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SÍNTESIS 

La transmisión vectorial de arbovirus (dengue, chikungunya y Zika) por Aedes aegypti 

es un fenómeno clave para comprender la epidemiología de estas enfermedades, sin 

embargo, es una temática insuficientemente estudiada. El objetivo general de esta tesis 

fue caracterizar la transmisión 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 

determinó la dinámica espacio-temporal de la transmisión vertical de los virus del 

dengue y Zika en poblaciones habaneras de Ae. aegypti, en condiciones naturales. 

Mediante técnicas moleculares (PCR y secuenciación nucleotídica) 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 transmisión vertical natural de estos flavivirus en poblaciones 

cubanas del vector. Las relativamente altas frecuencia de aparición y tasas de infección 

por los virus del dengue en algunas de las áreas estudiadas sugirieron una circulación 

sostenida de estos virus en las poblaciones de Ae. aegypti. Además, 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 infección, diseminación y transmisión de los 

virus dengue-1 y Zika moderadas (<25%) y similares entre las poblaciones evaluadas, 

lo que ratificó la implicación de esta especie en la transmisión de estos durante los 

brotes/epidemias ocurridos en La Habana. Adicionalmente, se comprobó la habilidad 

de este vector para transmitir el virus chikungunya desde los tres días post exposición, 

lo cual constituyó una alerta sobre el riesgo latente de brotes de este alfavirus en Cuba. 

Los ensayos de transmisión 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 gonadotróficos, ratificando los resultados 

encontrados en el terreno. Por último, se comprobó que hembras de Ae. aegypti 

infectadas verticalmente excretaron partículas virales infecciosas de chikungunya y 

Zika en la saliva, lo cual demuestra la capacidad de esta vía de transmisión para generar 
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vectores con potencialidad para infectar hospederos vertebrados. También se detectó 

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 señala a la transmisión vertical en Ae. aegypti como 

un modo de transmisión de arbovirus epidemiológicamente 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-virológico de las mismas 

como una herramienta promisoria para la prevención y la vigilancia de la circulación 

de arbovirus en Cuba. 

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

vigilancia entomo-virológica, competencia vectorial, mosquitos.
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INTRODUCCIÓN 

Los arbovirus agrupan a una variedad de entidades virales que circulan en la naturaleza 

alternando entre vectores y hospederos vertebrados(1). Entre ellos, los virus 

transmitidos por Aedes aegypti (Linneus, 1762) (subgénero Stegomyia), han afectado a 

las poblaciones humanas por siglos(2). En particular, los flavivirus dengue (VDEN) y Zika 

(VZIK), así como el alfavirus chikungunya (VCHIK) se consideran globalmente entre los 

de mayor relevancia epidemiológica(3, 4), y provocan epidemias frecuentes a través de 

eventos de emergencia y re-emergencia(5).  

Los virus del dengue (VDEN-1, -2, -3 y -4) son los más extendido y causantes del mayor 

número de casos de arbovirosis en Las Américas, con circulación de sus cuatro 

serotipos. Aunque estos virus son endémicos en la mayoría de los países de Centro, Sur-

América y el Caribe, los casos de dengue aumentaron en la región en las últimas cuatro 

décadas, de 1500 millones de casos entre 1980 y 1989 a 17 500 millones en 2010-

2019(6-9). La infección por VDENs es frecuentemente inaparente(10), aunque puede 

producir un amplio rango de manifestaciones clínicas, que van desde un cuadro leve, 

hasta las formas severas que pueden conducir a la muerte(11, 12).  

Por su parte el VCHIK, emergió en Las Américas en 2013, causando tres grandes 

epidemias entre 2014 y 2016, con 671 628 – 1 089 982 casos notificados por año en ese 

periodo. Una década después, el VCHIK sigue propagándose y causando epidemias en 

la región. Hasta la fecha, se registran 3700 millones de casos sospechosos y confirmados 

de chikungunya en 50 países o territorios del continente(13). La enfermedad causada 

por el VCHIK se caracteriza por manifestaciones agudas y crónicas, que suelen incluir 

fiebre y poliartralgias, a menudo dolorosas y debilitantes(14), lo que la convierte en un 

importante problema de salud pública(13). 

El VZIK, por el contrario, tras su entrada en la región americana en 2015, causó una 

gran epidemia con 650 867 casos notificados en 2016, seguida de un descenso 

sustancial en los años siguientes(15). Si bien el descenso de las notificaciones de casos 

de Zika se debe probablemente a la inmunidad colectiva y su efecto en la limitación de 

la transmisión(15), el reducido número de registros de casos también puede deberse a 

su mayor tasa de infecciones inaparentes (`~80%)(16), junto al descenso de la 



                                                                                                       Introducción 
 

 
 

vigilancia(13). Aunque la enfermedad por Zika es habitualmente leve(16) y autolimitada, 

se han asociado dos síndromes a la infección por VZIK: el Sindrome Guillain Barré y el 

síndrome de VZIK congénito (SZC)(17). Este último es el más alarmante y reúne un 

conjunto de anomalías en el recién nacido o feto de una madre infectada(18, 19). 

En Cuba la primera epidemia de dengue confirmada a nivel de laboratorio se registró 

en 1977, causada por el serotipo 1(20). A partir de entonces, la isla se ha visto afectada 

por brotes, epidemias y co-circulación de varios serotipos de dengue, lo cual ha sido 

más frecuente a partir del siglo XXI(21). El año 2013 fue el de mayor registro de casos de 

dengue en Las Américas, previo a la introducción de los VCHIK y VZIK en diciembre de 

2013 y 2015 respectivamente(21). Cuba no estuvo ajena a esta tendencia, con brotes y 

co-circulación de los VDENs y VZIK registrados en todas las provincias del país entre 

2017 y 2019(21). Sin embargo, a pesar de identificarse alrededor de 200 casos 

importados de chikungunya en el territorio nacional(22) y la detección de la transmisión 

autóctona de este virus en la provincia de Santiago de Cuba durante 2015(21); la 

transmisión local de este alfavirus no se ha registrado en La Habana(21). 

Aedes aegypti es el principal vector global de los VDENs, VCHIK y VZIK en el entorno 

urbano(5). Este mosquito es originario de África y su introducción en Las Américas data 

del siglo XVII, logrando una amplia distribución en el continente(23). La preferencia de 

este culícido para criar en las viviendas o sus alrededores y alimentarse de humanos(24) 

convierte a este mosquito (de entre más de 3500 especies) en el causante de las 

principales epidemias urbanas por arbovirus en el mundo, especialmente en regiones 

tropicales y subtropicales(5). Estos rasgos eto-ecológicos determinan su alta capacidad 

vectorial para la transmisión de patógenos(25). 

La transmisión horizontal (TH) de arbovirus se reconoce como la vía más frecuente y 

epidemiológicamente más importante(1). Después que la hembra de Ae. aegypti pica a 

una persona en fase virémica, desarrolla un período de incubación viral durante el cual 

ocurre la replicación y diseminación del patógeno hasta que alcanza las glándulas 

salivares y es secretado en la saliva durante la siguiente toma de sangre sobre un nuevo 

hospedero(26). Esa habilidad para infectarse, diseminar y transmitir un patógeno se 

conoce como competencia vectorial (CoV), y es esencial en las dinámicas de 

transmisión(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 propagación y orientar los programas de 

control.   

Además, se ha demostrado que la hembra de Ae.  aegypti es capaz de transmitir los 

VDENs, VCHIK y VZIK a su descendencia después de infectarse (transmisión vertical) 

tanto en condiciones de laboratorio(27-30) como de foma natural(31-33). Algunos autores 

afirman que es poco probable que esta vía sea importante para la persistencia de los 

arbovirus en la naturaleza(34). Sin embargo, las incontables publicaciones de 

transmisión vertical (TV) de arbovirus(1, 28, 35-39) provenientes de regiones endémicas 

como la India(31, 39), Filipinas(40), México(32), Brazil(38, 41), entre otros, sugieren que este 

modo de transmisión puede favorecer el mantenimiento y co-circulación de arbovirus 

en estos sitios y, por tanto, impactar en la epidemiología de estas enfermedades(39, 42). 

No obstante, la circulación al interior de la población de vectores no es un criterio 

suficiente para garantizar endemicidad y re-emergencia de arbovirus(30, 43, 44). Para ello, 

la transferencia intervectorial del patógeno 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(43, 

45-47), ningún estudio publicado ha demostrado verdaderamente que hembras de Ae. 

aegypti no colonizados y verticalmente infectados pueden excretar partículas virales 

infecciosas en su saliva. 

También se ha verificado la factibilidad del monitoreo de la infección por arbovirus en 

poblaciones de mosquitos colectados en el terreno para la vigilancia de la circulación 

de estos virus en un área determinada, lo cual ha sido propuesto, además, como una 

herramienta útil 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, 

básicamente a partir de datos bio-ecológicos de su elevada abundancia y amplia 

distribución(50); y los registros sobre su papel vector en varias regiones del mundo(51). 

Además se demostró la ocurrencia de TV de VDEN-3 en una población habanera de este 

vector(52). Sin embargo, la dinámica de infección 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; así como las potencialidades de la TV 

para “producir” hembras infectadas capaces de transmitir horizontalmente los virus.   

De ahí que la presente investigación se planteó la siguiente hipótesis: 

Hipótesis: Las hembras de poblaciones de Aedes aegypti de La Habana transmiten 

horizontal y verticalmente los virus del dengue, chikungunya y Zika; y la transmisión 

vertical de estos puede generar hembras con potencialidad infectiva para iniciar nuevos 

ciclos de transmisión horizontal. 

Para comprobar la hipótesis se propusieron los siguientes objetivos:  

Objetivo general: Caracterizar la transmisión 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 específicos: 

1. Determinar la dinámica espacio-temporal de la transmisión 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 transmisión 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 

partículas virales infecciosa en la saliva. 

Novedad científica  

Por primera vez en Cuba se estudia la transmisión de los VDENs, VCHIK y VZIK por Ae. 

aegypti. Se demostró, además la ocurrencia de TV de los cuatro serotipos de dengue y 

VZIK en poblaciones naturales del vector, y de forma simultánea se estudió su 

distribución 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 infección, diseminación y 

transmisión para estos agentes. Por último, se verificó 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 comprobó que hembras de esta especie, 

infectadas verticalmente, pueden excretar partículas virales funcionales de VCHIK y 

VZIK en la saliva. Los resultados del presente trabajo han permitido la obtención de 

cinco premios, publicar tres artículos en revistas internacionales y presentar ocho 

ponencias en eventos internacionales, una tesis de maestría y dos tesis de grado (Avales 

de la tesis).  

Valor teórico  

Los resultados obtenidos tienen un importante valor teórico e impacto en el campo de 

la epidemiología, el diseño de modelos pronósticos y alerta temprana. Esta tesis adaptó 

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 implementación 

de un sistema de vigilancia entomo-virológica en Cuba. De igual forma, el protocolo de 

trabajo para los ensayos de TV, permitirá continuar los estudios experimentales sobre 

este fenómeno. Por último, 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 infección efectiva de hembras de Ae. aegypti además del ya conocido 

paradigma de infección de mosquitos mediante la alimentación sanguínea sobre un 

hospedero en fase virémica o transmisión horizontal.  

Valor práctico  

Esta tesis demostró la importancia práctica 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 introducción paulatina de la vigilancia entomo-

virológica en Cuba.



 

 
 

Capítulo I 

Revisión Bibliográfica 



                                                                                    Capítulo I. Revisión Bibliográfica 

6 
 

I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Los arbovirus dengue, chikungunya y Zika  

El término arbovirus («arbo» acrónimo del inglés arthropod-borne) agrupa a los 

agentes virales transmitidos por artrópodos. Esta denominación reúne 

aproximadamente a 530 virus de ácido ribonucleico (ARN), de los cuales alrededor de 

130 tienen relevancia sanitaria(53). Los arbovirus actualmente reconocidos se 

encuentran en cinco familias, entre las cuales se destacan: Flaviviridae, Togaviridae y 

Bunyaviridae(54). De ellas, los géneros que incluyen los virus más importantes desde el 

punto de vista epidemiológico son: (i) Flavivirus, que agrupa los virus de la fiebre 

amarilla (VFA), dengue (VDENs), 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(54). Los VDENs, VCHIK y VZIK se consideran 

globalmente entre los de mayor relevancia epidemiológica(3, 4), y se estima que 

aproximadamente 3900 millones de personas en más de 120 países viven en riesgo de 

contraer la infección por cualquiera de ellos (55). 

Mosquitos vectores del género Aedes (subgénero Stegomyia), especialmente Aedes 

aegypti, son los causantes, en áreas urbanas y periurbanas, de las emergencias y re-

emergencias de los arbovirus más notables del siglo XXI (VDENs, VCHIK, VFA y VZIK)(5). 

Actualmente, la distribución de esos vectores es la más amplia registrada e incluye 

América del Norte y Europa(56). La urbanización acelerada y no planificada, las 

condiciones socio-económicas inadecuadas, unido al incremento de los viajes 

internacionales y el cambio climático, están entre las causas fundamentales de la 

emergencia y expansión geográfica sin precedentes de los arbovirus y sus vectores(17, 

57). 
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1.1.1 Clasificación, estructura, organización genómica 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 serológica 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(58).  

Los viriones maduros de los flavivirus son partículas icosaédricas, de alrededor de 50 

nm de diámetro con una envoltura lipopolisacarídica(58, 59) (figura 1.1 A). Su genoma 

está compuesto por una simple cadena de ARN positivo de ~11 kb, que contiene un 

único marco abierto de lectura (ORF, del inglés open reading frame), y está flanqueada 

por regiones no traducibles (UTR, del inglés untranslated regions) en el extremo 5'UTR 

y en el extremo 3'UTR(58-61). Estos segmentos de ARN subgenómico (sfRNA) incluyen 

secuencias importantes para la replicación y traducción viral(62-64). 

El ARN genómico codifica una poliproteína que da lugar a las diez proteínas 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(65) (figura 1.1 B). Las 

proteínas estructurales son los componentes esenciales del virión e intervienen en la 

entrada, fusión y ensamblaje viral. La proteína 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 proteína de fusión de membrana, dimérica, N-glicosilada 

que media la unión al receptor celular. La proteína E posee, además, las mayores 

propiedades inmunogénicas del virión, confiere respuesta inmune protectora 

induciendo anticuerpos neutralizantes y antifusión en el hospedero vertebrado(66).  

Los flavivirus entran a la célula hospedera vía endocitosis mediada por receptor (67). Los 

receptores y moléculas de unión varían entre los hospederos mamíferos y mosquitos, 

así como entre virus(68). Los VDENs se unen a las células diana a través de un grupo 

estructuralmente diverso de factores de unión(69). El receptor probable de VZIK en 

mamíferos es el complejo receptor tirosina-quinasa Gas6–AXL que está presente en 

cerebro, músculo, tejido reproductivo y placenta(70, 71). 
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Figura 1.1 Estructura viral (A y C) y organización genómica (B y D) de los flavivirus (panel 

superior) y del alfavirus chikungunya (panel inferior). A: adaptado de(72); B: adaptado de(73); 

C y D: adaptado de(74).
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En ningún caso se identifica un receptor celular definitivo para estos virus(75, 76); no 

obstante, se conoce que su internalización ocurre mediada por clatrina(67). 

Una vez internalizada, la partícula viral es expuesta al ambiente ácido del endosoma 

tardío, lo que provoca la fusión de las membranas viral y celular, y el desensamblaje del 

virión(77). La nucleocápside es entonces liberada al citoplasma y el ARN genómico queda 

descubierto para traducirse en la poliproteína viral. Esta poliproteína es dirigida al 

retículo endoplasmático (RE) y escindida en las tres proteínas estructurales y las siete 

no estructurales por peptidasas celulares y la NS3 viral(78).  

Las proteínas no estructurales son los componentes del complejo de replicación viral(79). 

NS1 actúa como una proteína de andamiaje que ancla el complejo de replicación viral al 

RE de la célula huésped(80). Esta proteína se halla en forma de dímeros de 46 kDa y se 

puede encontrar tanto intra como extracelularmente. NS2A de 22 kDa es esencial en el 

proceso de transición entre la replicación y el ensamblaje del ARN viral(75). NS2B, es una 

proteína 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 activación estructural de su serino-

proteasa(66). Por su parte, NS3 es una proteína multifuncional de 70 kDa con actividad 

proteasa, helicasa y ARN trifosfatasa (RTPasa) que participa en el procesamiento de la 

poliproteína viral y la replicación del ARN(75). Las pequeñas proteínas hidrofóbicas NS4A 

y NS4B, asisten a NS3 durante la replicación viral(75). Por último, NS5 de ~103 kDa, es 

una proteína multifuncional y está encargada de la replicación y transcripción viral. Esta 

enzima es la más 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 metilación del 

extremo 5’ del ARN genómico(75). 

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 próximas rondas 

de traducción o para la encapsulación en nuevos viriones(61). El ARN viral es encapsulado 

por la proteína C, un homodímero de 11 kDa(66). Seguidamente, la nucleocápside se 

convierte en un virión envuelto e inmaduro en la membrana del RE(67). En los viriones 

inmaduros la proteína E aparece formando proyecciones heterotriméricas con la 

proteína precursora prM(76), de ~165 aa y N-glicosilada. Una proteasa furina hospedera 



                                                                                    Capítulo I. Revisión Bibliográfica 

9 
 

escinde el péptido “pr” de prM, lo que permite generar la proteína M de ~75 aa, que 

permanece asociada a la partícula 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 

además dentro de los alfavirus artritogénicos o del Viejo Mundo, causantes de 

enfermedades inflamatorias músculo-esquelética en humanos y dentro de los que están 

además los VONN y VMAY, entre otros(83).    

El VCHIK es un virus envuelto de 70 nm, de simetría 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 

poliproteína no estructural (P1234) que es clivada en cuatro proteínas no estructurales 

(nsP1-4), y que forman el complejo ARN-replicasa(84, 85), y 2) el ORF2 próximo al extremo 

3’, regulado por el promotor subgenómico interno, se transcribe en un sfRNA (26S) 

positivo que codifica, después de múltiples clivajes y etapas de maduración, para cinco 

proteínas 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) la UTR 5’, de 76 nucleótidos (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 proteínas estructurales(87) (figura 1.1 D).  

El virión de VCHIK está integrado por una nucleocápside compuesta por la proteína C. 

Esta estructura está rodeada por una bicapa lipídica que contiene embebidos los 

trímeros glicoproteicos formados por tres heterodímeros de las proteínas 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 proteína viral E2, glicoproteína 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 partícula viral ocurre mediada por clatrina, pero 

también se ha informado de la entrada viral a la célula, independiente de esta vía(85). 
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Dentro del endosoma, el ambiente de bajo pH provoca cambios conformacionales en E1 

(~44 kDa), que median la fusión de la envoltura viral con la membrana endosomal del 

hospedero posterior a la endocitosis viral(85). 

Posteriormente la nucleocápside se desensambla, liberando el genoma viral en el 

citosol(88). Por medio del secuestro de la maquinaria traductora celular, se sintetiza 

rápidamente la poliproteína viral P1234 (85), que es subsecuentemente escindida en cis 

por la proteasa nsP2 (~90kDa)(89), que desempeña cuatro funciones enzimáticas 

fundamentales: helicasa, nucleótido trifosfatasa, ARN trifosfatasa y proteasa(89). El 

clivaje de P1234 ocurre a nivel de la unión nsP3/nsP4, rindiendo P123 y la proteína 

activa nsP4(90), de ~70 kDa, encargada de la síntesis del ARN viral, realizado por la RdRp 

ubicada en su extremo C terminal(84). 

De esta manera ocurre la formación inicial del complejo de replicación viral, que permite 

la síntesis del ARN viral antisentido que sirve de intermediario para la replicación 

viral(91). El complejo nsP4-P123 junto con el ARN viral, es entonces reclutado por 

estructuras conocidas como esférulas, que son invaginaciones de la membrana 

plasmática que funcionan como protectoras de los intermediarios de ARN de doble 

cadena, impidiendo su degradación por el sistema inmune innato de la célula 

hospedera(92). A medida que la infección progresa, las esférulas se internalizan, llegando 

a formar grandes estructuras membranosas conocidas como vacuolas citopáticas tipo I 

inducidas por virus (CPV-I)(92) donde continúa la síntesis del ARN viral luego de la 

obtención por separado de las otras dos proteínas no estructurales (nsP1 y nsP3). La 

proteína 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 

replicación y ensamblaje virales y confiere virulencia a VCHIK(95). 

La traducción de las cuatros proteínas no estructurales, induce un cambio de la actividad 

replicasa hacia la síntesis 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 proteína C (~30 kDa) es inmediatamente auto escindida por su dominio 

proteolítico(98). La interacción directa de la proteína C con los nuevos genomas de ARN 

viral cataliza su oligomerización y el ensamblaje de la nucleocápside(99). Posteriormente, 

ocurre la liberación de la proteína accesoria 6K (~6,6 kDa, de función aún 
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desconocida(93)) mediada por peptidasas hospederas en el RE, lo que posibilita la 

asociación de E1, E2 y E3 en un complejo trimérico inmaduro(100).  Alternativamente, las 

glicoproteínas E se organizan y transportan desde el Complejo del Golgi hacia la 

membrana plasmática en vacuolas citopáticas tipo II, que reclutan las nucleocapsides 

ensambladas en su cara citoplasmática(101). La proteína E3 (~7,4 kDa), que protege y 

estabiliza los trímeros E2/E1, es liberada por la escisión de una furina hospedera(102). El 

dominio hidrofóbico de la proteína C que forma la nucleocapside interactúa con el 

dominio citoplasmático de E2, lo que promueve la externalización de la partícula de 

VCHIK que brota de la célula hospedera como un virión maduro(90, 103). 

1.1.2 Origen, distribución geográfica y epidemiología de los virus del dengue, 

chikungunya y Zika 

Se considera que el genoma ARN de la mayoría de los arbovirus favorece la replicación 

de estos patógenos tanto en hospederos vertebrados como invertebrados, debido a que 

su plasticidad genética y tasa de mutación son superiores en comparación con los virus 

ADN(104). La elevada tasa de mutación de los virus ARN, se atribuye a la baja fidelidad de 

su RdRp, la cual opera en ausencia de actividad correctora e introduce una mutación por 

cada ciclo de replicación viral(105). Esto provoca la acumulación de genomas virales 

genéticamente distintos, organizados alrededor de una secuencia consenso en cada 

hospedero. Se postula que estas variantes intra-hospedero, llamadas también 

cuasiespecies, interactúan a nivel funcional y colectivamente contribuyen a la 

adaptación general de la población viral, lo cual tiene importantes implicaciones para la 

patogénesis del virus y favorece su gran diversidad genética(106). La variación 

significativa observada en los arbovirus, da lugar a diferentes genotipos y linajes. El uso 

de las técnicas moleculares permitió determinar la distribución geográfica de estos 

virus, sus genotipos y linajes, y realizar reconstrucciones filogenéticas que demuestran 

sus orígenes y patrones de expansión(107).  

