proporcion de vectores infectados)

TT: tasa de transmision de un patégeno dado (proporcion de vectores infectados que son
capaces de transmitir el patégeno a un hospedero)

(TI *TT): competencia vectorial o proporcion de vectores que, luego de alimentarse sobre
un hospedero infectado, son capaces de transmitir la infeccion a un nuevo hospedero.

p: probabilidad diaria de supervivencia del vector
n: duracion del periodo de incubacion extrinseco

1/-In p: probabilidad de sobrevivencia de un vector al periodo de incubacién extrinseco
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Anexo 2.1. Poblacién y fondo habitacional por areas de salud del municipio Arroyo

Naranjo en 2013.
Area de Salud Manzanas Universo Poblacion
(Viviendas + locales) humana
Mantilla 227 14891 45077
Parraga 255 15199 40960
Grimau 189 10645 36328
Los Pinos 226 10380 32141
Capri 183 11976 31741
Eléctrico 177 9128 30145
Managua 103 7116 18223
Total 1360 79335 234615

Fuentes: (329)

Anexo 2.2 Datos socio-geograficos de las areas de salud Pasteur (municipio Diez de

Octubre) y Parraga (municipio Arroyo Naranjo), de La Habana, Cuba, durante 2018.

Area de Poblacion Extension territorial Total de Manzanas Universo

salud humana muestreada muestreadas .
(Viviendas + locales)

Pasteur 24091 94,22 Ha 106 8544

Parraga 40960 92,61 Ha 130 15199

Fuentes: (329)

Anexo 2.3. Cebadores utilizados para amplificar el gen c-prm y serotipificar los virus

del dengue, adaptada de(340),

Cebador Secuencia 5'-3' Posicion en Ta_l laf del Serotipo
el genoma amplicon (pb)
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161 -

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1-TS1) VDEN-1

TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1-TS2) VDEN-2
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1-TS3) VDEN-3
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TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1-TS4) VDEN-4
Anexo 2.4. Cebadores utilizados para la amplificacion especifica del virus Zika durante

la secuenciacion nucleotidica de su genoma completo

Cebador * Secuencia (5’-3°) Talla del amplic6n (bp)
VZIK- 1S AGTTGTTGATCTGTGTGAGTCAG

VZIK-940R  AATCAGCAGTATCATGACCAAGT 739
VZIK-882S TTAGCAGCAGCTGCCATCGC

VZIK-1883R  GGTACACARGGAGTATGACACG 100t
VZIK-1785S  GCTGGAGCTCTGGAGGCTG

VZIK-2743R  ATCCCACAACGACCGTCAGTT 958
VZIK-2708S  GGAGCTCAACGCAATCCTGGA

VZIK- 3824R  TGTCCAATTAGCTCTGAAGATG tite
VZIK-3581S  AGTGCTTGTGATTCTGCTCATGGT

VZIK-4571R  GTACCACGCTCCAGCTGCA 720
VZIK-4525S  TGGTCCTGATGACCATCTGTG

VZIK-5600R  GGTGTCCATAATTGGTGAGTTG 1075
VZIK-5422S  TACTACAGCCAATYAGAGTCC

VZIK-6529R  CGAGGTTGTCAATGGCTTCCT 107
VZIK-6388S  CGAGGTGGATGGAYGCCAGAG

VZIK-7512R CACAAAGTGGAAGTTGCSGCTGT e
VZIK-7329S  ACGGCAGCTGGCATCATGAAG

VZIK-8215R  TGCTGGTGTATGGGCACAACA o8
VZIK-8138S  AGAAGCACGGACGCTCAGAG

VZIK-9143R  CATCCAGTGATCCTCGTTCAAG 1005
VZIK-8935S  CAGTGGAAGCTGTGAACGATC

VZIK-10310R GTGGATAGGTARTCCATGTAC 1375

VZIK-10220S TCTCATAGGGCACAGACCGC

VZIK-10642R  TCCCTCTTCTGGAGATCCAC 42z

*La numeraciéon del cebador es acorde a la posicién de su base 5’ en la
secuencia KJ776791.2
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Anexo 2.5 Efecto citopatico (columna 2) en monocapa de células Vero expuestas al
homogenado de cabezas de hembras de Aedes aegypti infectadas con virus Zika (cepa
KU955592). La columna 1 representa el control negativo del ensayo que consistié en

medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino 2%.
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Anexo 2.6 Cebadores utilizados para la amplificacion especifica del virus Chikungunya
durante la secuenciacion nucleotidica de su genoma completo (tomado de (359)