1.1.2.1 Virus del dengue 

Los virus del complejo dengue son considerados los arbovirus más ampliamente 

distribuidos en el mundo, lo cual se debe a las migraciones humanas, la urbanización 

descontrolada y no planificada, los conflictos armados, inadecuado manejo de agua y 

desechos y un insuficiente e insostenible control del vector(108). Las primeras referencias 
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de la enfermedad por dengue datan de los años 265-420 d.n.e. en China(109). Los 

siguientes informes aparecieron en el siglo XVII y a partir de entonces describen una 

enfermedad con una distribución geográfica amplia, que alcanzó proporciones de 

pandemia a finales del siglo XVIII(109).  

El origen geográfico de los VDENs es aun tema de especulación y debate(110). Basados en 

los datos disponibles, es imposible identificar categóricamente a Asia o África como el 

lugar de origen de estos virus. Algunos autores proponen el origen definitivo en África, 

basados en la circulación de varios flavivirus trasmitidos por mosquitos cercanamente 

relacionados(111) y/o el origen africano del principal vector de los VDENs, Ae. aegypti 

aegypti(112); sin embargo, esta hipótesis no está probada(110). 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(110). Además, es muy probable que la emergencia de las actuales cepas de 

DENVs que afectan al humano originadas a partir del ciclo de transmisión selvático, se 

viera facilitada por la división alopátrica y tal vez ecológica de las cepas selváticas 

ancestrales de estos virus en poblaciones de diferentes especies de primates no 

humanos(110). La “conquista” de poblaciones de una misma especie (Homo sapiens), 

estuvo favorecida por la limitada protección heterotípica cruzada que cada serotipo viral 

genera en el hospedero; como consecuencia de la divergencia antigénica que los mismos 

alcanzaron con anterioridad(110, 113, 114). El proceso de emergencia fue impulsado además 

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 

introducción (1600-1946), con las evidencias de la asociación entre el dengue y sus 

formas más severas en los años 1950(115); 2) plan continental para la erradicación de Ae. 

aegypti (1947-1970) marcado por la exitosa desaparición del mosquito en 18 países del 

continente hacia 1962; 3) la reinfestación de Ae. aegypti (1971-1999) causada por el 

fracaso de los programas de erradicación del mosquito y 4) el incremento en la 

dispersión de Ae. aegypti y la circulación de los cuatro serotipos (2000-2010) 

caracterizada por un marcado incremento del número de brotes y el reporte cada vez en 

mayor frecuencia de casos graves(116). La incidencia global por dengue creció 
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marcadamente en las últimas dos décadas, con un incremento de más de 10 veces en el 

número de casos. La región de Las Américas, concentró el 80% de los casos informados 

mundialmente en el año 2023, con 4,1 millones de casos sospechosos, incluyendo 6710 

severos y 2049 muertes(6). 

Actualmente se identifican cinco genotipos (definidos como clados virales que tienen 

una divergencia entre su secuencia nucleotídica no mayor del 6% dentro de una región 

dada del genoma(117)) distintos en cada uno de los serotipos VDEN-1(118), VDEN-2(107) y 

VDEN-3(119), mientras que para VDEN-4 se indentifican cuatro (tabla 1.1)(120, 121). 

Algunos de estos genotipos son de amplia distribución, mientras que otros están 

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 Zanzíbar, 

costa este africana y que actualmente pertenece a Tanzania(122), donde pocos años 

después fue descrita una epidemia de Fiebre Chikungunya(123). Sin embargo, fue durante 

la epidemia ocurrida entre 1952-1953 en el suroeste de Tanzania que se identificó por 

primera vez al VCHIK como el agente causal(124). Poco después de su descubrimiento, se 

detectaron en Uganda mosquitos de la especie selvática Aedes (Stegomyia) africanus 

infectados con VCHIK, lo cual constituyó la primera evidencia de su transmisión en un 

ciclo selvático(125). Posteriormente el VCHIK se encontró en otras regiones de África 

Subsahariana(126). La primera epidemia ocurrida fuera de África, se evidenció en 1958 

en Bangkok, Tailandia(127), con otros brotes en los años 1960 y 1970 en la India(128). El 

virus se propagó entonces en todo el continente asiático provocando varias 

epidemias(129). 

En 2004, el virus pareció re-emerger, inicialmente en Kenya, antes de propagarse a territorios 

del Océano Índico, registrándose millones de casos de infección por VCHIK y la primera 

descripción de enfermedad grave y muerte relacionada con esta infección(122). Durante este 

brote se aisló una cepa epidémica de VCHIK en la isla La Reunión, donde en 2005 ocurrió una 

epidemia que afectó al 40% de su población(130). Esta cepa contiene una mutación en la posición 

226 de la glicoproteína 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 distribución 

geográfica mundial. 

Serotipo Genotipo Origen geográfico Referencias 

VDEN-1 

I Sudeste de Asia, China y el este de África 

(118) 

II Tailandia (décadas de 1950 y 1960) 

III Cepas selváticas colectadas en Malasia 

IV Islas del Oeste del Pacífico y en Australia 

V 
América, oeste de África y algunas cepas 

de Asia 

VDEN-2 

Asiático 1 Malasia y Tailandia 

(107) 

Asiático 2 China, Taiwán, Sri Lanka y Filipinas 

Cosmopolita 
Australia, África, Islas del Océano Pacífico 

e Índico y Medio Oriente 

Americano 
América Latina, el Caribe, la India e Islas 

del Pacífico en las décadas 1950 y 1960 

Asiático/Americano 
Aislamientos de origen asiático, y 

colectados en las Américas 

VDEN-3 

I 
Malasia, Filipinas, Indonesia y de las Islas 

del Pacífico Sur 

(119) 

II Tailandia, Bangladesh y Vietnam 

III 

India, Sri Lanka, Samoa, África y 

aislamientos colectados desde 1994 a la 

fecha, en Latinoamérica y el Caribe 

IV 

Cepa prototipo aislada en Filipinas en el 

año 1956 y aislamientos de China y 

Malasia de los 80 

V 
Puerto Rico de los años 60 y 70, así como 

un aislamiento de Tahití de 1965 

VDEN-4 

I Tailandia, Filipinas, Japón y Sri Lanka 

(120, 121) 

II 
Indonesia, Malasia, Tahití, Las Américas y 

el Caribe 

III Aislamientos recientes de Tailandia 

IV 
Aislamientos selváticos colectados en 

Malasia 
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Existe una fuerte evidencia epidemiológica y experimental de que esta es una mutación 

adaptativa que incrementó la replicación y transmisión en Ae. albopictus, vector 

principal presente en La Reunión(132). Posteriormente se identificó un conjunto de 

mutaciones que secuencialmente incrementaron la adaptabilidad del virus a esta 

especie(133). Los brotes de gran magnitud ocurridos durante este período propiciaron la 

introducción de VCHIK en regiones más templadas donde Ae. albopictus está presente, 

como por ejemplo el sur de Francia e Italia, que registraron transmisión local y brotes 

de esta enfermedad, el último con 17 y 277 casos autóctonos respectivamente en 

2017(134). 

Entre 2006 y 2011, varios países y territorios de Norte, Suramérica y el Caribe, 

detectaron casos importados de VCHIK(135), pero no fue hasta diciembre de 2013 que se 

anunció la emergencia de VCHIK en Las Américas, al detectarse el primer caso autóctono 

en Saint Martin, territorio ubicado en el Caribe(136). Después del primer reporte, VCHIK 

se expandió a 45 países y territorios de Norte, Centro y Suramérica, causando más de 

2900 millones de casos y 296 muertes hasta julio de 2016(122). Sin embargo, se considera 

que el verdadero número de casos está subestimado como resultado de un diagnóstico 

clínico incorrecto o la falta de informe(129).  

Análisis filogenéticos de secuencias parciales del gen e1 de VCHIK revelan la existencia 

de tres genotipos vinculados a su ubicación geográfica: (i) Africano Occidental, (ii) Este, 

Centro y Surafricano (ECSA) y (iii) Asiático, los cuales comparten un ancestro común en 

África 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, emergió durante la propagación 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 ahí su nombre) de Uganda en 1947(141). Estudios de 

vigilancia serológica, identificaron personas inmunes a VZIK al menos en 25 países 

africanos entre 1945 y 2014, y en siete territorios de Asia entre 1952 y 1997(142). Aunque 

los estudios serológicos 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 

detección directa del virus en países africanos y asiáticos confirman la amplia 

distribución de este agente por años(143). Se plantea que el VZIK se expandió de su ciclo 

enzoótico ancestral en África hacia Asia, hace varias décadas(17). 

La primera evidencia de una posible transmisión inter-humana urbana se registró en 

Malasia en 1966, cuando el virus fue detectado en la especie doméstica Ae. aegypti(144). 

Sin embargo, entre 1966 y 2013 no existió evidencia directa de transmisión por esta 

especie, lo que pudiera reflejar la ausencia de vigilancia y diagnóstico deficiente o nulo 

para detectar una circulación endémica o epidémica(17). Los primeros brotes de VZIK 

fueron documentados en Gabón(145) y Yap(146, 147) en 2007. En 2013, un gran brote 

comenzó 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 asoció a una enfermedad 

febril autolimitada de las áreas endémicas(149). Seguidamente, el virus se expandió por 

todo el Pacífico Sur y finalmente llegó a Las Américas, causando una epidemia masiva 

donde la microcefalia congénita fue asociada por primera vez a la infección materna con 

VZIK(150). En 2016, la Organización Mundial de la Salud (OMS) anunció la epidemia de 

VZIK como una emergencia internacional(19). Millones de casos fueron registrados en 

más de 86 países y territorios, incluyendo las manifestaciones de SGB y el SZC(17).       

Hasta la fecha, se reconocen dos genotipos principales de VZIK: africano y asiático(151, 

152). El genotipo africano, se subdivide en dos linajes principales, uno constituido por 

cepas de África Oriental y el otro por cepas de África Occidental(129) y es el responsable 

de causar infecciones en países de estas regiones, con manifestaciones clínicas leves(153). 

El genotipo asiático, por su parte, se subdivide en dos linajes principales: asiático, 

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 asiático 

circula causando brotes importantes caracterizados por manifestaciones leves, pero 

donde se registraron también las más severas como SZC y SGB(154, 155). 
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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-económico que conllevan(21). La 

infección por estos arbovirus es frecuentemente asintomática u oligosintomática (60 a 

80%, respectivamente) aunque puede producir diferentes formas clínicas, que van 

desde un cuadro leve (que se resuelve espontáneamente en 7-15 días) 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 clínico muy 

similar, principalmente durante la fase aguda, dificultando así el diagnóstico clínico y 

creando problemas para su manejo apropiado(156). Adicionalmente, el diagnóstico 

serológico puede dificultarse debido a la reactividad cruzada entre virus relacionados 

(i.e. VDENs y VZIK)(157).  

Ante la ausencia de fármacos antivirales específicos, el manejo de los enfermos por estas 

arbovirosis es sintomático y con monitoreo y evaluación constante del paciente durante 

la fase sintomática de la enfermedad(18, 158). 

1.1.3.1 Enfermedad por los virus del dengue 

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrópodos de mayor importancia en 

humanos(159). El agente etiológico de esta enfermedad es cualquiera de los cuatros 

serotipos (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 o VDEN-4) que presentan características 

antigénicas, genéticas y serológicas diferentes(160). La infección con cualquiera de los 

serotipos puede causar una presentación clínica similar que varía 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, náuseas, vómitos, petequias y leucopenia(18). Este cuadro puede presentarse 

con signos de alarma tales como: dolor abdominal intenso y continuo, vómitos 

persistentes, acumulación de líquidos, sangrado de mucosas, letargo o irritabilidad, 

hepatomegalia, y aumento progresivo del hematocrito(18, 161, 162). La enfermedad puede 

manifestarse como dengue severo, con fuga plasmática(162), hemorragias graves o 

compromiso grave de órganos, pudiendo llegar a causar la muerte(18). Durante el año 
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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%(6).  

La inmunidad a largo plazo desarrollada en el hombre después de la infección con un 

serotipo es tipo-específica, y la progresión a DS es frecuentemente asociada con la 

infección secundaria por un serotipo heterólogo (163, 164). Sin embargo, se estima que el 

75% de las infecciones anuales son inaparentes (159). La frecuencia relativa entre los 

casos inaparentes y asintomáticos en relación con los sintomáticos varía de acuerdo con 

el área geográfica, el contexto epidemiológico, el estatus inmunológico del paciente y de 

los serotipos circulantes (165).  

1.1.3.2 Enfermedad por el virus chikungunya 

La Fiebre Chikungunya es una enfermedad febril aguda con un período de incubación 

que dura, como promedio, de cuatro a siete días y una fase aguda de cinco a 10 días(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 administración de analgésicos y 

antiinflamatorios para mitigar los síntomas(168). El término Chikungunya proviene del 

lenguaje Makondo y significa ʽʽencorvarseʼʼ, el cual está referido a la postura que adopta 

el paciente debido a los fuertes dolores en las articulaciones(169). La proporción de 

individuos infectados por VCHIK que desarrolla síntomas clínicos y requiere atención 

médica es superior a la de VDENs y VZIK(135, 170), con valores que oscilan entre 72-

96%(130, 171-173).  

Se reconocen dos etapas de la enfermedad: la fase aguda y la fase tardía con artropatía 

persistente(135). En la enfermedad aguda, los pacientes manifiestan un inicio abrupto de 

los síntomas, caracterizados por fiebre alta (>38,5°C), poliartralgia, dolor de espalda, 

cefalea y fatiga(156). La poliartralgia representa el síntoma más característico, que puede 

llegar a ser intensa y producir discapacidad funcional en más del 60% de los casos(135, 

166, 174). Después de la fase aguda, entre el 40-80% de los pacientes pueden padecer 

crónicamente de manifestaciones articulares por meses y hasta varios años, lo que se 

denomina la fase tardía de la enfermedad con artropatía persistente(135, 175-178). Aunque 

de manera general las muertes por el VCHIK se consideran raras(135), después de la 

epidemia registrada en la Reunión, se documentó una alta letalidad relacionada con la 

infección por el VCHIK en ancianos con condiciones preexistentes como hipertensión 
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arterial y diabetes(179, 180), lo que llevó a afirmar que quizás las muertes por VCHIK son 

subestimadas(181).  

1.1.3.3 Enfermedad por el virus Zika 

La infección por el VZIK es, en la mayoría de los casos, asintomática y solo entre el 20-

25% de los infectados desarrollan una enfermedad que habitualmente es leve(16) y 

autolimitada, con un período de incubación promedio de dos a siete días(18, 182, 183). La 

enfermedad tiene un inicio súbito, con exantema de tipo máculo-papular con o sin fiebre 

de baja intensidad(154, 184). También pueden presentarse otras manifestaciones, como 

cefalea, mialgia, náusea, vómitos y poliartralgia, aunque, el dolor tiende a ser menor que 

en los casos de chikungunya y no incapacitante(156). 

Dos síndromes asociados a la infección 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 

más alarmante de los efectos provocados por la infección con el VZIK y reconoce un 

conjunto de anomalías en el feto o en el recién nacido(18, 19). Aunque todavía se desconoce 

el espectro completo de las manifestaciones fetales como consecuencia de la infección 

intraútero por VZIK, se describen abortos espontáneos, 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 La incidencia 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 infectó a 

casi el 50% de la población con un cuadro benigno(20). Posteriormente, en 1981 se 

produce otra epidemia causada por el VDEN-2, que provocó 158 fallecidos, de ellos 101 

niños(190). Posterior a este suceso, en Cuba se desarrolló una campaña de lucha contra 

Ae. aegypti, que permitió que el país se mantuviera libre de transmisión por más de 15 

años. 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(191). En el 

año 2000, se reportó la circulación de los VDEN-3(192) y VDEN-4 en La Habana(193). 

Posteriormente, en 2006 hubo un incremento de la transmisión(194), detectándose casos 

de dengue en ocho provincias del país, donde se aislaron los serotipos 3 y 4(195). A pesar 
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de los esfuerzos para controlar la transmisión de dengue en Cuba, durante las últimas 

décadas, se detectó un incremento en la co-circulación de los diferentes serotipos(195). 

En el año 2016, con la introducción de VZIK, se observó una disminución aparente de la 

circulación de los VDENs(21). Sin embargo, durante 2018 y 2019, se observó un 

incremento de los casos que volvió a descender durante los años epidémicos de Covid-

19 en Cuba (2020 y 2021). Desde 2022, este comportamiento cambió, con un incremento 

notable del número de casos de dengue en la isla y el reporte de circulación de los cuatro 

serotipos(196). 

1.1.4.2 La incidencia del virus chikungunya en Cuba 

Los primeros casos de VCHIK en Cuba se detectaron a mediado del año 2014. Todos los 

casos positivos detectados por el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del 

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” (IPK), en ese año correspondieron a casos 

importados, principalmente de Venezuela, Jamaica y República Dominicana, aunque 

también se registraron casos procedentes de Nicaragua, San Vicente y las Granadinas, 

Alemania e Irlanda(197). La mayoría de los pacientes tenían residencia permanente en La 

Habana. No obstante, otras 11 provincias también registraron casos importados de 

VCHIK(197).   

Durante el año 2015 Cuba informó 226 casos de infección con el VCHIK(196). De ellos, una 

parte correspondió a un pequeño brote de Fiebre Chikungunya en la oriental provincia 

de Santiago de Cuba, el cual se eliminó rápidamente, constituyendo el único evento de 

transmisión local de VCHIK en Cuba. La cepa aislada se clasificó como perteneciente al 

genotipo asiático(21). A partir de esa fecha no se identifica la transmisión de este agente 

viral en el país(21).  

1.1.4.3 La incidencia del virus Zika en Cuba 

La epidemia del VZIK que comenzó en Las Américas a finales de 2015 no tardó en llegar 

a Cuba, a pesar de los esfuerzos del gobierno cubano por precaver la enfermedad 

emergente. En el año 2016, precedido por el diagnóstico de casos importados de Fiebre 

Zika, se confirmó la introducción y transmisión de este virus, la cual se mantuvo y 

extendió a todo el país(21). El año 2017 fue el de mayor registro de casos de VZIK, que 

fueron disminuyendo durante 2018 y 2019. A partir de entonces, Cuba no registra 

ningún otro caso autóctono de infección con este virus(196). 
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1.2 Transmisión de arbovirus por Aedes aegypti 

1.2.1 El mosquito Aedes aegypti 

1.2.1.1 Origen y distribución de Aedes aegypti 

Los mosquitos son artrópodos pertenecientes a la clase Insecta, oden Diptera, familia 

Culicidae. Esta familia agrupa los insectos que poseen piezas bucales en forma de 

probóscide rígida de tipo picador-chupador. Ella incluye, entre otros, los géneros 

Anopheles, Culex y Aedes. Dentro de este último, 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 más antropofílicas de 

su género y es vector natural de numerosos arbovirus (i.e. VDENs, VFA, VCHIK, VZIK)(5). 

Consecuentemente, esta especie constituye un gran riesgo e interés para la salud 

pública.  

Aedes aegypti tiene su origen en África y fue introducido en Las Américas con la trata de 

esclavos(23). En el continente africano, están presentes dos formas de esta especie que se 

diferencian por criterios morfológicos y eco-etológicos: i) Aedes aegypti formosus, forma 

ancestral, más oscura, de preferencias tróficas diversas (el hombre y animales), habita 

tanto en zonas selváticas como urbanas, las larvas se desarrollan en hábitats naturales 

(huecos de rocas, agujeros de árboles) y artificiales, y de manera general presenta menor 

susceptibilidad a los arbovirus(199, 200) ii) Aedes aegypti aegypti, forma más clara, 

doméstica y estrictamente antropofílica, vive en ambientes urbanos. Las larvas se 

desarrollan en hábitats artificiales como neumáticos usados, y otros recipientes 

utilizados por el hombre para almacenar agua(201). La forma doméstica de Ae. aegypti 

que actualmente existe fuera de África, constituye un grupo monofilético(23), lo que 

revela que el evento de domesticación ancestral de esta especie se produjo una sola vez 

y todas las poblaciones fuera de África descienden de este único linaje(202).  

En la actualidad, Ae. aegypti está establecido en 167 países(203), esencialmente en las 

regiones tropicales y subtropicales (20o S - 30o N) africanas, americanas, asiáticas, 

australianas y en Oceanía(24, 204, 205). Las condiciones ambientales idóneas para Ae. aegypti 

se expandieron globalmente a razón de 1,5% por década desde 1950 y esa tendencia se 

espera que se acelere durante el próximo siglo(206). Los patrones de distribución 
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altitudinal de este culícido también cambiaron, ascendiendo, por ejemplo en Puebla 

(México),  de 1630 msnm en 1987(207) a 2133 msnm en 2011(208). 

1.2.1.2 Ciclo de vida y bioecología de Aedes aegypti 

El ciclo de vida de Ae. aegypti consta de dos etapas bien definidas. La primera está 

constituida por la fase acuática 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 días en condiciones favorables 

de nutrición y a temperaturas de 25-29°C(211). 

Después de la etapa larval, comienza el estadio pupal (figura 1.2A) que dura 

aproximadamente dos días, en el que no se alimenta(24). Durante este estadio, una 

metamorfosis completa permite al mosquito pasar de un modo de vida acuático a un 

modo de vida aéreo. En general los machos son los primeros en emerger, tienen una vida 

más corta y su misión evolutiva es el apareamiento con las hembras, que tiene lugar 

pocos días después de la emergencia(212). En la mayoría de los casos, las hembras se 

aparean una sola vez y almacenan los espermatozoides en su espermateca(213). El ciclo 

de Ae. aegypti, de huevo a adulto, se completa en óptimas condiciones de temperatura y 

alimentación entre 9 a 10 días(214). 

Aedes aegypti no se aleja mucho de sus criaderos. Varias investigaciones concluyeron 

que las distancias máximas de vuelo están entre 154 y 1207 m(215). La distancia de 

dispersión aceptada para este mosquito es de menos de 150 m(109), y la reducción de 

sitios de cría en áreas con presencia de este vector favorece su propagación(216).  

El adulto o imago (figura 1.2A) es un mosquito de color negro, de mediano tamaño, 

aproximadamente entre cuatro y siete mm de longitud(24). Esta especie es fácilmente 

distinguible por las escamas blancas en la superficie dorsal del tórax 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, tórax y abdomen. En la 

cabeza, encontramos las piezas bucales y los órganos sensoriales como los ojos 

compuestos y las antenas. El tórax está segmentado en tres partes: pro, meso y meta-

tórax y cada uno porta un par de patas. Además, en el mesotórax se inserta un par de 

alas membranosas. 
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Figura 1.2 Estadios del ciclo de vida (A) y fases de la infección de los arbovirus en Aedes 

aegypti (C, adaptada de(218)). El mosquito Ae. aegypti es distinguible por la disposición en 

forma de lira de las escamas blancas en su tórax (B). 
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El abdomen se dividide en diez segmentos en el que los últimos corresponden a los 

apéndices genitales(198). La anatomía interna está compuesta por un aparato digestivo 

que ocupa la mayor parte de la cavidad general del mosquito, al cual llega la toma 

sanguínea que realizan las hembras. En el tórax se encuentran las glándulas salivares 

trilobuladas que secretan la saliva liberada en el momento de la picada. La circulación, 

la respiración y la excreción son aseguradas por la hemolinfa, la red de tráqueas con los 

espiráculos y los túbulos de Malpighi respectivamente. El aparato genital consta, en las 

hembras, de dos ovarios y una espermateca, y en el macho, de dos testículos y una 

vesícula 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 períodos de tiempo en ausencia 

de sangre(210). Las hembras tienen la capacidad de localizar un humano y alimentarse de 

su sangre exitosamente, fenómeno que se ha nombrado “búsqueda del hospedero”(219, 

220). Este comportamiento es dependiente de la edad y el estado fisiológico(221-223). Las 

hembras desarrollan gradualmente su competencia fisiológica y etológica para buscar y 

alimentarse de la sangre humana después de la emergencia y la cópula, en orden de 

completar su ciclo gonadotrófico(224). Luego de una alimentación sanguínea completa, se 

vuelven refractarias al olor del hospedero hasta después de la oviposición(225). 

Generalmente, después de cada ingesta completa de sangre, la hembra desarrolla un lote 

de huevos. Este mosquito puede alimentarse con sangre más de una vez entre cada 

puesta, especialmente si es perturbado antes de llenarse completamente(226). El ciclo 

gonadotrófico dura aproximadamente 72 h, pero puede prolongarse a bajas 

temperaturas(227). Después de una alimentación sanguínea completa, la hembra puede 

volver a alimentarse en un intervalo de dos a cuatro días(214). Durante la picada, esta 

especie inyecta al hospedero invertebrado moléculas anti-hemostáticas que previenen 

la agregación plaquetaria, la vasoconstricción y la coagulación(228). La sangre ingerida 

aporta las proteínas necesarias para la maduración de los huevos antes de su 

fecundación. Las hembras adultas pueden producir hasta cinco lotes de huevos durante 

su vida y los depositan en cantidades entre 100-200 por ovipuesta, lo que depende de la 

cantidad de sangre ingerida(24). Además, seleccionan múltiples depósitos con agua para 
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ovipositar, comportamiento conocido como oviposición saltada(229). Las hembras se 

alimentan en horario diurno y lugares oscuros, fundamentalmente al amanecer y al 

anochecer(214). 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 patógeno, bajo condiciones espacio-

temporales dadas, es conocida como capacidad vectorial (CaV)(231), la cual es un 

fenómeno complejo que depende en gran medida de las relaciones entre el patógeno, el 

vector y su hospedador vertebrado. La CaV es un elemento esencial para caracterizar la 

dinámica de un sistema vectorial dado y está determinada por factores extrínsecos e 

intrínsecos (anexo 1.1)(232, 233). Entre los primeros, se encuentran la temperatura y la 

humedad, que influyen en la longevidad y abundancia del vector, así como en la duración 

del período de incubación extrínseco (PIE)(234, 235). El PIE es una variable clave en la 

transmisión de un ente infeccioso a un nuevo hospedero y se define como el tiempo que 

transcurre entre la adquisición del patógeno por el vector mediante la alimentación 

sanguínea y su posterior excreción en la saliva(233). Por su parte, los factores intrínsecos 

están relacionados con las bases genéticas de la especie vectora y el patógeno, los que 

influyen en la susceptibilidad a la infección y la eficiencia en la transmisión. La habilidad 

intrínseca de una especie para ingerir, replicar y transmitir un patógeno a un hospedero 

durante la picadura se define como competencia vectorial (CoV)(26, 236, 237) (figura 1.2C). 

Además de los determinantes intrínsecos de origen genético que la controlan, la CoV está 

modulada por factores extrínsecos y ambientales como la dosis viral ingerida por el 

vector y la temperatura a la que se somete este sistema biológico(26).  

Aedes aegypti es el responsable de la mayor parte de la transmisión 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). Su alta 

domesticidad determina su CaV(25) y algunos rasgos de su conducta se identifican como 

potenciadores de la transmisión arboviral. Ellos son: i) la alimentación preferencial de 

sangre human(241, 242), la cual se asocia con una mayor producción de huevos(242); ii) su 

condición de picadora persistente(243), que realiza varias tomas de sangre hasta llenarse 

completamente(244), a menudo en un mismo día y dentro de una misma casa(241); iii) la 
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selección de sus sitios de reposo, en refugios cubiertos, desprovistos del movimiento del 

aire y de la vista humana(245), en zonas preferentemente oscuras y sombreadas(246); iv) 

sus patrones de dispersión en los que se observa que las hembras generalmente 

permanecen dentro de la casa de liberación o en casas adyacentes(215); v) amplia 

distribución mundial a la cual contribuye la explotación que hace de los recipientes 

artificiales de almacenamiento de agua como sitios de cría(240, 247); vi) su variada CoV 

para transmitir además, en condiciones de laboratorio,  VMAY(248, 249) y el 

orthobunyavirus del lago Ebinur (VLE)(250), así como las filarias Brugia malayi y 

Wuchereria bancrofti(210). Adicionalmente se incrimina como vector del virus de la 

Encefalitis Equina Venezolana en Colombia, así 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 infección por arbovirus 

Como todos los insectos, Ae. aegypti posee múltiples barreras anatómicas y fisiológicas, 

que pueden impedir la invasión y establecimiento de patógenos durante el proceso de 

infección. El tubo digestivo y las glándulas salivares de la hembra adulta son las dos 

principales barreras físicas para la transmisión del virus por el mosquito(231). La primera 

barrera física que ofrece el vector es la membrana peritrófica (MP), una gruesa envoltura 

quitinosa semipermeable compuesta además por proteínas y glicoproteínas, 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 alimentación 

sanguínea y se observa al microscopio óptico o electrónico entre cuatro y ocho horas 

después de la ingestión de sangre. El papel de la MP como barrera física a la infección 

por patógenos ha sido ampliamente discutido(252). Algunos autores plantean que la MP 

es impermeable a partículas del tamaño de virus(253), 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 formación(252).  

Una vez en el espacio ectoperitrófico, el patógeno encontrará la Barrera a la Infección 

del Intestino Medio (MIB, del inglés Midgut Infection Barrier), la cual limita la 

colonización de este órgano 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 están totalmente dilucidados, aunque se identificaron varias proteínas 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 órganos blanco secundarios. Los elementos 

involucrados en impedir la multiplicación y diseminación viral constituyen la Barrera al 

Escape del Intestino Medio (MEB, del inglés Midgut Escape Barrier)(231). Las evidencias 

disponibles sugieren que la lámina basal (LB) es la ruta crítica 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 diseminación 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(256). También se hipotetiza que 

determinadas moléculas señales y efectoras, que se activan en presencia de la 

replicación arboviral, remodelan la LB de manera que los viriones puedan 

atravesarla(257). 

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 glándulas salivares 

(GS)(254). 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 infección en ellas(258, 259). Los 

factores que impiden la entrada y replicación viral en las GS constituyen la Barrera a la 

Infección de las Glándulas Salivares (SGIB, del inglés Salivary gland Infection Barrier). 

Una vez lograda la infección y replicación en las células acinares, los virus son finalmente 

liberados en las cavidades apicales donde la saliva se acumula antes de su liberación 

durante la picada a un vertebrado. La barrera que bloquea la liberación de los virus 

maduros en las cavidades apicales es la Barrera al Escape de las Glándulas 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 composición 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 sustitución de un aminoácido cargado (Arg94) por Gln en la glicoproteína E 

de VDEN-2, el virus experimentó un escape eficiente del intestino medio cuando se 
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enfrentó a una fuerte MEB en Ae. aegypti y por tanto conllevó un aumento de la 

competencia vectorial en el culícido. 

Además de las barreras físicas existen mecanismos inmunológicos innatos que limitan 

la infección del arbovirus en el vector(263). Las vías de señalización Toll, JAK/STAT e Imd, 

así como la vía del ARN de interferencia (ARNi), se sugieren como los principales 

mecanismos de defensa del mosquito frente a la infección viral. Las tres primeras vías se 

activan por el reconocimiento del patógeno mediante los "receptores de reconocimiento 

de patrones" y activan una cascada de quinasas y/o proteasas. Estas inducen la 

translocación de factores de transcripción (Rel 1, STAT y Rel 2 respectivamente) al 

núcleo y la expresión de efectores antimicrobianos. La vía Toll parece activarse 

preferentemente durante las infecciones por flavivirus, mientras que la vía Imd parece 

ser más específica de los alfavirus(264-266). 

La vía ARNi es la mayor respuesta innata antiviral que los vectores usan para restringir 

las infecciones arbovirales(267). Este mecanismo incluye tres vías nombradas por sus 

ARN efectores: ARN de interferencia pequeño (ARNsi), micro ARN (ARNmi) y ARN 

interactuante con proteínas Piwi (ARNpi)(267). La respuesta ARNsi exógeno 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 enzimáticos (Dicer-2, R2D2, 

RISC, Ago2)(264). 

La vía RNAi resulta primordial en la modelación de la estructura poblacional de los 

arbovirus. Se hipotetiza que el ataque del genoma viral por la vía del ARNsi puede 

provocar la rápida aparición 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 infección equilibrada que disminuye los posibles costos 

adaptativos impuestos por el virus al vector, pero mantiene la infección a los niveles 

necesarios para la transmisión eficaz del arbovirus(263, 267).  
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1.2.2 Transmisión de arbovirus en la naturaleza  

Cerca del 75% de las enfermedades infecciosas emergentes son enfermedades 

zoonóticas (que provienen de animales), mayormente de origen silvestre(268, 269). La 

mayoría de los arbovirus tienen igualmente un origen zoonótico, y circulan en un ciclo 

enzoótico (endemia en animales) que involucra aves, roedores o primates no humanos 

como hospederos reservorios, mayormente en hábitats selváticos(270, 271). Las 

infecciones humanas y las epidemias pueden surgir del “desbordamiento” (spillover en 

inglés) directo estocástico de estos ciclos enzoóticos a poblaciones humanas simpátricas 

o cuando las personas entran en hábitats enzoóticos silvestre(17, 270). Vectores enzoóticos 

o “puentes” (transmiten el patógeno adquirido en un ciclo selvático al humano) están 

implicados en esta transmisión(272). Como se explicó anteriormente, algunos arbovirus 

emergieron como importantes patógenos humanos al alterar su rango de hospederos 

desde reservorios enzoóticos en primates no humanos (PNHs) hasta humanos, en un 

ciclo de transmisión urbana que evoluciona ecológica y separadamente(270).  

1.2.2.1 Ciclos de transmisión selvática 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 

infección, pero desarrollan una viremia suficiente para mantener el virus en la 

naturaleza(269, 273). En los hábitats de bosques naturales de los PNHs, mosquitos arbóreos 

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 trasmisión selvático(270, 271, 274, 275). 

En el caso de los VDENs, se demostró la existencia de ciclos selváticos que afectan a PNHs 

en Asia y África, donde se aislaron los virus tanto de PNHs como de mosquitos selváticos 

que se alimentan ellos(273). Todavía no existen pruebas fehacientes de la circulación 

selvática de los VDENs en PNHs del Nuevo Mundo(273). 

A diferencia de los VDENs, los ciclos de transmisión selvática de VCHIK(276) y VZIK(17) 

solo están demostrados en África, donde se aisló el virus de mosquitos arbóreos y PNHs. 

Sin embargo, en el caso del alfavirus, no está claro si los PNHs son los únicos hospederos 

vertebrados o si otros animales desempeñan un papel en su mantenimiento 
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silvestre(277). Los ciclos selváticos 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 selváticos de VCHIK ni VZIK en 

Las Américas, aunque se sugiere que aún podrían establecerse debido al elevado número 

de mosquitos, PNHs y personas susceptibles(17, 281). 

Los ciclos selváticos tienen importantes implicaciones para las infecciones humanas, 

más allá del fenómeno “desbordamiento”(273). La circulación selvática puede actuar 

como refugio de arbovirus, y permitir la re-emergencia una vez que las epidemias 

humanas cesen y la inmunidad poblacional (inmunidad de rebaño) disminuya. Además, 

pueden proporcionar ambientes selectivos donde nuevas cepas de arbovirus se 

desarrollen. Esas nuevas cepas también podrían superar la inmunidad desarrollada en 

respuesta a vacunas diseñadas para cepas urbanas existentes, lo que se denomina 

redundancia vacunal(282). El estudio de la transmisión selvática de arbovirus, constituye, 

por tanto, un tema de importancia con relación a la trasmisión urbana. 

1.2.2.2 Ciclos de transmisión 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 hábitos ecológicos favorecen su cercanía al hombre y, por tanto, la 

transmisión 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 protagónico en la transmisión(283, 284). Durante la epidemia de 

VCHIK en La Reunión en 2005, Ae. albopictus se convirtió en el principal vector del virus 

dada la mutación ocurrida en la glicoproteína de envoltura viral E1(132, 285). Los ciclos de 

transmisión urbana de arbovirus en regiones tropicales densamente pobladas pueden 

resultar en epidemias y pandemias explosivas, aunque bajos niveles de transmisión 

también pueden ser suficientes para mantener los virus en la población. Algunos 

arbovirus como VDENs, VCHIK y VZIK, se han adaptado totalmente a los ciclos urbanos 

y ya no necesitan de los PNHs, mosquitos arbóreos ni ciclos selváticos para su 

mantenimiento(142, 270). 
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1.2.2.3 Transmisión horizontal de arbovirus 

Los arbovirus VDENs, VCHIK y VZIK se mantienen en el ciclo urbano principalmente 

mediante la transmisión 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 días (entre cuatro y siete para los VDENs(287), tres y 14 para VZIK(288, 

289), y mucho más corto entre dos y tres para VCHIK(290, 291)) en dependencia de disímiles 

factores abordados anteriormente(292). 

La interacción del virus con su vector es un fenómeno clave en la transmisión de los 

arbovirus, pues para que esta sea efectiva, deben ocurrir determinados eventos que 

permitan al virus completar su ciclo dentro del vector(218). Cronológicamente, 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 órganos blanco secundarios 

(tráquea, cuerpo graso, musculatura torácica, túbulos de Malpighi, ovarios, sistema 

nervioso) hasta que finalmente llega a las glándulas salivares donde su replicación y 

deposición en las cavidades apicales de las células acinares permiten su inoculación 

mediante la saliva a un nuevo hospedero durante la picadura (figura 1.2 C)(263). 

1.2.2.4 Transmisión inter-vectorial de arbovirus 

La transmisión intervectorial incluye todas las vías 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 cópula), las cuales constituyen 

mecanismos “alternativos” de transmisión de arbovirus para mantenerse en una 

población de vectores independiente de la alimentación sobre humanos en fase virémica 

(figura 1.3A)(293). Aunque estas vías de transmisión intervectorial revelan la complejidad 

de la dinámica de trasmisión de los arbovirus, su contribución a la cadena de transmisión 

humano-mosquito y a la epidemiologia de las enfermedades arbovirales permanece aún 

poco estudiada(1, 17). 
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Figura 1.3 A: Modos de 

transmisión de arbovirus 

en Aedes aegypti. B: 

Distribución de los 

registros globales de 

transmisión vertical de los 

virus del dengue, 

chikungunya y Zika en 

poblaciones naturales de 

Aedes aegypti (7-9, 294, 295). 
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1.2.2.4.1 Transmisión vertical de arbovirus 

El mantenimiento de los arbovirus en áreas endémicas durante condiciones 

desfavorables para la actividad vectorial es una evidencia epidemiológica que hace 

sospechar la presencia de otras rutas de transmisión(1). Se postulan varias teorías para 

explicar el mantenimiento de los arbovirus durante períodos inter-epidémicos, tales 

como la reintroducción del virus, la circulación en otras especies que actúan como 

reservorios y mecanismos alternativos de transmisión(1). Estudios filogeográficos de 

secuencias de aislamientos virales en humanos, colectados antes, durante y después de 

epidemias de VDEN, hallaron que, a pesar del grado de mutación 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(1).  

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 TH(30).  La hembra de Ae. aegypti es capaz de transmitir los 

virus verticalmente a su descendencia, después de haberse infectado, ya sea mediante 

alimentación o inoculación intratorácica en condiciones de laboratorio(27-29). Este 

fenómeno está 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 circulación 

endémica de estos virus(39, 42), lo cual pudiera explicar que los países con mayor cantidad 

de registros de TV en mosquitos están ubicados en zonas consideradas endémicas o 

hiperendémicas como Latinoamérica(38, 41, 298, 299) y el Sudeste asiático(31, 300, 301) (figura 

1.3B).   

La TV de arbovirus en mosquitos ocurre generalmente por vía materna y a través de dos 

principales mecanismos: transmisión transovárica por la cual el virus infecta los tejidos 

germinales de la hembra y la transmisión trans-huevo por la cual el virus infecta los 

huevos durante la fertilización o la oviposición a partir de tejidos adyacentes 

infectados(302). 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).  



Capítulo I. Revisión Bibliográfica 

31 
 

En Cuba, se confirmó por primera vez la TV del VDEN-3 (genotipo III) en mosquitos Ae. 

aegypti de La Habana en 2013, durante una epidemia que involucró a toda la región 

latinoamericana(52). Las consecuencias epidemiológicas de la TV de los arbovirus en 

mosquitos han sido insuficientemente exploradas, y este continúa siendo un asunto 

controversial(30). 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 transmisión de este virus(43, 308). Además, la detección 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 específicos 

disponibles para hacer frente a los VDENs, VCHIK y VZIK, y su control se basa 

fundamentalmente en estrategias integradas para la disminución de las poblaciones de 

Ae. aegypti y consecuentemente disminuir su transmisión(227). Así, es cada vez más 

urgente el desarrollo de investigaciones encaminadas a profundizar en el conocimiento 

de la transmisión de estos arbovirus y mejorar los sistemas de vigilancia que faciliten el 

monitoreo de la situación epidemiológica y permitan dar una respuesta eficiente para el 

control de los brotes. 

1.2.2.4.2 Transmisión 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 

vía de contagio, sin embargo, la TVN se demostró en las especies de mosquitos Aedes 

triseriatus(312), Aedes austalis(313) y Culex bitaeniorhynchus(314) 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. 

albopictus(320) 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 

intratorácicamente(315, 318, 319), mientras que, en solo uno, los machos demostraron su 

capacidad de infectar hembras durante la copula después de adquirir verticalmente la 

infección(317). Estos hallazgos refuerzan la potencialidad de la TVN como una fuente de 

infección de mosquitos hembras para desencadenar brotes de arbovirus.   
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1.2.2.5 Transmisión no vectorial de arbovirus 

La transmisión no vectorial (sin la participación de vectores) de arbovirus de varias 

familias está registrada, aunque no en todos los casos muestra la misma frecuencia ni 

explota las mismas vías(321). El contagio no vectorial de VDENs y VCHIK entre humanos 

se considera muy raro, aunque se describió transmisión sexual y fetal de los VDENs(322, 

323), así como transmisión sanguínea, fetal e intraparto de VCHIK(324). Sin embargo, la 

transmisión sexual y fetal de VZIK entre humanos está bien documentada (revisado 

en(325-327)). Aunque las vías no vectoriales de transmisión poseen importancia para la 

ciencia y patogenia de estos virus, no han constituido la causa de brotes de estos 

patógenos(325).
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Tipo de estudio 

El presente estudio posee un diseño híbrido que combina dos encuestas transversales 

repetidas para explorar la distribución espacio-temporal de los virus del dengue y Zika 

en estadios inmaduros de Ae. aegypti en áreas de La Habana, Cuba; con dos estudios 

experimentales anidados para evaluar la competencia vectorial y transmisión vertical 

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

2.2 Declaraciones éticas 

La investigación de terreno del presente estudio fue aprobada por el Comité de Ética de 

la Investigación del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” en su dictamen CEI-IPK 

13-18. La colocación de ovitrampas en el interior de las viviendas, contó en todos los 

casos con el consentimiento informado de sus moradores. Los estudios de competencia 

vectorial y transmisión vertical en condiciones de laboratorio fueron aprobados por el 

Comité de Ética interno del Instituto Pasteur de Guadalupe, Francia. Dos donantes 

voluntarios proporcionaron su consentimiento escrito para la donación de sangre para 

los experimentos de alimentación artificial de los mosquitos. La exportación de los 

huevos de Ae. aegypti al Instituto Pasteur de Guadalupe contó con los permisos de los 

Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos 

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

2.3 Estudios en condiciones naturales, La Habana, Cuba 

2.3.1 Diseño temporal del estudio 

El estudio se desarrolló en dos momentos epidemiológicamente distintos (figura 2.1):  

1. Periodo septiembre 2013 - julio 2014. Circulación 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 región(21). El 14 de enero de 2013 entró en 

vigor la reforma migratoria en Cuba que facilitó la entrada y salida de cubanos 

a todas las regiones del mundo(328) y con ello el incremento del riesgo de 

introducción de patógeno



Capítulo II. Materiales y Métodos 

 
 

 

 

 

Figura 2.1 Esquema del diseño general del estudio de la transmisión de 

arbovirus en poblaciones de Aedes aegypti de La Habana. A la izquierda y en color 

verde se encuentran representados los estudios en condiciones naturales, en sus dos 

momentos epidemiológicamente distintos: 2013-2014 (estudios exploratorios de 

monitoreo de transmisión vertical (TV) de los virus del dengue (VDENs)) y 2018-2019 

(estudios de TV de los VDENs 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 áreas Pasteur, del municipio Diez de Octubre y Párraga, 

del municipio Arroyo Naranjo respectivamente, ambos en La Habana, Cuba. En los 

ensayos de competencia vectorial y transmisión 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-circulación de los VDENs y VZIK, 

precedido por un incremento de los casos de VZIK durante 2017, que fue 

disminuyendo progresivamente hacia 2019(21). Durante este periodo, ni desde 

su introducción en Las Américas, se registraron casos autóctonos de VCHIK en 

La Habana(21). 

2.3.2 Descripción de las áreas de estudio 

El estudio varió sus zonas de pesquisa durante cada periodo referido en la sección 2.3.1. 