Cebador * Secuencia (5’-3°) Talla del amplic6n (bp)
Chik-1S ATGGCTGCGTGAGACACAC

Chik-1488R TGTATGGGATCAGGTCGGTT 1487
Chik-1332S GCAGAAAACACACACGGTCT

Chik-3143R  TGAGACCACTGCCTATCATTTA 1ot
Chik-3067S GACCTTCGATACATTCCAAA

Chik-4572R  CACGCGAACAATATCGCAGT 1505
Chik-4546S CAAGTAGAGCTGCTGGATGA

Chik-6302R CACGTTGAATACTGCTGAGT 1756
Chik-6224S ACACACTACAGAATGTACTGGCA

Chik-7711R  TGGCTTCTGTTGGGGTACCG 1487
Chik-7673S CCAGCTGATCTCAGCAGTTA

Chik-8877R  CGTACATGAGTGACTAATCTTCCT 1204
Chik-8797S CAGCACCGTGTACGATTACTGG

Chik-10477R TGTCGAAAGGTGTCCAGGCTG 1080

Chik-10390S GAAATAACATCACTGTAACTGCC 880

Chik-11270R  GCCTGCTGAACGACACGCAT

*La numeracion del cebador es acorde a la posicién de su base 5’ en la
secuencia MW281311.1
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Anexo 3.1. Variacién temporal de la proporcion de los virus del dengue detectados en
los grupos de estadios inmaduros de Aedes aegypti en Arroyo Naranjo durante

septiembre 2013-julio 2014.

Anexo 3.2. Secuencias nucleotidicas de los virus del dengue obtenidas de las muestras
de Aedes aegypti inmaduros colectadas en las areas de salud de Arroyo Naranjo durante

2013-2014.

Nombre Serotipo Area de Secuencia nucleotidica
salud/fecha

, TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGG
D1_Pga_2013 | VDEN-1 Parraga/ | T AGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCGA
octubre-2013 | TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAAA
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCA
CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGGG
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTGAGCAGGAAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCAG
GTGTCAATATG

. TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGG
D1_LP_2014 | VDEN-1 Los Pinos/ | 1A GATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCGA
febrero-2014 | TcAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAAA
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCA
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CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGGG
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTAAGCAGGAAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCAG
GTGTCAATATG

D1_Grm_2014

VDEN-1

Grimau/ abril-
2014

TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGG

CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCGA
TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT

CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAAA
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCA
CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGGG
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTAAGCAGGAAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCAG
GTGTCAATATG

D3_Mlla_2013

VDEN-3

Mantilla/
septiembre-
2013

ACTATCTATATGCTGAAACGCGTGAGAAACCGA
GGGTCAACTGGATCACAGTTGGCGAAGAGATT
CTCAAAAGGACTGCTGAACGGCCAGGGACCAA
TGAAATTGGTTATGGCGTTCATAGCTTTCCTCAG
ATTTCTAGCCATTCCACCAACAGCAGGAGTTCTG
GCTAGATGGGGAACCTTCAAGAAGTCGGGGGCC
ATTAAGGTCCTGAAAGGCTTCAAGAAGGAGATCT
CAGACATGCTGAGCATAATCAACAC

D4_Mlla_2013

VDEN-4

Mantilla/
octubre-2013

TCTATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTATC
AACCCCTCAAGGGTTGGTGAAGAGATTCTCAACC
GGACTTTTTTCTGGGAAAGGACCCTTACAGATGG
TGCTAGCATTCATCACGTTTTTGCGAGTCCTTTCCA
TCCCACCAACAGCAGGGATTCTGAAGAGATGGGG
ACAGTTGAAGAAAAATAAGGCCATCAAGATACTG
ATTGGATTCAGGAAGGAGATAGGCCGCATGCTGA
ACATCTTGAACGGGAGAAAAAGGTCAACGATAAC
ATTATTGTGCTTGATTCCCACCGTAATGGCGTTTCA
CTTGTCAACAAGAGATGGCGAACCCCTCATGATAG
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Anexo 3.3 Indices de ovitrampa positiva (IOP) y densidad de huevos (IDH) de Aedes
aegypti estimados en las areas de salud Pasteur (PTE) y Parraga (PRG) durante los 11
meses de estudio (mayo 2018- marzo 2019). Se representan los valore de cada indice

por mes y la media * la desviacion estandar para cada area de salud.