Periodo septiembre 2013 - julio 2014:  El estudio se realizó 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 Padrón y Cotorro; y al oeste con el municipio Boyeros (figura 

2.2). Posee una extensión de 82,2 Km2, y ocupa el 9% del territorio provincial(329). El 

municipio cuenta con un área urbana de 3184 ha y una rural mayor de 3378 ha. Durante 

el período de estudio, poseía una población residente de 203 327 habitantes y una 

densidad poblacional de 2474,2 hab/km2(329). El territorio está dividido en 10 Consejos 

Populares y se caracteriza por un alto porcentaje de zonas suburbanas (siete 

comunidades especiales y cinco de tránsito)(329). La población es atendida en siete áreas 

de salud: Mantilla, Párraga, Julián Grimau, Los Pinos, Capri, Eléctrico y Managua (figura 

2.2). Algunos datos demográficos de estas áreas se muestran en el anexo 2.1. 

La selección del área de estudio estuvo determinada por dos factores fundamentales: i) 

Arroyo Naranjo ha mantenido históricamente elevados valores de Índice Casa (IC), 

indicador entomológico que refleja la proporción de casas con presencia de larvas y 

pupas de Ae. aegypti en un área determinada(330, 331). ii) Anualmente este municipio 

confirma un elevado número de casos de dengue(332). En septiembre/2013 era uno de los 

cuatro municipios de La Habana con mayor riesgo de transmisión(333). 

Periodo mayo 2018 – marzo 2019: El estudio se realizó en dos áreas de salud de la 

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

municipio Arroyo Naranjo (figura 2.2). Ambas áreas se seleccionaron teniendo en cuenta  

 

 

https://www.ecured.cu/Diez_de_Octubre
https://www.ecured.cu/San_Jos%C3%A9_de_las_Lajas
https://www.ecured.cu/Bejucal
https://www.ecured.cu/Mayabeque
https://www.ecured.cu/San_Miguel_del_Padr%C3%B3n
https://www.ecured.cu/Cotorro
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Figura 2.2 Mapa de la provincia La Habana con la ubicación de los municipios Arroyo 

Naranjo (B) y Diez de Octubre (A). Las divisiones dentro de cada municipio indican las áreas 

de salud estudiadas (1: Los Pinos, 2: Julián Grimau, 3: Mantilla, 4: Párraga, 5: Capri, 6: 

Eléctrico, 7: Mangua, 8: Louis Pasteur). 

 

el número de casos confirmados de dengue entre 2010 y 2017 y según criterio opinático 

de los directivos de la Dirección Provincial de Higiene y Epidemiología de La Habana. El 

área de salud Párraga (alta transmisión) confirmó cuatro veces más casos de dengue que 

el área de salud Pasteur (baja transmisión) durante 2017(334). 

El área de salud Pasteur posee una extensión territorial de 1,5 km2 y 106 manzanas, 

mientras que Párraga abarca un área de 2,5 km2 y cuenta con 255 manzanas. Con el fin 

de que los territorios muestreados tuvieran dimensiones análogas, se seleccionó una 

porción del área de salud Párraga similar en extensión y número de manzanas que 

Pasteur. Algunos datos socio-geográficos de las áreas de estudio se muestran en el anexo 

2.2. 

2.3.3 Colecta de mosquitos y preparación de las muestras entomológicas 

El estudio varió sus métodos de colecta durante cada periodo referido en acápite 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 Pública en todas las áreas de salud del municipio Arroyo Naranjo, 
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como parte de sus actividades de rutina(335). Los individuos colectados en el mismo sitio 

de cría (larvas y pupas) constituyeron una muestra, que se etiquetó con la fecha, lugar y 

recipiente de colecta. Los especímenes que se clasificaron como Ae. aegypti(217) 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 Kourí” (IPK), donde se conservaron 

en las condiciones antes descritas hasta su procesamiento. Los datos que acompañaban 

cada muestra se almacenaron en la base de datos del laboratorio. Cada sitio de colecta 

fue geo-referenciado mediante el Sistema de Información Geográfica MapInfo v.11.0(336).  

Con las muestras entomológicas recibidas se formaron grupos mixtos (larvas y pupas), 

de entre 30-55 individuos, según la disponibilidad de ejemplares, colectados en el mismo 

mes y área de salud siempre provenientes manzanas adyacentes. Se formaron grupos 

con menos de 30 especímenes cuando en un mes y área de salud la cantidad de mosquitos 

no alcanzó una cifra mayor que 30. 

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

ovitrampas en cada área 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 sirvió como sustrato para la oviposición y se añadieron 500 mL de agua. Cada 

ovitrampa y su tira de papel respectiva se marcaron con un código de identificación y 

georreferenciación 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 número de manzanas de cada área 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 áreas 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 maduración 
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del embrión. Posteriormente, los huevos colectados en cada ovitrampa se contaron bajo 

un estereoscopio y se sumergieron en agua declorada a 37°C en recipientes cilíndricos 

con un área de 95 cm2 en una relación aproximada de 80 huevos en 300 mL de agua. A 

cada recipiente se le añadieron 16 mg de harina de pescado para propiciar la eclosión de 

los huevos, siguiendo normas descritas(337). Los recipientes de cría 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 día 

los especímenes fueron sacrificados e identificados taxonómicamente en los estadios de 

L4, pupa o adulto indistintamente empleando un estereoscopio(217). Los especímenes 

clasificados como Ae. aegypti fueron conservados en grupos de hasta 39 individuos 

colectados en el mismo mes y área 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 Estimación de la abundancia relativa de Aedes aegypti en las áreas 

Pasteur y Párraga en el periodo 2018-2019 

El diseño de la colecta de mosquitos basado en ovitrampas permitió estimar las 

abundancias relativas de las poblacione de Ae. aegypti en las áreas de estudio mediante 

el cálculo de los índice de ovitrampa positiva (IOP) e índice de densidad de huevos 

(IDH)(338).  

Una vez que se contabilizaron los huevos colectados en cada área de salud, se estimaron 

mensualmente el IOP, 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 

número de ovitrampas positivas. Los índices se compararon entre las áreas a través de 

un ANOVA de un factor utilizando el paquete estadístico GraphPad Prism versión 

8.0.2(339). 

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

2.3.5.1 Extracción de ARN viral de los grupos de Aedes aegypti  

Los grupos de mosquitos formados tras la colecta en ambos periodos, fueron procesados 

para la extracción del ARN viral. Cada grupo se maceró en 200 μL de medio esencial 

mínimo (Gibco, Alemania) suplementado con suero fetal bovino 2% y Pen Strep 0,2% 

(100 U/mL penicilina y 100 μg/mL estreptomicina) (Gibco, Alemania) empleando un 
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homogenizador automático Tissue Lyser (Quiagen, Alemania) durante 3 minutos a una 

frecuencia de 3 Hz. El homogenado se centrifugó a 13000xg, por 15 min, a 4°C y el 

sobrenadante se conservó a -80°C. 

La extracción del ARN viral de cada grupo se efectuó en un extractor automático Qiacube 

(Qiagen, Alemania). Para ello se utilizó el estuche comercial QIAamp viral RNA (Qiagen, 

Alemania) y 140 μL del sobrenadante del homogenado de cada grupo y se procedió según 

las indicaciones del fabricante. El ARN obtenido se conservó a -80°C hasta su posterior 

uso. 

2.3.5.2 Detección y secuenciación de los virus del dengue en grupos de 

Aedes aegypti  

2.3.5.2.1 Transcripción reversa- Reacción en cadena de la polimerasa 

Un fragmento del gen c-prm del genoma viral se amplificó a través de una Reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) anidada a punto final, según el 

protocolo descrito por Lanciotti et al., 1992(340). La primera reacción de la PCR anidada 

consistió en una transcripción reversa (RT, de sus siglas en inglés) seguida de la reacción 

de amplificación. Se utilizó el estuche comercial OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Alemania) 

y el termociclador QCyclerII (Quanta Biotech, Reino Unido) según recomienda el 

fabricante. Se preparó, para cada muestra, una mezcla que contenía tampón de reacción 

(1X), solución equimolar de los cuatro desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs, por sus siglas 

en inglés) (400 μmol/L cada uno), 1 μmol/L de los cebadores D1 (sentido: 5’- 

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3’) y D2 (antisentido: 5’-

TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’), inhibidor de ARNasa (5 U), 2 μL de la 

mezcla de enzimas y agua libre de nucleasas hasta completar 40 μL. Posteriormente, se 

adicionaron 10 μL del ARN extraído (sección 2.3.5.1) para un volumen final de reacción 

de 50 μL. El programa de la RT-PCR incluyó: incubación inicial a 50°C por 30 min, un paso 

de desnaturalización a 95°C por 15 min y 35 ciclos de desnaturalización (94°C por 30 s), 

hibridación (65°C por 1 min) y elongación (72°C por 1 min). Por último, se realizó un 

paso de elongación a 72°C por 1 min. Como control negativo del ensayo se utilizó agua 

libre de nucleasas y como control positivo se utilizó la cepa de VDEN-3 116/2000 que 

contaba con cinco pases en la línea celular C6/36 HT. 
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2.3.5.2.2 Segunda reacción de la PCR anidada: serotipificación de los virus del 

dengue 

La segunda reacción de la PCR anidada se realizó a partir del amplicón de 511 pares de 

bases (pb) obtenido en la RT-PCR (sección 2.3.5.2.1), los cebadores descritos por 

Lanciotti et al., 1992(340) (anexo 2.3) y el estuche comercial Expand High Fidelity PCR 

System (Roche, Alemania). Para su ejecución, se preparó una mezcla que contenía: 

tampón de reacción (2X), solución equimolar de dNTPs (200 μmol/L de cada uno), la 

enzima polimerizadora (1,5 U), agua libre de nucleasas y 1 μmol/L de los cebadores D1 

(sentido) y TS1, TS2, TS3 y TS4 (anti-sentido) hasta completar 48 μL. 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 μL del producto de la primera reacción de la PCR anidada (sección 

2.3.5.2.1) para un volumen final de 50 μL de mezcla. Se utilizaron, como controles 

negativo y positivo, 2μL del producto de reacción correspondiente a dichos controles en 

la RT-PCR (sección 2.3.5.2.1).  

La reacción se ejecutó en un termociclador QCyclerII (Quanta Biotech, Reino Unido) que 

comenzó con una desnaturalización inicial a 95°C por 5 min. Posteriormente se 

realizaron 30 ciclos de desnaturalización (94°C por 30 s), hibridación (63°C por 1 min) y 

elongación (72°C por 1 min). Por último, se realizó un paso de elongación 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 realizó una 

electroforesis en gel de agarosa a 2 % en tampón TBE 1X (Tris 89mmol/L (Sigma-

Aldrich), Ácido Bórico 89mmol/L (Sigma-Aldrich), EDTA 2mmol/L (Sigma-Aldrich) pH 

8,3). Se utilizó bromuro de etidio 0,5 μg/mL (Sigma-Aldrich) para la visualización de las 

bandas. Se aplicaron, en cada pocillo, 5 μL del producto de la PCR y 2 μL de tampón de 

muestra y se realizó la corrida a 120 V y 400 mA durante 45 min. Al finalizar se utilizó un 

sistema de documentación de geles UVIsave D-55/20M (UVITEC, Inglaterra) para la 

visualización de las bandas. La identificación de los serotipos virales se realizó 

comparando las tallas de los productos obtenidos con un patrón preparado a partir 

productos de amplificación 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). Además, 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 incluyó en cada gel como referencia. 

2.3.5.2.4 Secuenciación nucleotídica de los amplicones obtenidos del gen c-prm de 

los virus del dengue 

2.3.5.2.4.1 Preparación de los fragmentos de ADN para la secuenciación 

La purificación del producto de reacción se realizó directamente de la solución resultante 

de la PCR anidada cuando el patrón de bandas de la electroforesis solo mostró la banda 

correspondiente a un serotipo de VDEN. En este caso, se empleó del estuche comercial 

Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La verificación de la efectividad del proceso se realizó a través de una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% del ADN purificado según los procedimientos 

descritos en la sección 2.3.5.2.3. 

Cuando el patrón de bandas de la electroforesis de la PCR anidada evidenció más de un 

amplicón, se procedió a la extracción y purificación del amplicón de interés a partir del 

gel de agarosa; para lo cual se utilizó el estuche comercial QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Alemania), según las indicaciones del fabricante. Brevemente, se aplicó 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 

colocó en tubos limpios y se pesó. Se añadieron 300 μL de tampón QG por cada 100 mg 

de peso. Cada tubo se incubó a 50°C en un baño termorregulado hasta disolver 

completamente la agarosa. Posteriormente se adicionó isopropanol (v/v) y se añadió la 

mezcla a una columna de purificación (suministrada por el fabricante). Se centrifugó a 

15000xg por 1 min y se descartó el eluato. Se lavó la columna con 50 μL de tampón QG y 

se centrifugó nuevamente en las condiciones antes descritas. Nuevamente se eliminó el 

eluato y se realizó un segundo lavado con 750 μL de tampón PE, centrifugando en 

idénticas condiciones. El contenido de la columna se eluyó en 50 μL del tampón EB por 

centrifugación durante 1min. El ADN purificado se conservó a 4°C. Para verificar la 
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efectividad del proceso se realizó una electroforesis en gel de agarosa a 2% al ADN 

purificado, empleando los mismos procedimientos descritos en la sección 2.3.5.2.3. 

2.3.5.2.4.2 Reacción de secuencia 

La determinación de la secuencia nucleotídica de los productos de la PCR anidada se 

realizó 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 reacción que contenían: 3 μL del ADN purificado, 8 μL de agua estéril, 8 

μL de Master Mix (enzima, dNTPs, dideoxinucleótidos marcados y tampón de reacción) 

y un cebador (0,25 μmol/L) para 20 μL de volumen final. Una de las mezclas de cada 

muestra siempre contuvo el oligonucleótido D1 y el cebador de la otra mezcla (TS1, TS2, 

TS3 o TS4) dependió del serotipo identificado en la muestra (ver anexo 2.3 para más 

detalle). Posteriormente, se desarrolló la reacción en 30 ciclos de 96°C por 20 s, 55°C por 

20 s y 60°C por 4 min, en un termociclador QCyclerII (Quanta Biotech, Reino Unido).  

2.3.5.2.4.3 Purificación del producto de la reacción de secuencia  

La purificación de los productos de la reacción de secuencia se realizó mediante el 

método de precipitación con etanol (342). Para ello, se preparó un tubo estéril etiquetado 

para cada muestra, al cual se adicionaron 5 μL de la solución terminadora (2 μL de 

Acetato de Sodio 3 mol/L + 2 μL EDTA 100 mM + 1 μL de glucógeno 20 mg/mL). La 

solución anterior se mezcló con 20 μL de la reacción de secuencia y 60 μL de etanol 

absoluto. Esta mezcla se centrifugó a 15000xg por 25 min a 4°C. Se eliminó el 

sobrenadante y se lavó el precipitado dos veces con 200 μL de etanol 70% (v/v). En cada 

paso de lavado se centrifugó a 15000xg a 4°C, por 2 min. Después de descartar el 

sobrenadante cuidadosamente, se dejó secar el precipitado y se resuspendió en 40 μL de 

formamida (99%) empleando el vórtex.  

Los productos purificados de la reacción de secuencia se transfirieron a las placas del 

secuenciador automático 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 Detección y secuenciación del virus Zika en grupos de Aedes aegypti 

2.3.5.3.1 PCR en tiempo real: detección del genoma viral de Zika 

Un fragmento del gen ns5 del genoma viral se amplificó a través de una RT-PCR en tiempo 

real (RT-qPCR), según el protocolo descrito por Lanciotti et al., 2008(343). La RT-qPCR 

consistió en una transcripción reversa en un solo paso, seguida de 45 ciclos de 

amplificación. Se utilizó el termociclador LightCycler 96 (Roche, Suiza) y el estuche 

comercial SuperScript III Platinum One Step qRT-PCR (Invitrogen, Alemania) para la 

reacción de amplificación, según recomienda el fabricante. Se preparó, para cada grupo, 

una mezcla que contenía: 12,5 μL de tampón de reacción (2X), 0,25 μL de los cebadores 

VZIK 1086 (sentido: 5’- CCGCTGCCCAACACAAG-3’) y VZIK 1162c (antisentido: 5’- 

CCACTAACGTTCTTTTGAGACAT -3’) a una concentración final de 1 μmol/L; 0,0625 μL de 

la sonda ([6~FAM] AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA [BHQ1a~Q]) a una 

concentración final de 0,25 μmol/L; 0,5 μL de la mezcla de enzimas (1X) y agua libre de 

nucleasas hasta completar 15 μL de volumen final. Posteriormente, se adicionaron 10 μL 

del ARN extraído (sección 2.3.5.1) para un volumen final de reacción de 25 μL. El perfil 

térmico de la reacción fue el siguiente: 30 min de transcripción reversa a 50°C, seguido 

de 2 min a 95°C para la inactivación de la retrotranscriptasa y la activación de la 

polimerasa ADN y 45 ciclos a 95°C por 15 seg seguido de 1 min a 60°C. Como control 

positivo se empleó el ARN extraído (siguiendo los procedimientos descritos en sección 

2.3.5.1) de un grupo de cinco Ae. aegypti infectados artificialmente con la cepa 

VZIK_Guadeloupe. Como control negativo se utilizó agua libre de nucleasas. 

2.3.5.3.2 Secuenciación nucleotídica 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 Émergents (UVE: Aix-Marseille 

Univ-IRD 190-Inserm 1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboración existente 

con el Instituto Pasteur de Guadalupe. Las muestras fueron sometidas a secuenciación 

nucleotídica de tercera generación empleando la tecnología S5 Ion torrent tal como se 

describe brevemente a continuación. 

2.3.5.3.2.1 Amplificación viral 

Una RT-PCR en un solo paso amplificó 12 fragmentos superpuestos de todo el genoma 

viral empleando 12 juegos de cebadores (anexo 2.4). La reacción se llevó a cabo 
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utilizando el estuche comercial SuperScript™ IV One-Step RT-PCR System (Thermo 

Fisher) (12,5 µL del tampón de reacción Platinum™ SuperFi™ RT-PCR 2X y 0,5 µL de la 

mezcla de enzimas SuperScript™ IV RT), 3 µL de ARN y 500 nM de cada cebador en un 

volumen final de 25 µL. El perfil térmico constó de 2 min a 50°C para la trascripción 

reversa seguido de 2 min a 98°C y 40 ciclos que incluyeron una desnaturalización por 10 

seg a 98°C, una hibridación por 10 seg a 56°C, y una elongación por 2 min 30 seg a 68°C. 

Se finalizó con un paso de elongación final de 5 min a 68°C. Los productos de PCR se 

agruparon en proporciones equimolares después de su purificación mediante el estuche 

comercial Nucleofast PCR Plate (Macherey Nagel). 

2.3.5.3.2.2 Secuenciación 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 añadiendo un 

“código de barras” constituido por secuencias de ADN para la identificación de la muestra 

y cebadores, usando el estuche comercial Ion Plus Fragment Library Kit y el sistema AB 

Library Builder (ThermoFisher). Con el fin de agrupar equimolarmente las muestras 

marcadas con su “código de barras”, se realizó un paso de cuantificación en PCR a tiempo 

real empleando el estuche comercial Ion Library TaqMan™ Quantitation (ThermoFisher). 

Los pasos siguientes incluyeron una PCR en emulsión de las muestras agrupadas y su 

carga en el chip 530, usando el equipo automático Ion Chef (ThermoFisher), que continuó 

con su secuenciación empleando la tecnología S5 Ion torrent (ThermoFisher) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. 

La secuencia consenso se obtuvo tras la edición de las lecturas (las lecturas con una 

puntuación de calidad <0,99 y de longitud <100pb fueron eliminadas, así como los 30 

primeros y últimos nucleótidos de cada lectura) y su mapeo sobre una secuencia de 

referencia, usando el programa CLC genomics workbench v.22.0.1 (Qiagen). Los 

parámetros para el ensamblaje basado en referencias consistieron en:  puntuación de 

coincidencia = 1; costo de desajuste = 2; fracción de longitud = 0,5; fracción de similitud 

= 0,8; costo de inserción = 3 y costo de deleción = 3. También se produjo un cóntigo (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 Cálculo de la proporción de los virus del dengue y Zika 

Se calculó la proporción de los virus detectados (cantidad de veces que apareció un 

virus/sumatoria de la cantidad de veces que aparecieron todos los virus) en los grupos 

de Ae. aegypti examinados durante los períodos de estudio para cada área de salud y el 

municipio Arroyo Naranjo, y los valores se expresaron en por ciento. 

2.3.5.5 Cálculo de la frecuencia de aparición de los virus del dengue y Zika 

 Se calculó la frecuencia de aparición de los VDENs y VZIK en los grupos de Ae. aegypti 

examinados en cada área de salud durante los períodos de estudio, así como la frecuencia 

de aparición de cada virus en el municipio Arroyo Naranjo según:  

𝑓𝑥 (𝑇) =
𝑀𝑃𝑥(𝑇)

𝑀𝐼(𝑇)
 

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

cantidad de meses en que apareció 𝑥 en el territorio 𝑇 y 𝑀𝐼(𝑇) es la cantidad de meses 

en que se analizaron muestras entomológicas del territorio 𝑇. 

2.3.5.6 Cálculo de las tasas de infección mínima de los virus del dengue y 

Zika 

 Se calcularon las tasas de infección mínima (TIM)(344) por mes para cada área de salud 

según: 

𝑇𝐼𝑀 =
𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑠𝑞𝑢𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑠
∗ 1000 

Los análisis estadísticos para la comparación de las TIM se realizaron en R v.3.3.2(345). 

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

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

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

confianzas de 95% de una proporción binomial. Todas las comparaciones con valores de 

P > 0,05 se consideraron no significativas.   

2.3.5.7 Construcción de mapas de distribución espacio-temporal de los 

virus del dengue y Zika 

Los sitios de aparición de estadios inmaduros de Ae. aegypti infectados con algún virus 

fueron cartografiados a partir de los datos de geo-referenciación obtenidos para cada 

muestra mediante el Sistema de Información Geográfica MapInfo v.11.0(336). Se 

[Fórmula 2.1] 

[Fórmula 2.2] 



Capítulo II. Materiales y Métodos 

45 
 

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

del estudio por medio del programa MapInfo v.11.0(336).  

2.4 Estudios de transmisión de arbovirus en condiciones de 

laboratorio 

2.4.1 Poblaciones de Aedes aegypti estudiadas 

Los estudios de laboratorio se realizaron con la generación F1 de dos poblaciones de 

mosquitos colectadas en las áreas de salud Pasteur (PTE) del municipio Diez de Octubre 

y Párraga (PRG) del municipio Arroyo Naranjo, ambas en La Habana, como se describe 

en la sección 2.3.3.  

Los huevos de cada población colectados en el terreno se sumergieron en agua declorada 

en bandejas con un área de 400 cm2 y las larvas fueron criadas bajo condiciones 

controladas de temperatura (28˚±1˚C), humedad relativa (80%) y ciclo de luz/oscuridad 

(12h:12h) a una densidad de 150-200 larvas/litro de agua. A cada recipiente se le añadió 

una tableta de comida para conejo (GMA, Guadalupe) cada 3-4 días para la alimentación.  

Los mosquitos adultos recién emergidos fueron transferidos en razón de 7 hembras: 1 

macho a jaulas de 3375 cm3, con solución de sacarosa al 10% y se les permitió la cópula 

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 generación F1, se les suministró 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 retiró el recipiente de ovipuesta y se favoreció el desarrollo embrionario de los 

huevos colectados como se describió en la sección 2.3.3. Después del tercer ciclo 

gonadotrófico, los parentales fueron sacrificados, agrupados y sometidos al 

procesamiento descrito en la sección 2.3.5.1 para verificar la ausencia de infección 

arboviral por VDENs y VZIK. El ARN extraído de los grupos de parentales (10 µL) fue 

evaluado empleando los estuches comerciales Lightmix Modular Zika (Roche, Panamá) 

and Lightmix Modular Dengue (Roche, Panamá) 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 (sección 2.4.4) y transmisión vertical (sección 2.4.5). Posterior a su 

embriogénesis, las tiras de papel conteniendo estos huevos se conservaron en bolsas 

plásticas, 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 solución de sacarosa al 10% bajo las 

mismas condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad. Las 

hembras de siete a diez días de nacidas de cada población se emplearon en los ensayos 

de competencia vectorial (sección 2.4.4) y transmisión vertical (sección 2.4.5).   

2.4.2 Cultivos celulares 

La línea celular C6/36 (células de Ae. albopictus) clono <30 (Institut Pasteur, Paris), fue 

empleada en la generación de los lotes virales de VDEN-1, así como para la titulación y 

amplificación de las muestras obtenidas durante la experimentación, provenientes de 

hembras expuestas a ese virus. Las células se crecieron a 28°C en frascos plásticos 

estériles de 75 cm3 (Dutscher), utilizando medio Leibovitz 15 (L-15) (Gibco, Fisher 

Scientific) suplementado con 1% de aminoácidos no esenciales, 10% de suero fetal 

bovino y penicilina-estreptomicina. Las monocapas confluentes se pasaron 

semanalmente a una razón de pase 1:8. Para la realización de las de las titulaciones de 

los virus y muestras, se prepararon suspensiones celulares a una concentración de 6 X 

105 células/mL.  

La línea celular Vero (células de riñón de mono verde africano) clono <30 (ATCC, ref. 

CCL- 81), fue empleada en la generación de los lotes virales de VCHIK y VZIK, así como 

en la titulación y amplificación de las muestras obtenidas durante la experimentación, 

provenientes de hembras expuestas a esos virus. Las células se crecieron a 37°C y en 

ambiente de CO2 5% en frascos plásticos 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 razón de pase 1:10. Para la realización de las titulaciones de los 
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virus y muestras, se prepararon suspensiones celulares a una concentración 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) vía la iniciativa 

“European Virus Archive goes global” (EVAg) (en el caso de la cepa VZIK-Dak84). 

2.4.3.1 Generación de los lotes virales de dengue-1 

Frascos plásticos estériles de 75 cm2 con monocapa sub-confluente de células C6/36 

fueron inoculados con 1 mL de la dilución de la cepa viral (tabla 2.1) con MOI de 0,1; 

empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la dilución viral. 

Las células inoculadas se incubaron durante 1h a 28°C. Pasado ese tiempo, se descartó 

el inóculo y se añadieron 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 días. Pasado ese tiempo, se centrifugaron las células y su medio a 200 000xg 

por 5 min, 4°C. Posteriormente se colectó el sobrenadante y se le añadió SFB hasta 

completar el 10% de su concentración en el medio. La suspensión viral se distribuyó en 

alícuotas de 1mL debidamente rotuladas que se conservaron a -80°C.  

2.4.3.2 Generación de los lotes virales de chikungunya y Zika 

Frascos plásticos estériles de 75 cm3 con monocapa sub-confluente de células Vero 

fueron inoculados con 1 mL de la dilución de las cepas virales (tabla 2.1). Todas las cepas 

fueron inoculadas con multiplicidad de infección (MOI, por sus siglas en inglés) de 0,1; 

empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la dilución viral. 

Las células inoculadas se incubaron durante 1h a 37°C en ambiente de CO2 5%. Pasado 

ese tiempo, se descartó el inóculo y se añadieron 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 días, mientras que los 

infectados con VCHIK se incubaron por tres días. Pasado ese tiempo, se procedió de la 

misma manera descrita en la sección 2.4.3.1 para la colecta y conservación de las 

suspensiones virales. 
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2.4.3.3 Titulación 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 dilución 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 retiró el inóculo y se añadieron 140 µL de una solución de 

recubrimiento (carboximetilcelulosa:L-15 2X suplementado con SFB (4%) y antibiótico-

antimicótico 1X (2%) (Anti–Anti; Gibco, Fisher Scientific) v:v), que se incubó por cinco 

días a 28˚C. Pasado ese tiempo, se añadieron 140 µL de formaldehído 3,6% y se incubó 

por 30 min. Posteriormente, se descartó todo el volumen de cada pozo y se lavaron tres 

veces con 100 µL de tampón fosfato-salino 1X (PBS-1X). Luego, se añadieron 100 µL de 

Tritón 0,5% diluido en PBS 1X que se incubó por 15 min a temperatura ambiente. 

Después de tres lavados con PBS 1X, se añadieron 50 µL de una dilución 1:200 de líquido 

ascítico hiperinmune anti-VDENs como anticuerpo primario (Merk) y se incubó 1 h a 

temperatura ambiente. Después de otros tres pasos de lavado con PBS 1X, se 

adicionaron 50 µL de una IgG de cabra anti-ratón 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 últimos tres lavados con 100 µL de 

PBS 1X. 

Cada pozo se observó al microscopio de fluorescencia para visualizar los focos 

fluorescentes. El título viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco (uff/mL) y 

se calculó de la siguiente forma:   

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙 =
𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑐𝑜𝑠 ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 ∗ 1000

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
 

2.4.3.4 Titulación de los lotes virales de chikungunya y Zika utilizando el 

método TCID50  

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 de los virus desde 10-1 hasta 10-7. 

[Fórmula 2.3] 
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Tabla 2.1 Características de las cepas virales de dengue-1, chikungunya y Zika empleadas en los ensayos experimentales de 

competencia vectorial y transmisión vertical de las poblaciones de Aedes aegypti PTE y PRG.  

Cepa viral 
Origen/ 

Genotipo 

Año del primer 

aislamiento/ Lugar/ 

hospedero 

Historial de 

pases del 

banco de 

virus 

Tipo celular 

empleado en los 

pases virales 

Número de 

acceso al 

GenBank 

Ensayo en el que 

se empleó 

VDEN-1 

Americano 

(genotipo 

V) 

2013/Guadalupe/hum

ano 
P2 

Células de Aedes 

albopictus, C6/36 

OR486055 

(genoma 

completo) 

Competencia 

vectorial y 

trasmisión vertical 

VCHIK 
Americano 

(asiático) 

2014/Guadalupe/hum

ano 
P2 

Células de riñón de 

mono verde africano, 

Vero (ATCC, ref. CCL- 

81) 

OR488122 

(genoma 

completo) 

Competencia 

vectorial y 

trasmisión vertical 

VZIK-

Guadalupe 

Americano 

(asiático) 

2016/Guadalupe/hum

ano 
P2 

Células de riñón de 

mono verde africano, 

Vero (ATCC, ref. CCL- 

81) 

PP470595 
Competencia 

vectorial 

VZIK – Dak84 
Africano 

(africano) 

1984/Senegal/Aedes 

taylori 
P5 

Células de riñón de 

mono verde africano, 

Vero (ATCC, ref. CCL- 

81) 

KU955592 

(genoma 

completo) 

Trasmisión vertical 



Capítulo II. Materiales y Métodos 

49 
 

Se inocularon 100 uL de cada dilución 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 días para VZIK y tres días para VCHIK. Pasado ese 

tiempo, se retiró el medio y la monocapa se tiñó con 100 µL de una solución de cristal 

violeta (0,2% en 10% formaldehído y 20% etanol). Después de 30 min se lavó la placa 

con agua corriente. El efecto citopático constituyó la evidencia de la presencia de 

partículas virales. El título viral fue estimado en dosis media infecciosa en cultivo de 

tejidos por mL (TCID50/mL por sus siglas en inglés) para VCHIK y VZIK, y se calculó 

empleando el algoritmo de Spearman y Kärber 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 adaptación del protocolo publicado por(289). Para 

cada población de Ae. aegypti, 60 hembras de 7-10 días de nacidas fueron introducidas 

en contenedores plásticos de fondo movible y se les privó de alimento durante 24h. 

Pasado ese tiempo, empleando el sistema de alimentación artificial Hemotek (Hemotek 

Ltd., Blackburn, Reino Unido), se les ofreció una mezcla infecciosa que contenía 1,4 mL 

de eritrocitos humanos previamente lavados con PBS-1X; 0,7 mL de la suspensión viral 

(VDEN-1, VCHIK o VZIK) a un título final de 107 TCID50/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 cápsulas 

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 frío y las que estuvieron totalmente 

alimentadas se transfirieron a contenedores cilíndricos de cartón de 1500 cm3. Durante 

el período post exposición, las hembras fueron alimentadas con solución de sacarosa 

(10%) e incubadas en una cámara climática (Memmert, Schwabach, Alemania) bajo las 

condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad descritas 

previamente. 

Pasado los días post-exposición (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 frío y 
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transferidos individualmente a una placa Petri. De cada hembra se colectó la saliva 

utilizando el método de salivación forzada descrito por Dubrulle et al., 2009(291) con 

algunas modificaciones: se extirparon las patas y alas de cada individuo y se introdujo la 

proboscis en una punta de pipeta de 20 µL que contenía 5 µL de SFB donde la hembra 

excretó la saliva. Pasados 30 min, el contenido de la punta se depositó en un tubo 

Eppendorf de 0,5 mL con 45 µL 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). Además, se disecó la cabeza de cada hembra, de manera que cada 

mosquito generó tres muestras: tórax-abdomen, cabeza y saliva. Apropiadamente 

rotulada, cada muestra se conservó a -80°C para su ulterior procesamiento. 

Los tórax-abdomen y cabezas fueron independientemente homogenizadas en 300 μL de 

DMEM/L-15 suplementado con SFB 2% y 1% de antibiótico-antimicótico (Anti–Anti; 

Gibco, Fisher Scientific) en un homogenizador automático (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 titulación. 

2.4.4.1 Titulación mediante ensayos de inmuno-fluorescencia en células 

C6/36 de muestras de tórax-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 línea celular C6/36, 

siguiendo el mismo procedimiento descrito en la sección 2.4.3.3. La única modificación 

realizada a este protocolo consistió en que las muestras fueron diluidas 1:1,25 y 1:5, y 

tituladas por duplicado. El título viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco 

(uff/saliva) y se calculó utilizando la fórmula 2.4.    

 

𝑇í𝑟𝑢𝑙𝑜 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙 =
𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑐𝑜𝑠 ∗ 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
∗ 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

 

2.4.4.2 Titulación por determinación de efecto citopático en células Vero 

2.4.4.2.1 Titulación de muestras de tórax-abdomen y cabezas 

Dilucione seriadas en base 10 de las muestras de tórax-abdomen y cabeza provenientes 

de mosquitos expuestos a VZIK y VCHIK se titularon siguiendo los procedimientos 

[Fórmula 2.4] 
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descritos en la sección 2.4.3.4 y empleando tres réplicas de cada muestra. El efecto 

citopático en la monocapa constituyó la evidencia de la presencia de partículas virales 

(anexo 2.5). 

2.4.4.2.2 Titulación de muestras de saliva 

 Monocapas de células en placas de 6 pozos se inocularon con 300 µL de diluciones 

seriadas de las muestras de saliva por duplicado e incubadas por 1 hora a 37˚C y CO2 5%. 

Pasado ese tiempo, se añadieron 4 mL de una solución de recubrimiento (solución de 

agarosa 2%: DMEM 2X suplementado con SFB (4%) y antibiótico-antimicótico 1X (2%) 

(Anti–Anti; Gibco, Fisher Scientific) v:v) y se incubaron por el tiempo y bajo las 

condiciones descritas en la sección 2.4.3.4 Pasado ese tiempo, la solución de 

recubrimiento fue retirada y se añadieron 300 µL de una solución de cristal violeta 

(0,2% en 10% formaldehído y 20% etanol) en cada pozo. Después de 30 min la solución 

de cristal violeta se descartó y la placa se lavó con agua corriente. Se contaron el número 

de placas en cada pozo y se calculó el título viral que se expresó en Unidades Formadoras 

de Placas (ufp/saliva) utilizando la fórmula 2.4.    

2.4.4.3 Estimación de los parámetros de competencia vectorial 

Los parámetros de competencia vectorial reflejan los niveles de permisividad a un virus 

de una población de vectores en estudio(347). En nuestros experimentos, evaluamos 

principalmente los siguientes parámetros: 

- Tasa de infección (TI): corresponde a la proporción de hembras con el tórax-abdomen 

infectado entre el total de las hembras examinadas. 

- Tasa de diseminación (TD): expresa la proporción de hembras con cabezas infectadas 

entre el total de hembras examinadas.  

- Tasa de transmisión (TT): refleja la proporción de hembras que presentaron saliva 

infectada entre el total de hembras examinadas. 

2.4.5 Ensayos de transmisión vertical 

Los ensayos de transmisión vertical comparten varios pasos con los ensayos de 

competencia vectorial, aunque su objetivo consiste en caracterizar la trasmisión vertical 

de un patógeno en la población de un vector en estudio, fundamentalmente mediante la 

estimación de la frecuencia con que las madres transfieren un patógeno determinado a 
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su descendencia y la proporción de descendientes que resultan infectados con cada 

evento de transmisión vertical. 

Los ensayos de transmisión vertical se desarrollaron empleando las mismas poblaciones 

de Ae. aegypti (PTE y PRG), obtenidas como se describió en la sección 2.4.1. Siguiendo la 

metodología detallada en la sección 2.4.4, las hembras de cada población se expusieron 

a los virus (VDEN-1, VCHIK o VZIK) (tabla 2.1) y luego de anestesiarlas en frío, aquellas 

que estuvieron totalmente alimentadas, fueron transferidas individualmente a tubos 

plásticos de 50 mL adaptados para la oviposición (papel de filtro recubriendo algodón 

húmedo en el fondo del tubo) y la alimentación (abertura superior del tubo cubierta de 

mosquitero) (figura 2.3). Durante el período post exposición, las hembras fueron 

alimentadas con solución de sacarosa (10%) e incubadas en una cámara climática 

(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 días post exposición, se recogieron los huevos puestos por cada 

hembra en el primer ciclo gonadotrófico (1erCG), 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 ofreció una 

segunda alimentación sanguínea no infecciosa (que contenía 2,1 mL de eritrocitos 

humanos previamente lavados y resuspendidos en PBS-1X con albúmina de suero 

bovino (BSA) al 20% y ATP 5 mM (Sigma-Aldrich)), empleando el sistema de 

alimentación artificial Hemotek (Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido) tal como se 

describió en la sección 2.4.4. Un nuevo sustrato de oviposición fue colocado en cada tubo 

para recuperar los huevos del segundo ciclo gonadotrófico (2doCG) que fueron 

sometidos al procedimiento de embriogénesis anteriormente descrito.  

Las madres se conservaron en 300 µL 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 

antibiótico-antimicótico 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 transmisión 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 2do ciclo 

gonadotrófico (2doCG). La descendencia del 1erCG fue puesta igualmente a eclosionar y las larvas de 4to estadio/pupa se reunieron en 

grupos de hasta 10 individuos que siguieron el mismo procedimiento desde el paso de amplificación de las muestras en adelante.
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Las larvas fueron alimentadas con tabletas de comida para conejos (GMA, Guadalupe) 

diariamente a una concentración de 0,4 mg/larva.  La descendencia del 1erCG se analizó 

de manera diferente a la del 2doCG. 

Una vez que alcanzaron el estadio L4-pupa, los individuos provenientes de la misma 

madre en el 1erCG, fueron agrupados en conjuntos de hasta diez especímenes, los cuales 

fueron conservados en 300 µL 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 antibiótico-antimicótico 1X (1%) (Anti–Anti; Gibco, Fisher Scientific) a -80°C 

hasta su procesamiento.  

La progenie del 2doCG, una vez que llegó 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 metodología 

detallada en la sección 2.4.4. Adicionalmente se disecó la cabeza de cada hembra que fue 

transferida a 300 µL 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 

antibiótico-antimicótico 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 2doCG 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 título viral se estimó 

empleando la fórmula 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 vía oral a los diferentes arbovirus, así como las muestras 

generadas a partir de la progenie en cada ciclo gonadotrófico (grupos de larvas/pupas 

del 1erCG, grupos de machos adultos del 2doCG y cabezas de hembras adultas del 2doCG) 

fueron homogenizadas siguiendo los procedimientos detallados en la sección 2.4.4 

(figura 2.3). 

2.4.5.1 Amplificación viral en cultivos celulares 

Los sobrenadantes de homogenados de los grupos de larvas/pupas del 1erCG, grupos de 

machos adultos del 2doCG, salivas de hembras adultas del 2doCG y cabezas de hembras 
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adultas del 2doCG 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 

días, mientras que las muestras provenientes de madres expuestas a VZIK se incubaron 

en las mismas condiciones durante siete días. Por su parte, las células C6/36 inoculadas 

con muestras provenientes de madres expuestas a VDEN-1, se incubaron por cinco días 

a 28˚C. Pasados eso tiempos, los sobrenadantes celulares fueron retirados y conservados 

debidamente rotulados a -80°C. Las monocapas de células Vero se tiñeron con 100 µL de 

violeta cristal (0,2% en 10% formaldehído y 20% etanol), mientras que a las células 

C6/36 se les añadió 100 µL de formaldehído 3,6% y se incubaron por 30 min. Se chequeó 

el ECP en las monocapas de células Vero. 

2.4.5.2 Extracción de ARN de sobrenadantes celulares 

La extracción del ARN se efectuó a partir del sobrenadante de homogenado de madres 

expuestas a los tres virus, así como de los sobrenadantes celulares obtenidos de la 

amplificación en células (sección 2.4.5.1) de los grupos de larvas/pupas del 1erCG, grupos 

de machos adultos del 2doCG, salivas de hembras adultas del 2doCG y cabezas de hembras 

adultas del 2doCG provenientes de madres expuestas a VDEN-1. Para ello se utilizó el 

estuche comercial Nucleospin RNA (Macherey-Nagel GmbH, Düren, Alemania) y 100 μL 

de cada muestra, y se procedió según las indicaciones del fabricante. El ARN obtenido se 

conservó a -80°C hasta su posterior uso. 

2.4.5.3 Detección de genoma viral en muestras de los ensayos de 

transmisión vertical 

A través de una RT-qPCR se detectó el genoma viral en las muestras de madres expuestas 

a cada uno de los tres virus, grupos de larvas/pupas del 1erCG, grupos de machos adultos 

del 2doCG, salivas de hembras adultas del 2doCG y cabezas de hembras adultas del 2doCG 

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 específicos para cada virus) y siguieron el mismo perfil térmico.  

La RT-qPCR consistió en una transcripción reversa seguida de 45 ciclos de amplificación, 

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 reacción de amplificación se usó el 

estuche comercial Superscript® III Platinum® One-step qRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad 

CA, EUA), según recomienda el fabricante. La mezcla de reacción se preparó en un 

volumen final de 25 μL y contenía 12,5 μL de tampón de reacción (2X), los cebadores 

sentido y antisentido a una concentración final de 0,2μmol/L cada uno; la sonda a una 

concentración final de 0,1μmol/L; 0,5 μL de la mezcla de enzimas (1X) y agua libre de 

nucleasas hasta completar 20 μL. Posteriormente, se adicionaron 5 μL del ARN extraído 

(sección 2.4.5.2). El perfil térmico de la reacción fue el siguiente: 30 min de transcripción 

reversa a 50°C, seguido de 2 min a 95°C para la inactivación de la transcriptasa reversa y 

la activación de la polimerasa ADN, seguido por 45 ciclos a 95°C por 15 seg y 31 seg a 

58°C. Como control positivo se empleó el ARN extraído de hembras de mosquitos 

artificialmente infectadas con cada uno de los tres virus y que habían resultado positivas 

por titulación. Como control negativo se empleó agua libre de nucleasas.   

El conjunto de cebadores/sonda específicos group forward y group reverse/ Probe 1 Den-

1-3 diseñados por Callahan et al., 2001(348), se usaron para amplificar un fragmento de la 

región 3´UTR de VDEN-1. En el caso de VCHIK, el gen diana para la amplificación fue 

nsp1, a partir de los cebadores ChikSI y ChikAsI, y la sonda ChikP previamente diseñados 

por Panning et al., 2008(349). Por último, un fragmento del gen ns5 de VZIK fue 

amplificado por los cebadores/ sonda específicos VZIK 1086, VZIK 1162c/ VZIK 1107, 

publicados previamente por Lanciotti et al., 2008(343) (sección 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 estándar de 

partículas infecciosas-genomas realizadas con anterioridad en el laboratorio empleando 

los mismos virus.  

2.4.5.4 Secuenciación nucleotídica de las muestras positivas de los ensayos 

de transmisión 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 Émergents (UVE: Aix-Marseille Univ-IRD 190-Inserm 

1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboración existente con el Instituto Pasteur 
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de Guadalupe. Las muestras fueron sometidas a secuenciación nucleotídica de tercera 

generación empleando la tecnología S5 Ion torrent tal como se describió en la sección 

2.3.5.3.2. Los cebadores empleados para la amplificación de los genomas virales de 

VCHIK(350) 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 Estimación de los parámetros de transmisión vertical 

Los parámetros de TV describen la frecuencia con que un patógeno es transmitido 

verticalmente y la proporción de la progenie a la que infecta en una población de 

vectores(34). A partir de los resultados obtenidos, se estimaron parámetros de TV 

generales para cada CG y parámetros específicos para el 2doCG. 

Para cuantificar la frecuencia con que las madres transfirieron un virus determinado a 

su descendencia, se calculó la tasa de transmisión vertical (TTV) como la proporción 

de madres infectadas con al menos un miembro de su progenie infectado en cada CG(34). 

A partir de este parámetro general, se estimaron parámetros específicos en el 2doCG (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 2doCG) (figura 2.4): 

- Tasa de transmisión vertical hasta cabeza (TTV-C): expresa la proporción 

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infección 

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

a VDEN-). 

- Tasa de transmisión vertical hasta saliva (TTV-S): expresa la proporción 

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva 

positiva. 