Anexo 3.4 Secuencias nucleotidicas de los virus dengue-1, chikungunya y Zika
recuperadas de la descendencia de madres infectadas durante los ensayos de

transmision vertical.

Virus Descende | Secuencia nucleotidica o nimero de acceso al GenBank
ncia (tipo
de
muestra)
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VCHIK Hija ORA88125
(Saliva)
VZIK Grupo de Fragmento 1 (2066 bp, de nt 2705 a 4770, genes ns1-ns2)
€ | GCAATCCTGGAAGAGAATGGAGTTCAACTGACGGTCGTTGTGGG
descendien | ATCTGTAAAAAACCCCATGTGGAGAGGTCCACAGAGATTGCCCG
tes ler CG | TGCCTGTGAACGAGCTGCCCCACGGCTGGAAGGCTTGGGGGAAA

TCGTACTTCGTCAGAGCAGCAAAGACAAATAACAGCTTTGTCGT
GGATGGTGACACACTGAAGGAATGCCCACTCAAACATAGAGCA
TGGAACAGCTTTCTTGTGGAGGATCATGGGTTCGGGGTATTTCAC
ACTAGTGTCTGGCTCAAGGTTAGAGAAGATTATTCATTAGAGTG
TGATCCAGCCGTTATTGGAACAGCTGTTAAGGGAAAGGAGGCT
GTACACAGTGATCTAGGCTACTGGATTGAGAGTGAGAAGAATGA
CACATGGAGGCTGAAGAGGGCCCATCTGATCGAGATGAAAACA
TGTGAATGGCCAAAGTCCCACACATTGTGGACAGATGGAATAG
AAGAGAGTGATCTGATCATACCCAAGTCTTTAGCTGGGCCACTC
AGCCATCACAATACCAGAGAGGGCTACAGGACCCAAGTGAAAG
GGCCATGGCACAGTGAAGAGCTTGAAATTCGGTTTGAGGAATGC
CCAGGCACTAAGGTCCACGTGGAGGAAACATGTGGAACAAGAG
GACCATCTCTGAGATCAACCACTGCAAGCGGAAGGGTGATCGA
GGAATGGTGCTGCAGGGAGTGCACAATGCCCCCACTGTCGTTCT
GGGCTAAAGATGGCTGTTGGTATGGAATGGAGATAAGGCCCAG
GAAAGAACCAGAAAGCAACTTAGTAAGGTCAATGGTGACTGCAG
GATCAACTGATCACATGGATCACTTCTCCCTTGGAGTGCTTGTGA
TTCTGCTCATGGTGCAGGAAGGGCTGAAGAAGAGAATGACCACA
AAGATCATCATAAGCACATCAATGGCAGTGCTGGTAGCTATGAT
CCTGGGAGGATTTTCAATGAGTGACCTGGCTAAGCTTGCAATTTT
GATGGGTGCCACCTTCGCGGAAATGAACACTGGAGGAGATGTAG
CTCATCTGGCGCTGATAGCGGCATTCAAAGTCAGACCAGCGTTGC
TGGTATCTTTCATCTTCAGAGCTAATTGGACACCCCGTGAAAGCA
TGCTGCTGGCCTTGGCCTCGTGTCTTTTGCAAACTGCGATCTCTG
CCTTGGAAGGCGACCTGATGGTTCTCATCAATGGTTTTGCTTTGG
CCTGGTTGGCAATACGAGCGATGGTTGTTCCACGCACTGACAAC
ATCACCTTGGCAATCCTGGCTGCTCTGACACCACTGGCCCGGGGC
ACACTGCTTGTGGCGTGGAGAGCAGGCCTTGCTACTTGCGGGGGG
TTTATGCTCCTCTCTCTGAAGGGAAAAGGCAGTGTGAAGAAGAAC
TTACCATTTGTCATGGCCCTGGGACTAACCGCTGTGAGGCTGGTC
GACCCCATCAACGTGGTGGGACTGCTGTTGCTCACAAGGAGTGGG
AAGCGGAGCTGGCCCCCTAGCGAAGTACTCACAGCTGTTGGCCTG
ATATGCGCATTGGCTGGAGGGTTCGCCAAGGCAGATATAGAGAT
GGCTGGGCCCATGGCCGCGGTCGGTCTGCTAATTGTCAGTTACGT
GGTCTCAGGAAAGAGTGTGGACATGTACATTGAAAGAGCAGGTG
ACATCACATGGGAAAAAGATGCGGAAGTCACTGGAAACAGTCCC
CGGCTCGACGTGGCGCTAGATGAGAGTGGTGATTTCTCCCTGGTG
GAGGATGACGGTCCCCCCATGAGAGAGATCATACTCAAGGTGGT
CCTGATGACCATCTGTGGCATGAACCCAATAGCCATACCCTTTGC
AGCTGGAGCGTGGTACGTATACGTGAAGACTGGAAAAAGGAGTG
GTGCTCTATGGGATGTGCCTGCTCCCAAGGAAGTAAAAAAGGGG
GAGACCACAGATGGAGTGTACAGAGTAATGACTCGTAGACTGCT
AGGCTCAACACAAGTTGGAGTGGGAGTTATGCAAGAGGGGGTCT
TTCACACTATGTGGCACGTCACAAAAGGATCCGC