- Tasa de transmisión vertical hacia machos (TTV-M): expresa la proporción 

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

Para cuantificar la proporción de descendientes que resultaron infectados en 

cada evento de TV, se estimó la tasa de infección 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 Representación esquemática de los parámetros de transmisión 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: proporción de madres infectadas con al menos un miembro de 
su progenie infectada. TTV-M (hacia machos): proporción de madres infectadas que dejaron al menos un grupo de machos infectado. TTV-C (hasta 
cabeza): proporción de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infección diseminada (cabezas positivas). TTV-S (hasta 
saliva): proporción de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva positiva. TIF: proporción 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 (mínima). TIF-C (tasa de diseminación filial): proporción de hijas con cabeza positiva de madres que experimentan TV. TIF-S (tasa de 
infectividad filial): proporción de hijas infectivas (con saliva positiva) de madres que experimentan TV. TIFM-M (tasa de infección filial mínima en 
machos): proporción 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 infección 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 examinó en grupos, un grupo 

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

tasa real de trasmisión filial(317). En esos casos la TIF se refirió como tasa de 

infección filial mínima (TIFM) en cada CG. A partir de este parámetro general, se 

estimaron parámetros específicos en el 2doCG (figura 2.4):  

- Tasa de diseminación filial (TIF-C): corresponde a la proporción 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 proporción de hijas 

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

- Tasa de infección filial mínima en machos (TIFM-M): corresponde a la 

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

que experimentaron TV. 

Además, se calculó la tasa de infección vertical efectiva (TIVe), que describe la 

eficiencia de la TV, al estimar el promedio de la descendencia que resultó infectada por 

madre infectada, y se calculó multiplicando la TTV por la TIF(34, 317). Este parámetro fue 

estimado en el 2doCG solo con la progenie femenina (figura 2.4): 

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

promedio de hijas con infección 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 infección 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 Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos para la comparación de las diferentes tasas (TI, TD y TT; 

de los ensayos de CoV así como las TTV y TIFM de los ensayos de TV) fueron realizados 

en R v.3.3.2(345). 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 población, se compararon además 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 

múltiples (paquete “rcompanion”) con una modificación del nivel de significación por el 

procedimiento secuencial de Bonferroni. Las varianzas de las diferentes tasas se 

calcularon con intervalos de confianzas de 95% de una proporción binomial. En los 

ensayos de CoV, para cada virus, los títulos 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 estadísticamente no significativos. Todas 

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

2.5 Construcción 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). El 

alineamiento se editó y analizó con el programa Bioedit version 7.2.5. (Manchester, 

United Kingdom)(353). Se construyeron árboles filogenéticos siguiendo el criterio de 

máxima verosimilitud utilizando un re-muestreo (del inglés bootstraping) de 1500 

réplicas. En todos los casos el modelo de sustitución nucleotídica de mejor ajuste fue 

determinado usando MEGA v7.0.26(354). El modelo de sustitución nucleotídica GTR+G+I 

(del inglés General Time Reversible con la distribución ɣ de variación entre sitios y la 

proporción de sitios invariantes (I)) fue identificado como el modelo óptimo de evolución 

nucleotídicca 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 Transmisión 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 detección y serotipificación 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 transmisión 

vertical de los VDENs en las poblaciones de Ae. aegypti evaluadas. 

Las TIM totales en las áreas de salud oscilaron entre 6,6 (Grimau) y 11,6 (Los Pinos), 

aunque de forma general el municipio alcanzó 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 más bajas (tabla 3.1). 

3.1.1.1 Distribución espacio-temporal de los virus del dengue 

La distribución de los VDENs en las áreas de salud del municipio Arroyo Naranjo durante 

el periodo de estudio se comportó de forma heterogénea (figura 3.1). En todas las áreas 

de salud se detectaron estadios inmaduros de Ae. aegypti infectados con los VDENs. Sin 

embargo, los cuatro serotipos se hallaron solamente en Mantilla y Párraga, 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 encontró en mayor proporción 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 VDENs en los grupos 

de Ae. aegypti de Arroyo Naranjo, se comprobó que excepto en enero, en todos los meses 

se detectó al menos un grupo de larvas y pupas positivo en el municipio (anexo 3.1). El 

serotipo viral de mayor frecuencia de aparición 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 algún serotipo de dengue (P) 

y tasa mínima de infección por los virus del dengue (TIM) por área de salud y meses de 

estudio. 

 

 
2013 2014  

Sept Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Total 

Mantilla 

N 270 135 118 134 68 48 33 37 210 104 37 1194 
G 9 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 0 0 2 0 1 11 

 TIM 11,1 22,2 8,5 7,5 0 0 0 0 9,5 0 27 9,2 

Párraga 

N 0 107 88 73 24 84 76 115 121 63 25 776 
G 0 2 2 2 1 2 2 3 3 2 1 20 
X 0 54 44 37 24 42 38 38 40 32 25 39 

P 0 1 1 0 0 3 0 1 1 0 0 7 

 TIM 0 9,3 11,4 0 0 35,7 0 8,7 8,3 0 0 9,0 

Grimau 

N 0 187 132 89 89 68 31 99 44 19 0 758 
G 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 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 5 

 TIM 0 5,3 7,6 0 0 14,7 0 10,1 0 52,6 0 6,6 

Los Pinos 

N 0 131 185 81 23 97 66 72 0 32 0 687 
G 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 0 1 3 0 0 1 2 1 0 0 0 8 

 TIM 0 7,6 16,2 0 0 10,3 30,3 13,9 0 0 0 11,6 

Capri 

N 0 144 83 32 21 22 0 30 31 0 53 416 
G 0 3 2 1 1 1 0 1 1 0 1 11 
X 0 48 42 32 21 22 0 30 31 0 53 38 
P 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

 TIM 0 6,9 24,1 0 0 0 0 0 0 0 0 7,2 

Eléctrico 

N 0 0 86 11 0 0 0 0 25 19 39 180 
G 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 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 2 

 TIM 0 0 11,6 0 0 0 0 0 40,0 0 0 11,1 

Managua 

N 0 27 27 0 0 0 18 0 0 19 0 91 
G 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 4 
X 0 27 27 0 0 0 18 0 0 19 0 23 
P 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 TIM 0 0 37,0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,0 

Total 

N 270 731 719 420 225 319 224 353 431 256 154 4102 
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 2,4 0 15,7 8,9 8,5 9,3 3,9 6,5 9,0 
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Figura 3.1 Distribución 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 áreas de salud del 
municipio (1: Los Pinos, 2: Grimau, 3: Mantilla, 4: Párraga, 5: Capri, 6: Eléctrico y 7: Managua). Además, se muestra la proporción de 
los serotipos de dengue encontrados en los grupos de estadios inmaduros de Aedes aegypti colectados en cada área de salud y el 
municipio Arroyo Naranjo entre septiembre 2013 y julio 2014. Los valores que aparecen al interior de los gráficos circulares se 
corresponden con el número de grupos de estadios inmaduros de Ae. aegypti positivos a cada serotipo viral. 
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Se co-detectaron dos o más serotipos virales en diez grupos de los 37 positivos a VDEN. 

En los grupos donde hubo detección múltiple predominó la combinación 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 

detección triple (VDEN-1/VDEN-2/VDEN-4) se produjo en un único grupo de estadios 

inmaduros colectados en Mantilla. Excepto en el área de salud Eléctrico, se encontraron 

grupos con más de un serotipo en el resto de las áreas: Mantilla (3), Grimau (2), Los 

Pinos (2), Párraga (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 cría en las áreas Mantilla 

(2) y Grimau (1).  

La distribución espacio-temporal de cada serotipo viral en el municipio Arroyo Naranjo 

se muestra en la figura 3.1. En octubre se detectaron los cuatro VDENs en los grupos de 

larvas y pupas de Ae. aegypti examinados, los cuales, además, se localizaron en el área 

de salud Mantilla. Asimismo, es destacable el mes de noviembre en donde aparecieron 

Ae. aegypti infectados en todas las áreas de salud del territorio. Las frecuencias de 

aparición de VDEN en Ae. aegypti fluctuaron espacialmente. El área de salud con mayor 

frecuencia de aparición de los VDENs en el vector fue Los Pinos (0,63) y en orden 

decreciente Grimau (0,56), Mantilla (0,55), Párraga (0,5), Eléctrico (0,4) y Capri al igual 

que Managua (0,25). 

3.1.1.2 Genotipificación de los virus del dengue  

Debido a las pérdidas en cuanto a rendimiento que genera el método de purificación 

empleado (según describe(355)) no fue posible obtener productos útiles para 

secuenciación en todos los casos. Así, de los 37 grupos positivos a VDEN se lograron 

obtener cinco secuencias nucleotídicas: 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 pequeño tamaño del fragmento 

amplificado (119 pb)(356). 

Las tres secuencias nucleotídicas de VDEN-1 obtenidas (D1_Pga_2013, D1_LP_2014 y 

D1_Grm_2014) correspondieron a muestras colectadas en (áreas de salud/fecha): 
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Párraga/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 observó una 

mutación silente con respecto a D1_Pga_2013 en la posición 45 (A/G) del gen prm para 

un 0,4% de divergencia nucleotídica entre ellas. La filogenia realizada con las secuencias 

de VDEN-1 obtenidas de 275 nt y otras 82 de diferentes orígenes, almacenadas en el 

GenBank, reveló que estas pertenecieron al genotipo V (Americano/Africano) (figura 

3.2). 

La secuencia de VDEN-3 (D3_Mlla_2013) correspondió a una muestra colectada en el 

área de salud Mantilla en septiembre de 2013 y pertenece al genotipo III. La construcción 

filogenética que se muestra en la figura 3.3 se realizó con 53 secuencias de 257 nt de 

VDEN-3 de diferente origen, almacenadas en la base de datos GenBank. 

La secuencia nucleotídica de VDEN-4 obtenida de un grupo de estadios inmaduros de Ae. 

aegypti de Arroyo Naranjo (D4_Mlla_2013) correspondió a muestras colectadas en 

Mantilla en el mes de octubre de 2013. Según el árbol 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 perteneció 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 

áreas de salud, rindieron un total de 5481 ejemplares de Ae. aegypti y 10 de Ae. 

albopictus. Esta última especie fue encontrada únicamente en el mes de junio en el área 

de salud PRG, en una sola ovitrampa. Los especímenes 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 índices de ovitrampa positiva (IOP) y densidad de huevos (IDH) permitieron estimar 

la abundancia relativa de Ae. aegypti en cada área. La comparación estadística de cada 

índice entre áreas arrojó que globalmente no existieron diferencias significativas (IOP P 

= 0,47; IDH P = 0,76) (anexo 3.3). 
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Figura 3.2 Árbol filogenético de VDEN-1 construido a partir del método de Máxima 

Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte 

estadístico 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 círculo (D1_Pga_2013) y con un cuadrado (D1_LP_2014 y 

D1_Grm_2014). 
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Figura 3.3 Árbol filogenético de VDEN-3 construido a partir del método de Máxima 

Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte 

estadístico 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 círculo (D3_Mlla_2013). 
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Figura 3.4 Arbol filogenético de VDEN-4 construido a partir del método de Máxima 

Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+I. Se muestran los valores de soporte 

estadístico 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 círculo (D4_Mlla_2013). 
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3.1.2.1 Distribución espacio-temporal de los virus del dengue 

en las áreas de estudio 

Del total de grupos de Ae. aegypti formados, se seleccionaron 156 (82 de Pasteur y 74 de 

Párraga) colectados entre los meses mayo-diciembre/2018 (tabla 3.2), para la detección 

y serotipificación de los VDENs. Esta selección tuvo la intención de escoger los grupos 

de más de cinco individuos y que reunieran a más del 70% total de ejemplares colectados 

en cada área de salud por mes; con excepción de los meses mayo (45%) y septiembre 

(49%) en el área de salud Pasteur debido a pérdida de muestras por problemas en la 

cadena de frío. 

De los grupos examinados, 23 resultaron positivos al menos a un VDEN (15%), de los 

cuales el 87% se localizó 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 encontró multi-infectado 

(VDEN-2/VDEN-3), el cual se halló en PRG-noviembre, proveniente de la misma 

ovitrampa. Estos resultados confirman la ocurrencia de transmisión vertical de los 

VDENs en poblaciones de este culícido de ambas áreas de salud. 

La TIM total en PRG fue nueve veces superior a la de PTE, diferencia que resultó 

estadísticamente significativa (P < 0,0002) (tabla 3.2). Los valores de TIM en este último 

territorio oscilaron entre 0 y 38,5; mientras en PRG variaron entre 0 y 26,7. En ambas 

áreas, el mayor valor de TIM se observó en agosto.  

De manera general, durante el periodo evaluado el serotipo que se encontró en mayor 

proporción 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 aparición 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 aparición de 81% y 0,63 (VDEN-2), y 10% y 0,25 (para cada uno de los 

virus restantes) respectivamente. Se observó un patrón asimétrico de distribución 

espacio-temporal de los VDENs entre las áreas de salud estudiadas. La distribución 

espacial mostró mayor dispersión de los VDENs en Párraga 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 infección mínima (TIM) en las áreas de salud Pasteur (PTE) y Párraga (PRG) por 

meses de estudio. 

 

 

  2018 2019  
  May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic Ene Feb Mar Total 

PTE 

VDENs 

N 135 504 703 26 89 138 361 289    2245 
G 5 18 24 4 3 5 13 10    82 
X 27 28 29 6 29 27 27 28    27 
P 0 1 0 1 0 0 1 0    3 

TIM 0 2,0 0 38,5 0 0 2,8 0    1,3 

VZIK 

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 
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 0 0 0 0 0 0 2,2 0 0 14,7 0 1,5 

PRG 

VDENs 

N 424 228 79 75 112 346 321 464    2049 
G 14 8 4 6 4 12 11 15    74 
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 0 0 18,7 8,6    9,8 

VZIK 

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 

X 20 26 19 11 19 20 25 30 0 0 19 21 

P 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 2 

TIM 0 0 0 0 5,8 0 0 0 - - 5,2 0,8 

Total 

VDENs 

N 559 732 782 101 201 484 682 753    4294 
G 19 26 28 10 7 17 24 25    156 
X 29 28 27 10 28 28 28 30    27 
P 3 5 1 3 0 0 7 4    23 

TIM 5,4 6,8 1,3 29,7 0 0 10,3 5,3    5,4 

VZIK 

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 
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 0 0 0 0 3,0 0 1,2 0 0 14,7 4,2 1,1 
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Fueron remarcables dos manzanas (561 y 732) en el área de salud Párraga donde se 

colectaron continuamente huevos de Ae. aegypti infectados con VDEN-2 en meses 

diferentes (figura 3.5). La manzana 561 resultó positiva reiteradamente en mayo, junio 

y noviembre, mientras que la 732 lo hizo en los meses de mayo y diciembre. Este 

fenómeno no se detectó en el área de salud Pasteur. 

3.1.2.2 Distribución espacio-temporal del virus Zika en las 

áreas de estudio  

Del total de grupos de Ae. aegypti formados, se seleccionaron 252 (130 de Pasteur y 122 

de Párraga) colectados entre los meses mayo/2018-marzo/2019 (tabla 3.2), para la 

detección de VZIK. La selección se realizó en base a los mismos principios descritos en 

el acápite 3.3.2.1.  De los grupos examinados, seis resultaron positivos (2,4%), de los 

cuales el 66,7% se localizó en Pasteur (tabla 3.2). Estos resultados demuestran, por 

primera vez, la ocurrencia de transmisión vertical de VZIK en poblaciones naturales de 

Ae. aegypti en Cuba.  

Las TIM totales de cada área no manifestaron diferencias significativas entre sí (P = 

0,69). En Párraga 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) (comunicación personal Marta Geovanetti, Fiocruz), lo que sugiere bajos títulos 

virales(359) o una limitación en las herramientas diagnósticas de que disponemos para 

detectar virus en mosquitos.  

De manera general, VZIK apareció en las poblaciones de Ae. aegypti en cuatro de los 11 

meses evaluados (septiembre y noviembre/2018, y febrero y marzo/2019). La 

distribución de la transmisión vertical de VZIK manifestó un patrón análogo entre las 

áreas de salud (figura 3.5), con frecuencias de aparición (0,2) similares en ambos 

territorios. Con excepción de Pasteur-febrero/2019, la distribución espacial de los 

grupos de mosquitos infectados estuvo restringida a una sola manzana cada mes (figura 

3.5). 
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Figura 3.5 Distribución espacio-temporal de los grupos de Aedes aegypti positivos a los virus del dengue y Zika en las 

áreas de salud Pasteur (PTE) y Párraga (PRG), durante los meses mayo/2018-marzo/2019. Los gráficos circulares 

muestran la proporción de los virus del dengue y Zika encontrados en ejemplares de Aedes aegypti colectados en las áreas de salud 

durante el periodo estudiado. Los valores que aparecen al interior de los gráficos circulares se corresponden con el número de grupos 

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. aegypti infectados.
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3.1.2.2.1 Genotipificación del virus Zika 

Debido a los altos valores de Ct de las muestras positivas a VZIK, no se pudo obtener 

productos útiles para la secuenciación en todos los casos. Así, de los seis grupos positivos 

se logró obtener una secuencia (Z_Pga_2019, Número de acceso: PP759388) de 2950 nt, 

en mosquitos colectados en Párraga-marzo/2019, que abarcó las posiciones del genoma 

entre la 7295 y 10 244, cubriendo parte de los genes ns4B y ns5. La secuencia obtenida 

compartió 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 orígenes, almacenadas en el GenBank, reveló que pertenece al 

genotipo asiático, linaje americano (figura 3.6). 

3.2 Competencia 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-1 y 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 estadísticas 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 

estadísticamente 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 estadísticas 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 población de mosquitos (P < 0,05 para todas las 

combinaciones población de mosquito/virus). 

Con relación al potencial de transmisión, se observaron bajas TT para ambos virus en 

las dos poblaciones (figura 3.7). No se detectaron partículas de VZIK en la saliva de 

ninguna de las hembras examinadas de la población PTE, mientras que el virus fue 

detectado desde los 7 dpe en la saliva de mosquitos de PRG (TTPRG/VZIK entre 4-9%). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU647676.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R1EWSX1M013
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Figura 3.6 Árbol filogenético de VZIK construido a partir del método de Máxima 

Verosimilitud, basado en el modelo Tamura-Nei+G. Se muestran los valores de soporte 

estadístico 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 círculo. 
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Figura 3.7 Tasas de infección (A), diseminación (B) y transmisión (C) (intervalo 

de confianza ± 95%) de dos poblaciones de Aedes aegypti de La Habana: PTE y 

PRG, a los tres, siete y 14 días post exposición (dpe) a los virus Zika, dengue-1 y 

chikungunya. La población PTE se representa con barras continuas y la población 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 número de individuos examinados para 

cada población/virus/dpe está colocados entre paréntesis. Los números entre corchetes 

indican las muestras positivas para cada población/virus/dpe. 
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Para VDEN-1, el virus fue detectado en la saliva de hembras de la población 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 estadísticamente diferentes (P = 0,15). De igual forma, tampoco 

se observaron diferencias estadísticas en las TT ni los títulos virales entre VZIK y VDEN-

1 a ningún dpe. Los títulos virales medios detectados en salivas de la población PRG 

infectada con VDEN-1 a los 7 y 14 dpe alcanzaron un valor de 1,2±0,7 log10 uff/saliva, 

mientras que para VZIK fue de 1,5±0,2 log10 ufp/saliva (tabla 3.3). 

 

Tabla 3.3 Títulos 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 días de ser 

expuestas a los virus Zika (VZIK), dengue-1 (VDEN-1) y chikungunya (VCHIK).  

 

Entre paréntesis se muestra el número de muestras de saliva positivas. NE: no ensayado, ND: No 

detectado, Nap: no aplica, dpe: días post exposición. *Para VDEN-1, el título 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 a la infección con VCHIK, con TI entre 95-100% a los 3 dpe. La diseminación 

también fue detectada desde los 3dpe y creció significativamente en ambas poblaciones 

de mosquitos a los 7 y 14 dpe, alcanzando, en este último punto, valores entre 86 y 100% 

(figura 3.7). Sin embargo, el potencial de transmisión fue bajo en las dos poblaciones, 

con TT similar en PTE (entre 4 -14%) y PRG (entre 0-11%). Los mosquitos de PTE 

Virus 
PTE 

Log10 título (ufp/saliva)* 
PRG 

Log10 título (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 
(1) 

Nap 1,5 
(3) 

±0,3 

VDEN-1 NE - ND - 1,2 
(6) 

±1,0 NE - 1,9 
(1) 

Nap 1,0 
(3) 

±0,7 

VCHIK 1,2  
(1) 

Nap 2,0 
(2) 

±1,1 2,6 
(3) 

±1,5 ND - ND - 2,3 
(2) 

±1,1 
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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 título de VCHIK 

en la saliva de las hembras de PRG osciló entre 0-2,3 log10 ufp/saliva, mientras que en 

mosquitos de PTE llegó a valores entre 1,2–2,6 log10 ufp/saliva y alcanzó un máximo a 

los 14 dpe (tabla 3.3). 

3.3 Transmisión vertical de arbovirus en poblaciones de Aedes aegypti 

de La Habana, en condiciones de laboratorio 

3.3.1 Tasas de transmisión vertical e infección filial mínima 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 estadísticas entre ellas en los 

parámetros de TV en ninguno de los dos CG (P > 0,05 en todos los casos) (figura 3.8). 

Durante el 1erCG, la TTV de VDEN-1 alcanzó un valor de 29% en PTE y 0 en PRG, mientras 

que para VZIK llegó 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 varió entre 27% en PTE y 59% en PRG. La comparación de las TTV entre 

virus solo mostró diferencias estadísticamente significativas en la población 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 más 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 1erCG 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 2doCG, las TTV globales fueron más similares entre sí, 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 2doCG fueron 

ligeramente más variables entre virus, con valores de 11% para VCHIK, 9% para VZIK y 

5% para VDEN-1. La mayor tasa de infección en la descendencia se observó en la 

combinación PTE/VCHIK en el 2doCG (13%) (figura 3.8). La comparación estadística de 

las TTV y las TIFM entre virus en cada población no arrojó diferencias significativas.  
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Figura 3.8 Tasas de transmisión vertical (TTV) y de infección filial mínima (TIFM) 
de los primer (1erCG, panel superior) y segundo ciclos gonadotróficos (2doCG, 
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 

población PTE está representada con barras continuas y la población PRG con barras discontinuas. 
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) entre los virus para una 
población determinada. Las tablas al pie de los gráficos de las TTV muestran el número de madres 
que dejaron descendencia en cada CG y las que resultaron infectadas (positivas) para cada 
población/virus. La TTV representa la proporción de madres infectadas con al menos un miembro de 
su progenie infectado. La TIFM representa la proporción de grupos/individuos infectados en la 
descendencia de madres que transmitieron verticalmente el virus.
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Como promedio, los huevos del 2doCG fueron depositados por las hembras a los 21,8 dpe 

a VDEN-1; 21,1 dpe a VCHIK y 19,2 dpe a VZIK. 

Dada la manera diferente en que se procesó la descendencia de los 1er y 2doCG, la 

comparación de las TTV y TIFM entre ellos no resultó válida. 

La secuenciación nucleotídica de las muestras con valores más bajos de Ct, permitió la 

obtención de secuencias en algunas muestras de la descendencia de madres expuestas a 

los tres virus, con lo que se confirmó el diagnóstico realizado por RT-qPCR (anexo 3.4).  

En el caso de VDEN-1, se obtuvieron secuencias parciales de dos cabezas de hijas del 

2doCG, mientras que una secuencia completa de VCHIK se obtuvo de la saliva de una hija 

proveniente también del 2doCG. En tanto, la secuencia nucleotídica de VZIK se obtuvo de 

un grupo de descendientes del 1erCG.   

3.3.2 Estimación del aporte de la transmisión vertical a la transmisión 

horizontal  

Para indagar en el potencial epidemiológico de hembras de Ae. aegypti infectadas por vía 

materna, se analizó 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 estimación de estos parámetros de TV se tuvo en 

cuenta exclusivamente la sub-población total de madres (N = 23) de las que se pudo 

conseguir muestras de saliva de sus hijas. 

Los datos obtenidos demostraron la presencia de partículas virales en la saliva de hijas 

provenientes de madres infectadas con VCHIK y VZIK, mientras que ningún virus se 

detectó 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 transfirió el virus al menos a una 

de sus hijas (virus detectado en saliva), convirtiéndolas en infectivas. Esta fue la mayor 

TTV-S en relación a la de VZIK (TTV-S = 17%) (tabla 3.4, figura 3.9). De las 11 salivas 

positivas a VCHIK, cinco fueron detectadas por titulación directa de la muestra y siete 

por RT-qPCR después de su amplificación en cultivo celular. El valor medio del título de 

VCHIK fue 2,3 ±1,0 log10 ufp/saliva, que osciló en un rango entre 1,2 y 3,3 log10 ufp/saliva. 
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Tabla 3.4 Datos y parámetros de transmisión vertical obtenidos del segundo 

ciclo gonadotrófico de hembras de Aedes aegypti expuestas a los virus dengue-

1, chikungunya y Zika  

 
*Se refiere exclusivamente a las madres que dejaron descendencia femenina de las que se pudo 
obtener muestras de saliva. ** Solo se ensayó para la descendencia de madres expuestas a VDEN-1. 
TTV-S (tasa de transmisión vertical hasta saliva): proporción de madres infectadas que deja hijas con 
saliva positiva. TTV-C (tasa de transmisión vertical hasta cabeza): proporción de madres infectadas 
que deja hijas con cabezas positivas. TTV-M (tasa de transmisión vertical hacia machos): proporción 
de madres infectadas que deja grupo de machos infectado. TIF-S (tasa de infectividad filial): 
proporción de hijas con saliva positiva provenientes de madres que transmitieron verticalmente el 
virus. TIF-C (tasa de diseminación filial): proporción de hijas con cabeza positiva provenientes de 
madres que transmitieron verticalmente el virus. TIFM-M (tasa de infección filial mínima en machos): 
proporción 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 infección vertical efectiva 
hasta saliva): promedio de hijas infectivas por madre infectada. TIVe-C (tasa de infección vertical 
efectiva hasta cabeza): promedio de hijas con infección diseminada por madre infectada. NE: no 
ensayado. 

  Descripción VDEN-1 VCHIK VZIK 

Muestras 
obtenidas 

Madres expuestas a virus 73 51 23 

Madres con descendencia en el 2doCG *  12 12 6 

Madres infectadas 5 12 6 

Madres que transmiten el virus verticalmente en el 
2doCG*  

4 7 4 

Saliva de hijas provenientes de madres infectadas 42 72 28 

Saliva de hijas provenientes de madres que 
transmiten verticalmente el virus  

37 58 25 

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 
machos infectados simultáneamente 

0 3 0 

 TTV-S   0 50 17 

Parámetros 
de 

transmisión 
vertical (%) 

TTV-C ** 80 NE NE 

TTV-M 0 33 50 

TIF-S 0 19 12 

TIF-C** 16 NE NE 

TIFM-M 0 5 7 

TIVe-S 0 10 2 

TIVe-C** 13 NE NE 
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Ninguna de las muestras de saliva tituladas directamente resultó positiva a VZIK. Sin 

embargo, tras su amplificación en células Vero, tres muestras (provenientes de la misma 

madre) provocaron efecto citopático 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 amplificación en células C6-36.   

 

 
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 

gonadotrófico 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 representó un 12%. Por su parte, el 16% (TIF-C) de la 

descendencia femenina de las madres que transmitieron VDEN-1 verticalmente, 

presentaron diseminación viral en la cabeza (tabla 3.4).  
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La TV a la descendencia masculina varió según el virus. Las TTV-M alcanzaron valores 

de 0 para VDEN-1 (donde no se encontró ningún grupo de machos positivo de los 10 

obtenidos y analizados en el 2doCG); 33% para VCHIK y 50% para VZIK. En todos los 

casos se observó que la infección de la descendencia se comportó de forma heterogénea. 

Para VCHIK, el 25% de las madres infectadas transmitió el virus hasta la saliva de 

hembras y a grupos de machos simultáneamente, mientras que para VZIK no se halló 

coincidencia en la transmisión simultánea del virus a ambos géneros (tabla 3.4, figura 

3.9). Por último, las tasas de infección 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. DISCUSIÓN 

4.1 Transmisión vertical de los virus del dengue y Zika en el 

contexto cubano 

La dinámica de transmisión de arbovirus (entiéndase VDENs, VCHIK y VZIK) por Ae. 

aegypti ha sido pobremente estudiada en Cuba. Es por eso que la investigación de los 

modos en que esos virus se transmiten por sus vectores resulta novedosa y de 

importancia capital en el campo de la arbovirología. Los resultados aquí 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 nucleotídicas obtenidas 

confirmaron la identidad del virus y pertenecieron a los genotipos virales que circularon 

en Cuba(195, 360) y la región latinoamericana(361, 362) en los periodos de estudio (2013-

2014 y 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 constató prácticamente en todos los meses analizados y en todas las áreas de salud 

del municipio (inclusive en aquella con menores reportes históricos de incidencia de 

dengue en la población humana, como Managua(332)). De manera similar, durante 2018-

2019, se verificó la TV de ambos flavivirus tanto en el territorio catalogado de alta 

transmisión (Párraga), como en el de baja transmisión (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 

investigación sugieren que la TV de estos flavivirus en las poblaciones de Ae. aegypti 

estudiadas, podría constituir un proceso fisiológico intrínseco de la infección, aunque su 

frecuencia e intensidad pueden depender del contexto epidemiológico, o de los 

genotipos de los mosquitos y virus. Según está descrito, durante la colonización de Ae. 

aegypti, los viriones pueden alcanzar los ovarios y el tejido reproductivo en general(263) 

y de esta manera perpetuarse en la próxima generación.  

Si bien la relevancia epidemiológica de la TV todavía está en discusión(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(34, 363). Una vez que estos huevos 

eclosionan, a la par del desarrollo larvario ocurre la replicación viral, de modo que 

cuando una hembra infectada emerge, pudiera ser infecciosa y capaz de transmitir el 

virus(308) sin tener que ponerse previamente en contacto con un humano infectado. 

Hasta el momento no existen evidencias que aseguren tal hipótesis, 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 distribución espacial de los VDENs en Arroyo Naranjo, durante el primer periodo de 

estudio, se manifestó de forma estratificada. Las áreas en las que se detectaron los cuatro 

VDENs (Mantilla y Párraga) son las más pobladas del municipio (anexo 2.2). 

Previamente en La Habana se comprobó que territorios con mayor densidad poblacional 

contabilizaban mayor cantidad de sitios de cría de Ae. aegypti (364). En el municipio 

estudiado, dadas las dificultades en el abasto de agua, los moradores se ven obligados a 

almacenarla permanentemente, lo que podría dar lugar a sitios de cría de Ae. aegypti(365). 

Todas estas características favorecen la existencia de poblaciones de este culícido que 

exhibe en estas áreas una presencia elevada (Índice Casa (IC)Mantilla=1,4; 

ICPárraga=1,1)(330). De esta manera se potencia el contacto vector-hombre y con ello el 

riesgo de transmisión de los VDENs(25).  

Una explicación análoga podría tener la distribución de los VDENs en el resto de las áreas 

de salud. Así, en orden decreciente de población por área aparecen Grimau, Los Pinos, 

Capri (en las que se encontraron tres VDENs), Eléctrico y Managua (en las que se 

encontraron solo dos VDENs), en las cuales una tendencia similar de presencia del vector 

se encontró (ICGrimau=1,3 ˃ ICLos Pinos =1,3 ˃ ICCapri=0,33 ˃ ICEléctrico=0, 23 ˃ 

ICManagua=0,17)(330). Los elementos antes expuestos reflejan las probabilidades de 

contacto vector-hombre en estas áreas: potenciada para Grimau, Los Pinos y Capri, y 

disminuida para Eléctrico y Managua.  

Además, en las áreas de salud más cercanas al centro de la provincia La Habana (Grimau, 

Los Pinos, Párraga, Mantilla) existe mayor flujo y confluencia de personas. De manera 

general, en ellas están ubicadas la mayoría de las oficinas y comercios, así como los 

principales centros de trabajo, estudio y recreación de la población del municipio, lo cual 

facilita que en ellas converjan mayor número de personas. Dado el rango de vuelo de Ae. 
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aegypti, se propone que la movilidad humana, más que la dispersión del vector, es el 

determinante principal de la amplificación y distribución de los VDENs(215, 366, 367). Así, 

los VDENs incrementan su potencialidad de dispersión en estas áreas, debido al flujo 

poblacional constante(366). De manera diferente ocurre en las áreas de salud más 

periféricas (Capri, Eléctrico y Managua), donde el flujo humano disminuye, y por 

consiguiente, la dispersión de los VDENs. 

Lo descrito anteriormente soporta, de forma coherente, las diferencias en la frecuencia 

de aparición de VDEN entre las áreas 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, Párraga, Los Pinos, Grimau y 

Capri), con aquellos en los que se encontró más frecuentemente el virus en sus 

poblaciones inmaduras de Ae. aegypti durante el periodo de estudio (Los Pinos, Grimau, 

Mantilla y Párraga).  

La asimetría en la distribución de la TV de los VDENs en las áreas de salud de Arroyo 

Naranjo durante 2013-2014 sugirió 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 transmisión a un mismo virus, y viceversa(289, 368, 369), 

determinado en gran medida genéticamente(370-373). La heterogeneidad de la TV también 

induce a pensar en una posible adaptación mutua entre las poblaciones de mosquitos y 

las cepas virales que favorezca la TV en aquellas que se encuentran más expuestas a los 

virus (a partir de la historia epidemiológica de cada lugar)(374). 

Sin embargo, el tamaño de muestra proveniente de cada área no fue uniforme y los sitios 

con poca cantidad de Ae. aegypti positivos a VDENs coincidieron con aquellos con 

inferior tamaño de muestra examinada (Eléctrico y Managua) (tabla 3.1). Es de esta 

forma que la menor aparición de TV también pudo ser consecuencia del examen de un 

menor número 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 áreas de 

salud de Arroyo Naranjo para transmitir verticalmente los VDENs; el estudio 

desarrollado durante 2018-2019 profundizó en algunos de los aspectos antes señalados 
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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 

extensión territorial y densidad poblacional comparables, pero con historial 

epidemiológico contrastado, medido a través del registro de casos de dengue entre 

2010-2017(334) (Pasteur, baja transmisión y Párraga, alta transmisión). El uso de igual 

cantidad de ovitrampas para la colecta de los huevos de Ae. aegypti permitió estimar y 

comparar la abundancia relativa de las poblaciones del vector entre sitios.  

Durante este segundo periodo (2018-2019), se encontró que las áreas Pasteur y Párraga, 

a pesar de su similar grado de urbanización, densidad y movimiento poblacionales, 

mostraron también un patrón significativamente asimétrico en la distribución de la TV 

de los VDENs, pero una distribución análoga en la TV de VZIK. En Párraga, 

particularmente, la TIM por VZIK fue significativamente menor que la de los VDENs, lo 

que pudiera guardar relación con una más larga historia de asociación y co-evolución de 

las poblaciones locales de Ae. aegypti con los VDENs que con VZIK(189, 260). En esta ocasión 

se verificó 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 

área de salud Pasteur no estuvo ligada a ese factor. En este caso, las diferencias entre las 

áreas de estudio se concentraron en sus historias epidemiológicas en relación a la 

acumulación 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 infección por arbovirus en mosquitos, normalmente exhiben una variabilidad 

espacial y temporal considerables(375). También se plantea que las TIM obtenidas 

usualmente en los estudios de TV son bajas (˂10) incluso en áreas con alta incidencia de 

estos virus(34). Al valorar el comportamiento de las TIM tanto por VDENs como por VZIK 

durante 2018-2019, llama la atención que con excepción de Párraga/VDENs, las TIM 

totales fueron bajas (≈1) (tabla 3.2). Sin embargo, de manera general, altos valores de 

TIM por VDENs se encontraron frecuentemente en áreas específicas (Mantilla, Párraga 

(en ambos periodos), Grimau y Los Pinos), lo cual puede sugerir una intensa circulación 
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viral en la población vectorial de esos territorios. Elevadas TIM (48,2 y 31,9) se 

registraron en estudios de campo realizados en países endémicos a VDENs como 

Filipinas e Indonesia(40, 376). Se postula que esta vía de transmisión conserva y favorece 

la circulación de estos virus en áreas endémicas(39, 42), todo lo cual sugiere que la TV no 

solo es causa, sino también consecuencia de la persistencia de los VDENs en una región 

determinada.  

Si bien la insuficiente duración 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 año, un metaánalisis encontró que los mosquitos del género Aedes manifiestan 

mayores tasas de infección vertical efectiva en la naturaleza bajo condiciones de clima 

seco comparado con climas templado o tropical(1). Esto sugiere que en época de seca 

(noviembre-mayo) la TV podría verse favorecida en el contexto cubano y apoya la 

hipótesis de que esta vía de transmisión constituye un mecanismo de mantenimiento de 

la circulación viral en temporadas adversas para la TH(1).  

Algunos estudios plantean que las tasas de TV varían significativamente entre los cuatro 

serotipos de dengue(1, 34). Así 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(1). Varias 

investigaciones comprobaron que, similar a lo que ocurre en otros sistemas hospedero-

patógeno, la interacción entre los genotipos de Ae. aegypti y los arbovirus (interacción 

genotipo-genotipo) determina el comportamiento del mosquito en relación al virus y 

viceversa(373, 377, 378). La interacción entre una población de mosquitos y una cepa viral 

podría establecer tasas de TV propias de este par y diferentes para otro sistema Ae. 

aegypti-virus. Este fenómeno 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 más de 

un VDEN, concentrados en las áreas que exhibieron mayor variedad de serotipos, lo cual 

es esperado.  Sin embargo, no se registró la combinación VDEN-VZIK en grupos de 

mosquitos durante el periodo 2018-2019. La co-detección de arbovirus/serotipos 

diferentes en grupos de mosquitos del género Aedes colectados en el terreno se informó 

en otras latitudes(40, 379-382). La aparición de más 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 más de un serotipo en grupos de en larvas y pupas colectadas en el mismo 

sitio de cría/ovitrampa. Se describe que la hembra de Ae. aegypti deposita la totalidad 

de los huevos de un ciclo gonadotrófico en varios sitios de cría(383) con una preferencia 

de oviposición en recipientes con presencia de larvas de su especie(384). Este 

comportamiento favorece la dispersión de Ae. aegypti y con él, de los virus, al igual que 

la mezcla de individuos provenientes de diferentes madres. De esta manera, no sería 

raro encontrar en el mismo sitio de cría, individuos infectados con distintos serotipos. 

Por otra parte, Angel et al., 2015(39) 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 línea celular C6/36(385) y mosquitos Ae. 

aegypti(386) con VDEN-2 y VDEN-4 demostraron que existe competencia inter-serotípica. 

Como consecuencia, la infección simultánea disminuye los títulos virales de ambos 

serotipos(385) y la presencia de la infección con un serotipo limita la infección por un 

segundo(386). Teniendo en cuenta las evidencias anteriores, la capacidad de una hembra 

de Ae. aegypti para transmitir al unísono más 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 vías por las que apareció 

más de un VDEN en grupos de mosquitos examinados, este hecho ratifica los rasgos de 

endemicidad en la circulación 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 área de salud Párraga en las que se 

colectaron huevos infectados periódicamente con VDEN-2. Si bien es posible que 

mediante la alternancia entre humanos y vectores (transmisión 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 describió 

anteriormente en ensayos de laboratorio para las especies Ae. aegypti(27) y Ae. 
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albopictus(389). La existencia de criaderos permanente en estas manzanas, explicaría la 

presencia constante de mosquitos que pudieron garantizar la transmisión tanto 

horizontal como vertical (inclusive por varias generaciones) de VDEN-2, permitiendo la 

circulación 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 característica de los huevos de Ae. aegypti de resistir la 

desecación y permanecer viables por meses hasta que condiciones favorables les 

permitan la eclosión(1). Un estudio realizado en Ae. albopictus demostró que VZIK 

“sobrevivió” y se replicó 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 transmisión intervectorial (TV, TVN 

y la depredación de larvas infectadas)(391). 

Las secuencias parciales de los VDENs y VZIK obtenidas a partir de Ae. aegypti colectados 

en el terreno, permitieron aportar información no solo sobre los virus circulantes, sino 

además, sobre los genotipos virales, posibles orígenes y relaciones filogenéticas. Así, las 

tres secuencias nucleotídicas 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 mayoría de los aislamientos colectados en la región latinoamericana 

durante la década de los 70 y hasta la actualidad (392). Este genotipo se detectó también 

en dos pacientes cubanos de Guantánamo/2010 y La Habana/2013, aunque este último 

se informó 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 construcción filogenética realizada por Díaz (195), con secuencias del 

gen e de un aislamiento obtenido de un paciente en Guantánamo (2010), reveló su 

cercanía 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 relación 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 agrupó dentro del genotipo III, 

de la misma manera que aislamientos cubanos obtenidos de pacientes de La 

Habana/2009, Santiago de Cuba/2010 y 2011, Camagüey/2011 y Sancti Spíritus/2014 

que se secuenciaron en el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK, 

según demuestra un estudio realizado en 2014(195). La secuencia D3_Mlla_2013 se 

relacionó genéticamente con virus que circularon en el Caribe (Venezuela/2001 y 

Puerto Rico/2006). Esto concuerda con el origen sugerido por Díaz (195)[14] para el 

VDEN-3 que circuló en Cuba entre 2010 y 2014. La divergencia nucleotídica (2,7%) 

observada entre la secuencia cubana y las foráneas sugiere una posible evolución in situ 

de este virus que circuló, al menos, por siete años en contextos geográficos diferentes. 

Desafortunadamente, la ausencia de otras secuencias cubanas del gen c-prm, impide 

hacer análisis más profundos sobre la dinámica de transmisión y evolución viral. 

La secuencia nucleotídica del VDEN-4 (D4_Mlla_2013) perteneció al genotipo II al igual 

que otros aislamientos obtenidos de pacientes sintomáticos en el período 2010-2014 en 

La Habana, Las Tunas, Santiago de Cuba y Guantánamo(195). Este genotipo circula en la 

región Latinoamericana desde 1981, y se considera tiene un origen asiático(393). La 

secuencia cubana se agrupó en un clado junto a aislamientos provenientes de Venezuela, 

Puerto Rico, Colombia y Brasil. Dentro de este, mostró una cercana relación genética con 

las secuencias brasileñas obtenidas en los años 2012 y 2013 a partir de sueros humanos 

y manifestó un 98,8% de similitud nucleotídica con un aislamiento obtenido de un 

paciente en Jundiaí, São Paulo. Una secuencia del genoma completo del virus detectado 

en nuestro estudio podría confirmar esta hipótesis. Esta relación sugiere que en ese país 

suramericano estuvo el posible origen del virus circulante en Arroyo Naranjo. Análisis 

filogenéticos previos basados en el gen e de aislamientos de VDEN-4 colectados en 

sueros humanos en varias ciudades cubanas en el período de 2010-2014, revelaron su 

cercana relación genética con VDEN-4 colectados en Venezuela en varios años, 

sugiriendo su origen en ese país(195). Sin embargo, en la construcción filogenética 

realizada en aquel estudio no se incluyó ninguna secuencia proveniente de Brasil. 

Esa aparente contradicción con los resultados de la presente investigación pudiera estar 

relacionada con múltiples introducciones de VDEN-4 en Cuba en los últimos años. 

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 hipótesis. 

La secuencia nucleotídica del VZIK (Z_Pga_2019, Número de acceso: PP759388) 

obtenida perteneció al genotipo asiático, linaje americano. La secuencia cubana se asoció 

más estrechamente con secuencias de Martinica y Guadalupe de los años 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 investigación encontró 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 continuación de la epidemia en Las Américas y no introducciones de 

los brotes que estaban teniendo lugar en Asia. Basados en la ubicación de los genomas 

del virus en la filogenia construida, los autores observaron evidencias de introducciones 

múltiples en Cuba: una de Centro América, y tres del Caribe(360). 

En conclusión, la comprobación de la TV de los cuatro VDENs y el VZIK en poblaciones 

naturales de Ae. aegypti de La Habana, sugieren que esta vía de transmisión 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(395). 

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 planteó 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 sería posible si estas poblaciones presentaran genofondos diferentes, ya que 

el fenotipo susceptible/resistente a la infección en mosquitos está considerablemente 

determinado genéticamente(370-373).  

Las especies de mosquitos implicadas en la transmisión de patógenos han sido 

históricamente estudiadas en Cuba(396, 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 verificó, 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 población PTE 

expuestas a VZIK resultaron positivas. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran 

que la población 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(21). A pesar de la susceptibilidad demostrada por esta especie a la infección con 

los flavivirus, la TT obtenidas a los 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 asiático (el mismo de la cepa empleada en 

este estudio), y también remarcaron el bajo potencial transmisor de esta especie(289, 368, 

398, 399), lo cual contrasta con la rápida dispersión de VZIK por el continente americano. 

La gran cantidad de población humana susceptible a VZIK se sugirió como una 

explicación para balancear el bajo potencial transmisor encontrado en las poblaciones 

de Ae. aegypti a este virus(398).  