Fragmento 2 (2297 bp, de nt 7991 a 10287, gen nsb5)
CCCGTGTTGGTGCAAAGCTATGGGTGGAACATAGTCCGTCTTAAG
AGTGGGGTGGACGTCTTTCATATGGCGGCTGAGCCGTGTGACACG
TTGCTGTGTGACATAGGTGAGTCATCATCTAGTCCTGAAGTGGAA
GAAGCACGGACGCTCAGAGTCCTCTCCATGGTGGGGGATTGGCTT

168




Anexos

GAAAAAAGACCAGGAGCCTTTTGTATAAAAGTGTTGTGCCCATAC
ACCAGCACTATGATGGAAACCCTGGAGCGACTGCAGCGTAGGTAT
GGGGGAGGACTGGTCAGAGTGCCACTCTCCCGCAACTCTACACAT
GAGATGTACTGGGTCTCTGGAGCGAAAAGCAACACCATAAAAAGT
GTGTCCACCACGAGCCAGCTCCTCTTGGGGCGCATGGACGGGCCT
AGGAGGCCAGTGAAATATGAGGAGGATGTGAATCTCGGCTCTGGC
ACGCGGGCTGTGGTAAGCTGCGCTGAAGCTCCCAACATGAAGATC
ATTGGTAACCGCATTGAAAGGATCCGCAGTGAGCACGCGGAAACG
TGGTTCTTTGACGAGAACCACCCATATAGGACATGGGCTTACCAT
GGAAGCTATGAGGCCCCCACACAAGGGTCAGCGTCCTCTCTAATA
AACGGGGTTGTCAGGCTCCTGTCAAAACCCTGGGATGTGGTGACT
GGAGTCACAGGAATAGCCATGACCGACACCACACCGTATGGTCAG
CAAAGAGTTTTCAAGGAAAAAGTGGACACTAGGGTGCCAGACCCC
CAAGAAGGCACTCGTCAGGTTATGAGCATGGTCTCTTCCTGGTTGT
GGAAAGAGCTAGGCAAACACAAACGGCCACGAGTCTGTACCAAA
GAAGAGTTCATCAACAAGGTTCGTAGCAATGCAGCATTAGGGGCA
ATATTTGAAGAGGAAAAAGAGTGGAAGACTGCAGTGGAAGCTGT
GAACGATCCAAGGTTCTGGGCTCTAGTGGACAAGGAAAGAGAGCA
CCACCTGAGAGGAGAGTGCCAGAGTTGTGTGTACAACATGATGGG
AAAAAGAGAAAAGAAACAAGGGGAATTTGGAAAGGCCAAGGGCA
GCCGCGCCATCTGGTATATGTGGCTAGGGGCTAGATTTCTAGAGTT
CGAAGCCCTTGGATTCTTGAACGAGGATCACTGGATGGGGAGAGA
GAACTCAGGAGGTGGTGTTGAAGGGCTGGGATTACAAAGACTCGG
ATATGTCCTAGAAGAGATGAGTCGCATACCAGGAGGAAGGATGTA
TGCAGATGACACTGCTGGCTGGGACACCCGCATCAGCAGGTTTGA
TCTGGAGAATGAAGCTCTAATCACCAACCAAATGGAGAAAGGGCA
CAGGGCCTTGGCATTGGCCATAATCAAGTACACATACCAAAACAA
AGTGGTAAAGGTCCTTAGACCAGCTGAAAAAGGGAAAACAGTTAT
GGACATTATTTCGAGACAAGACCAAAGGGGGAGCGGACAAGTTGT
CACTTACGCTCTTAACACATTTACCAACCTAGTGGTGCAACTCATT
CGGAATATGGAGGCTGAGGAAGTTCTAGAGATGCAAGACTTGTGG
CTGCTGCGGAGGTCAGAGAAAGTGACCAACTGGTTGCAGAGCAAC
GGATGGGATAGGCTCAAACGAATGGCAGTCAGTGGAGATGATTGC
GTTGTGAAGCCAATTGATGATAGGTTTGCACATGCCCTCAGGTTCTT
GAATGATATGGGAAAAGTTAGGAAGGACACACAAGAGTGGAAACC
CTCAACTGGATGGGACAACTGGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTCCCAC
CACTTCAACAAGCTCCATCTCAAGGACGGGAGGTCCATTGTGGTTC
CCTGCCGCCACCAAGATGAACTGATTGGCCGGGCCCGCGTCTCTCC
AGGGGCGGGATGGAGCATCCGGGAGACTGCTTGCCTAGCAAAATC
ATATGCGCAAATGTGGCAGCTCCTTTATTTCCACAGAAGGGACCTC
CGACTGATGGCCAATGCCATTTGTTCATCTGTGCCAGTTGACTGGGT
TCCAACTGGGAGAACTACCTGGTCAATCCATGGAAAGGGAGAATG
GATGACCACTGAAGACATGCTTGTGGTGTGGAACAGAGTGTGGATT
GAGGAGAACGACCACATGGAAGACAAGACCCCAGTTGCGAAATGG
ACAGACATTCCCTATTTGGGAAAAAGGGAAGACTTGTGGTGTGGAT
CTCTCATAGGGCACAGACCGCGCACCACCTGGGCTGAGAACATTAA
AAACACAGTCAACATGGTGCGCAGGATCATAGGTGA

VDEN-1 Hija Fragmento 1 (248 bp, gen c¢)
CGGAAGCTTGCTTAACGTAGTTCTAACAGTTTTTTATTAGAGAGCAG
(cabeza) | ATCTCTGATGAACAACCAACGGAAAAAGACGGGTCGACCGTCTTTC
AATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTGTCAACTGGTTCACAGT
TGGCGAAGAGATTCTCAAAAGGATTGCTTTCAGGCCAAGGACCCAT
GAAATTGGTGATGGCTTTCATAGCATTTCTAAGATTTCTAGCCATAC
CCCCAACAGCAGGAAT
Fragmento 2 (187 bp, gen e)
TTGACTGCTGGTGCAATGCCACAGACACATGGGTAACCTATGGGAC
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GTGTTCTCAAACCGGCGAACACCGACGAGAGAAACGTTCCGTGGCA
CTGGCCCCACACGTGGGACTTGGTCTAGAAACAAGAACCGAAACAT
GGATGTCCTCTGAAGGCGCTTGGAAACAAATACAAAGAGTGGAAAC
TTGGGCTTTGAGACACCCAGGATTCACGGTGATAGCCTTGTTTTTAG
CAC

Fragmento 3 (205 bp, gen e)
GGGTAATGGCTGCGGACTATTCGGAAAAGGAAGTCTATTGACGTGT
GCCAAGTTCAAGTGTGTGACAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAAT
ATGAAAACCTAAAATATTCAGTGATAGTCACTGTCCACACTGGGGA
CCAGCACCAGGTGGGAAACGAGACCACAGAACATGGAATAATTGCA
ACCATAACACCTCAAGCTCCC

Hija
(cabeza)

Fragmento 1 (244 bp, gen c¢)
AGCTTGCTTAACGTAGTTCTAACAGTTTTTTATTAGAGAGCAGATCTC
TGATGAACAACCAACGGAAAAAGACGGGTCGACCGTCTTTCAATATG
CTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTGTCAACTGGTTCACAGTTGGCGA
AGAGATTCTCAAAAGGATTGCTTTCAGGCCAAGGACCCATGAAATTG
GTGATGGCTTTCATAGCATTTCTAAGATTTCTAGCCATACCCCCAACA
GCAGGAAT

Fragmento 2 (233 bp, gen )
GTCGCCGAACGTTTGTAGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGCGGACT
ATTCGGAAAAGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGA
CAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACCTAAAATATTCAG
TGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAACGA
GACCACAGAACATGGAATAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCC
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