Dado el registro histórico de casos de dengue superior en Párraga con respecto a 

Pasteur, y comprobada una TV de los VDENs mayor en el primer sitio que en el segundo 

(i.e. TIMVDENs(Párraga)=9,8; TIMVDENs(Pasteur)=1,3), se esperaba que las tasas de 

transmisión (TT) (horizontal) determinadas experimentalmente para VDEN-1 fueran 

mayores en PRG que PTE. De igual forma, teniendo en cuenta el significativo número de 

brotes y epidemias de VDENs que tienen lugar en Cuba (revisado en(21)), esperábamos 

encontrar TT de VDEN-1 más elevadas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los 

VDENs incluyen otros tres serotipos y la CoV de las poblaciones cubanas a ellos pudieran 

diferir como se observó en otros estudios(400, 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 patógeno(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 años 

recientes, es VCHIK. Resulta interesante que, aunque este alfavirus se encuentra 
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activamente circulando en la región, no se registra su transmisión autóctona hasta el 

momento en La Habana, a pesar de la importación 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 días 

después de haber ingerido el virus (en el caso de PTE), lo cual sugiere que la ausencia de 

circulación local no está ligada a la incompetencia de los vectores locales a este alfavirus. 

Cortos PIE como los encontrados ponen a prueba la implementación de estrategias de 

control vectorial, favorecen la rápida propagación de los casos autóctonos primarios y 

pueden conducir a epidemias explosivas. De hecho, el PIE es considerado un factor 

crítico en la determinación de la eficiencia de transmisión por un vector(233, 402). Estos 

resultados alertan sobre el riesgo latente de introducción y rápida dispersión del 

alfavirus en la isla por las poblaciones de mosquitos cubanos y los elevados niveles de 

población humana susceptible.  

Es importante señalar que la transmisión de arbovirus en la naturaleza no se evalúa 

exclusivamente a través de los parámetros de CoV. La contribución de la CoV a la CaV de 

una población de mosquitos, aunque esencial, es menos influyente cuando se compara 

con otros factores eco-biológicos tales como la antropofagia, supervivencia del vector, 

su tasa de picada, entre otros(233). Por tanto, la influencia de estos últimos 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(403). En Cuba, a pesar de los esfuerzos por controlar las poblaciones 

de vectores, Ae. aegypti es una de las especies de mosquitos más abundante y 

extendida(404). Esa distribución y abundancia pueden contrarrestar las bajas tasa de 

transmisión detectadas facilitando brotes y epidemias de los VDENs, VZIK y VCHIK. 

El diseño experimental y las técnicas empleadas en los ensayos de laboratorio también 

pueden impactar la estimación de los parámetros de CoV. Los sistemas de alimentación 

artificial (como el usado en el presente estudio) son menos eficientes en asegurar la 

infección y diseminación en el mosquito si se comparan con el uso de modelos 

animales(399, 405), lo que puede subestimar los niveles de CoV. Por esta razón, se usaron 

en la alimentación artificial títulos virales (107 TCID50/mL para VCHIK y VZIK, y 107 

uff/mL para VDEN-1) más altos que las viremias típicas 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 infección menor que la provocada por el 

mismo título de un virus fresco (revisado en(408)). Adicionalmente se plantea que los 

métodos de colecta de saliva in vitro subestiman la cantidad de virus excretado durante 

la alimentación in vivo(409-411) y la sensibilidad de la titulación viral usando ensayos de 

cultivos celulares es inferior que la inoculación de virus en ratones, por ejemplo, tal 

como demostraron Smith et al., 2005(410). Por último, es probable que las TD y TT para 

los flavivirus ensayados fueran superiores a dpe tardíos como informan otros estudios 

(por ejemplo, a los 21 dpe)(287, 289), sin embargo, ese tiempo no se consideró en nuestro 

trabajo dado que la esperanza de vida media de las hembras de Ae. aegypti en el terreno 

es generalmente más corta (≈10-15 días)(412, 413). Armstrong et al., 2020(414) 

demostraron, mediante ensayos de CoV, que una segunda alimentación sanguínea no 

infecciosa durante el período de incubación del virus en el vector, acortó 

significativamente los PIE de Ae. aegypti expuestos a VZIK, VDEN-2 y VCHIK, a partir del 

incremento de velocidad de diseminación 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 darían lugar a un aumento significativo del número reproductivo 

básico (R0), es decir, de la CaV de esta especie. Estos resultados explicarían cómo con 

una CoV relativamente baja en ensayos de laboratorio con alimentación única (como los 

nuestros), Ae. aegypti, especie con hábitos de picador persistente, puede generar y 

mantener epidemias explosivas en la naturaleza(414). Las bajas TT pudieron estar 

causadas, en parte, por estos factores, más que por reales rasgos intrínsecos ligados a 

una limitada habilidad de transmisión 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), lo que sugiere una elevada permeabilidad 

de las barreras de infección 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 infección al intestino medio y/o la inmunidad del 

mosquito para evitar la replicación viral(369, 418). A pesar de ello, la diseminación a los 14 

dpe mostró 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 están determinadas por diferentes niveles de diseminación 

de los virus en ambas poblaciones de mosquito. Con relación a la transmisión, las bajas 

TT observadas sugieren, de forma general, que las barreras de las glándulas salivares 

juegan el papel más importante en limitar la excreción de virus, tal como se propuso 

anteriormente(368, 369, 415-417, 419, 420). Este fenómeno resalta la importancia de evaluar la 

transmisión en los ensayos de CoV, ya que infecciones bien diseminadas no siempre van 

acompañadas de elevadas tasas de transmisión. 

Las bajas TT estimadas en las poblaciones de mosquitos examinadas pudieran sugerir la 

participación de otros vectores, además de Ae. aegypti, en la dinámica de transmisión de 

estos arbovirus en el contexto nacional. Aedes albopictus (registrado en Cuba desde 

1995(421)) pudiera estar involucrado en la transmisión natural de estos flavivirus, como 

se informó en otros sitios (revisado en(422)). Recientemente se comprobó la TV de los 

VDENs en cinco de 16 grupos de Ae. albopictus colectados en 2019 en el municipio 

Arroyo Naranjo (uno de ellos proveniente del área de salud Párraga)(423), lo que sugiere 

una posible vinculación de esta especie en la transmisión 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 más categóricas. Sin embargo, dado que este mosquito es 

más generalista que Ae. aegypti(424) es menos probable que se alimente de humanos 

como mínimo dos veces para permitirle la adquisición y transmisión de un 

arbovirus(425). En años recientes se observó un incremento en la domiciliación de este 

culícido, aunque continúa mayormente confinado al espacio periurbano(426), lo que 

limita su contacto con grandes poblaciones humanas(404) y lo convierte en un vector 

menos significativo en la transmisión 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 Párraga. Tal como se expuso en el capítulo 3, solo 

el 0,2% de los mosquitos colectados, fueron Ae. albopictus (sección 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 

provocó brotes en La Habana, mientras que la emergencia de VZIK sí condujo a una 
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epidemia en todo el país? La vigilancia activa y cuarentena de los casos sintomáticos 

importados pudo jugar un rol muy importante en la modelación del escenario 

epidemiológico en Cuba. Es necesario recordar que en las infecciones por VCHIK la 

proporción de asintomáticos (4-28%)(135) es significativamente menor que en las 

infecciones por VZIK (hasta 80%)(16)). Antes de 2013, casos importados de cikungunya 

no condujeron a una transmisión autóctona significativa en algunos territorios (revisado 

en(135)). Entre 2006 y 2011, algunos países registraron casos importados de 

chikungunya (por ejemplo, Brasil, Guyana Francesa, Guadalupe, Martinica, Australia), 

pero estos no causaron la dispersión 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 señalan además que la 

dispersión del virus estuvo obstaculizada por razones entomológicas o ecológicas 

indeterminadas”(135). Otras hipótesis podrían ser una circulación silente o diagnóstico 

erróneo de las infecciones con VCHIK, aunque esa explicación es menos plausible, ya que 

habitualmente las personas infectadas con VCHIK y que manifiestan síntomas clínicos 

requieren atención médica(170), lo cual descubriría fácilmente la circulación del virus. 

Los estudios de CoV constituyen herramientas valiosas en la determinación de las 

potencialidades vectoras de una especie, así como en la estimación de parámetros para 

el estudio de las dinámicas de transmisión por vectores(415, 427, 428). Ante el riesgo 

constante que representan la presencia en Cuba de más de 70 especies de mosquitos y 

otros artrópodos de conocidas potencialidades vectoras(217), así como los constantes 

eventos de emergencia y re-emergencia de patógenos a nivel global(429), resultaría 

estratégica la creación 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”(430). 

En conclusión, la evaluación de la competencia vectorial de mosquitos de PTE y PRG 

demostró la habilidad similar de estas poblaciones y en general, de Ae aegypti, para 

transmitir los VDENs y VZIK en Cuba. Además, se comprobó la potencialidad de estas 

poblaciones para transmitir VCHIK, lo cual constituye una alerta sobre el riesgo real de 

dispersión de este alfavirus en el país. Estos resultados, junto a la elevada abundancia y 

amplia distribución 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 Transmisión vertical e infección 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 

VDENs entre los sitios de estudio, no se debió a una mayor abundancia de Ae. aegypti en 

Parrága que en Pasteur, ni a habilidades incrementadas de PRG para infectarse, 

diseminar y transmitir horizontalmente, al menos, VDEN-1.  De esta forma, la evaluación 

de la capacidad de ambas poblaciones de culícidos para transmitir verticalmente los 

virus podría esclarecer el panorama. Los estudios experimentales de TV de arbovirus 

son escasos y heterogéneos (revisado en(34)), por lo que los resultados obtenidos 

fertilizan un campo de investigación poco explorado. 

La TV natural de los VDEN-1, VCHIK y VZIK en Ae. aegypti se documenta en disímiles 

lugares del mundo(31, 32, 39, 41, 431-434), aunque, hasta donde conocemos, esta es la primera 

vez que se evalúa simultáneamente la habilidad de transmisión 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, así como el potencial para transferir VCHIK a su progenie.  

Resultados experimentales publicados muestran alta variabilidad en la TV de los 

flavivirus(28, 317). Sánchez-Vargas et al., 2018(317), en experimentos con Ae. aegypti-VDEN-

2, informaron TTVs en el 2doCG que oscilaron entre 48-52%, en tanto Castro et al., 

2004(435), 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(46, 433) y valores de 3%(433), 21%, 76% y 100%(28), en el 2doCG. 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 transmisión de estos virus a la 

descendencia en las poblaciones evaluadas. 

La proporción de descendientes infectados por TV también registra variaciones entre 

los estudios. En el modelo Ae. aegypti-VDEN-2, las TIFM encontradas en el 1erCG fue 
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0,5%(317), mientras que en el 2doCG 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(436), mientras que en infecciones con VDEN-4 no sobrepasaron el 0,14%(439). 

La mayoría de los ensayos con Ae. aegypti y VZIK documentan TIFM que oscilaron entre 

0,49-9%(35, 43, 433, 440-442) mayormente en el 2doCG, aunque estudios excepcionales 

estimaron TIF de 9-66%(28) y 6-10%(46). 

La poca cantidad de mosquitos que sobreviven hasta el 2doCG y dejan descendencia 

impacta en la estimación de los parámetros TV, lo cual se reconoce como una 

debilidad/limitación en los estudios de TV. Este hecho hace que en determinadas 

ocasiones los índices de TV deban ser interpretadas con cautela(34, 437). 

Múltiples factores influencian la eficiencia de la TV de flavivirus y pueden hacer variar 

sus índices de un ensayo a otro(317, 433). Entre estos elementos se encuentran los 

asociados al diseño experimental (método de infección, temperatura de cría de 

mosquitos, intervalos entre la infección inicial y la segunda toma de sangre, sensibilidad 

de las técnicas de detección viral, etc) y los dependientes de los rasgos biológicos del 

modelo de estudio empleado (especie y población de mosquito, tiempo de colonización 

de la misma, los virus, sus pases, el genotipo viral, origen geográfico, fase de desarrollo 

del mosquito examinada, fecundidad y fertilidad de la población, tamaño de la muestra, 

ciclo gonadotrófico, entre otros)(27, 241, 308, 389, 443-446).  

Estudios previos encontraron baja o ninguna TV en el 1erCG(1, 317, 389, 433, 447), 

probablemente debido a la pobre diseminación viral hacia los tejidos reproductivos 

antes de la producción y puesta del primer lote de huevos (entre tres y ocho días 

generalmente)(317, 433), y/o la disminuida permeabilidad al virus en ovarios nulíparos 

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 1erCG. 

Manuel et al., 2020(28) comprobaron que las TTV y TIF de VZIK en Ae. aegypti 

aumentaron en la medida que se incrementó el tiempo de incubación extrínseca del 

virus y decrecieron del segundo al tercer ciclo gonadotrófico; con lo que concluyeron 

que más que el número de CG, el tiempo de exposición de los ovocitos al virus en los 

tejidos reproductivos es decisivo en la TV. En nuestro caso, la oviposición del 1erCG 

rondó los 8 dpe, tiempo relativamente prolongado para la primera puesta de huevos, lo 
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que pudo favorecer la exposición de los ovocitos a los virus y con ello mayor oportunidad 

de infección en la descendencia.  

Estudios experimentales realizados en los modelos Ae. aegypti-VDEN-2 y Ae. aegypti-

VZIK comprobaron la infección de los ovarios (oviductos y ovocitos) tras la diseminación 

del virus al hemocele del mosquito(317, 433). Sin embargo, observaron que solo una 

fracción menor de hembras con ovarios infectados produjo progenie infectada(433), por 

lo que especularon que probablemente los ovocitos no se infecten comúnmente, y solo 

aquellas madres con ovocitos infectados, transmiten verticalmente el virus.  Al igual que 

existen barreras a la infección de las glándulas salivares, se propone que la infección de 

los ovarios y/o los ovocitos por arbovirus está limitada por factores/barreras a ese 

nivel(26, 433). Además, recientemente se describió que Ae. aegypti transmite a su progenie 

una memoria inmunológica antiviral a través del mecanismo conocido como 

estimulación inmunitaria transgeneracional (en inglés transgenerational immune 

priming (TGIP)). Como consecuencia la descendencia queda protegida de la infección 

con el mismo arbovirus por varias generaciones(448). Sin embargo, se observó que ese 

grado de protección muestra una variabilidad inter-individuo sustancial(448, 449). Aunque 

las vías y mecanismos inmunológicos que operan en la TV de arbovirus en mosquitos 

son desconocidos, la TGIP parecería ser una posible pista a seguir para encontrar la 

respuesta.   

La TV en mosquitos ocurre a través de dos mecanismos: (i) la transmisión transovárica 

(TOT) donde el virus infecta el germario en la ovariola y garantiza tasas de TV más altas 

y una diseminación extensiva(450) y (ii) el mecanismo trans-huevo (considerado menos 

eficiente que la TOT), donde el virus infecta el huevo durante la oviposición(302). Dadas 

las frecuentes bajas tasas de infección por TV, se hipotetiza que este último 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. 

albopictus(389), así como para VDEN-3(27) y VZIK(28) en Ae. aegypti, lo que sugiere que esa 

amplia y eficiente diseminación en la progenie puede ser esperada también en estos 

casos(1). De hecho, varios estudios sugieren que también puede ocurrir la colonización 

del germario y con ello la infección de mayor cantidad de miembros de la progenie, como 

ocurre con los orthobunyavirus(1, 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(317, 433), por lo que esta es una temática prácticamente virgen. Así de 

inexplorado resulta el tropismo viral en la descendencia infectada, al igual que las 

barreras (tanto anatómicas, fisiológicas como inmunológicas) que encuentra el virus a 

la colonización del nuevo insecto. Un modelo prometedor para el estudio de esta vía de 

transmisión lo constituye el sistema Ae. aegypti- virus específicos de insectos (ISVs en 

inglés), entidades descubiertas en su inmensa mayoría a partir de las técnicas de 

secuenciación masiva, algunos de los cuales se agrupan dentro de los géneros flavivirus 

y alfavirus, son transmitidos exclusivamente en la población de insectos y por vía 

vertical(451). El esclarecimiento de los mecanismos a través de los cuales los arbovirus 

infectan la descendencia de una hembra, permitirá evaluar más certeramente las 

implicaciones epidemiológicas de este modo de transmisión.  

Se afirma que VZIK exhibe índices 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 

infección mínima por los VDENs y VZIK encontradas en el terreno entre las áreas de 

estudio, deben ser consecuencia de una circulación diferencial de estos virus en las áreas 

más que de habilidades diferenciales de las poblaciones de mosquitos para transmitir 

verticalmente estos flavivirus. No obstante, el serotipo que marcó una diferencia 

significativa entre las áreas de salud Pasteur y Párraga durante 2018, en cuanto a la TV 

fue VDEN-2, por lo que investigaciones futuras deberán enfocarse en los parámetros de 

TV de cada serotipo de dengue. De hecho, en Párraga 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. Además, el genotipo de VZIK utilizado en los ensayos de TV (genotipo 

africano) fue diferente al encontrado en el terreno (genotipo asiático), lo cual pudiera 

modificar las potencialidades de TV de ambas poblaciones.  

Los modos de transmisión horizontal y vertical, aunque relacionados, no tienen por qué 

ser dependientes entre sí. En ambas rutas, la diseminación a través de la lámina basal 

del intestino resulta clave para infectar y colonizar los órganos blanco que garantizan 

cada modo de transmisión: las glándulas salivares (en el caso de la TH) y los órgano y 

tejidos reproductivos en general (en el caso de la TV)(311). Sin embargo, una pregunta 
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que continúa 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 

están circulando en un territorio en un momento dado(452, 453) y eventualmente, de la 

intensidad de esa circulación. Aunque las poblaciones humanas locales no fueron 

encuestadas en nuestro estudio, la base de datos epidemiológicos de la provincia La 

Habana, registró, durante 2018, casi dos veces más casos de dengue en Párraga que en 

Pasteur(334), lo que podría justificar el incremento de mosquitos infectados por TH en 

Párraga y por consiguiente mayores probabilidades para su TV. Este contexto 

epidemiológico se pudo desarrolladar con independencia de las habilidades similares 

comprobadas de estas poblaciones para trasmitir los VZIK y VDEN-1 (y quizás el resto 

de los serotipos). Debemos recordar que el fenómeno de transmisión de arbovirus por 

mosquitos es un proceso complejo en el que, además del virus y el vector, participa el 

hospedero vertebrado (en este caso el humano), todos bajo la influencia de factores 

abióticos como temperatura, humedad, etc(233, 374). En cuanto al ser humano, la infección 

con un arbovirus no solo está condicionada por determinantes biológicos (estatus 

inmunológico, genes, microbiota, etc.)(163, 165), sino también por hábitos, actitudes, 

prácticas, situación socio-económica, etc., que definen en gran medida los niveles de 

exposición a los virus (en este caso mosquitos infectados)(454-456). 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, prácticas y nivel socio-económico de las personas que habitan estas áreas son 

diferentes, lo que pudiera definir su exposición a los patógenos y por tanto justificar la 

mayor cantidad de casos de dengue en Párraga que en Pasteur. Es por eso que resulta 

vital en el control y prevención de los agentes infecciosos, el trabajo comunitario, 

educativo y de comunicación con las poblaciones humanas(457-460).   

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(462) y 3erCG(29). Otros pocos estudios informan además TV de VCHIK en Ae. 
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albopictus(463, 464). Sin embargo, en ninguno de ellos se estiman los parámetros de TV 

referidos anteriormente, sino tasas de infección mínima entre la descendencia de 

madres expuestas, lo que impide una comparación cuantitativa. Un meta-análisis 

concluyó que las TTV del género alfavirus en mosquitos son significativamente 

inferiores que la de los flavivirus(1), 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 detección de la infección entre 

CGs, no resulta válida la comparación de los parámetros de TV entre ellos. Sin embargo, 

llama la atención 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% 1erCG 

y 47% 2doCG). Este resultado puede guardar relación con los menores tiempos que 

necesita VCHIK para lograr mayor diseminación en estas poblaciones (figura 3.7), 

proceso esencial para la TV. Los flavivirus, por el contrario, manifestaron una 

diseminación significativamente diferente entre los 7 y 14 dpe (figura 3.7), lo que 

pudiera explicar el comportamiento observado. 

Los elevados índices de TV encontrados en algunos trabajos(28, 317), de conjunto con las 

no despreciables TTV y TIFM expuestas en el presente capítulo, promueven que esta vía 

de transmisión sea mejor considerada tanto desde el punto de vista 

académico/investigativo como desde el control vectorial y la salud pública. 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 epidemiología de la infección por 

arbovirus(317).  

Como se esbozó anteriormente, la conexión entre las vías de TH y TV en mosquitos 

continúa siendo un asunto angular en el estudio de la dinámica de transmisión de 

arbovirus. En particular, la TV se cataloga, por algunos autores, como un modo de 

transmisión poco importante para la persistencia epidemiológica de los virus(34). Sin 

embargo, si comparamos las tasas de TV y TH obtenidas en nuestro estudio, observamos 

que la más baja TTV global en el 2doCG sobrepasó el 40%, mientras que la mayor TTH 

(determinada como el por ciento de hembras infectadas con salivas positivas para cada 

virus) no sobrepasó el 20%. Aun cuando son conocidas las limitaciones de los ensayos 

de CoV en la determinación de las TT(465), 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 debería reflexionar sobre las potencialidades de la TV para erigirse 

como una vía de transmisión que merece seguir siendo más y mejor estudiada. 

4.4 Factibilidad del monitoreo de la transmisión vertical de 

arbovirus en poblaciones cubanas de Aedes aegypti 

La comparación entre los virus detectados en las poblaciones inmaduras de Ae. aegypti 

y en humanos (informado por el Ministerio de Salud Pública de Cuba)(196, 466, 467) durante 

los periodos estudiados (2013-2014 y 2018-2019), coincidió en la presencia de los 

VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4 durante 2013-2014, así como VZIK, VDEN-2 y VDEN-3 

durante 2018. Sin embargo, llama la atención que VDEN-1, de mayor prevalencia en el 

periodo 2013-2014 en larvas y pupas de Arroyo Naranjo, y presente también, aunque en 

menor proporción durante 2018 en Párraga; no se registró 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 fenómeno: i) En Cuba, la vigilancia virológica de los arbovirus se realiza en 

el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK, adonde llegan las muestras 

provienen de pacientes sintomáticos que, por lo general, han desarrollado formas graves 

de la enfermedad (en el caso de dengue); ii) Globalmente, existe una preponderancia de 

los casos asintomáticos sobre los sintomáticos en la enfermedad por dengue(10). La 

frecuencia relativa entre ellos varía de acuerdo con el contexto epidemiológico, el 

estatus inmunológico del paciente y los serotipos y genotipos circulantes(165). En Cuba, 

la investigación más reciente apunta a una relación asintomáticos/sintomáticos de 

13/1(468). iii) De manera general, VDEN-1 no se asocia con manifestaciones severas de la 

enfermedad en Las Américas(119), aunque se plantea que puede jugar un papel 

importante en la sensibilización de la población humana para una segunda infección por 

dengue(469-471). iv) Por otro lado, se demostró que las personas con infecciones naturales 

por VDEN y sin síntomas clínicos contribuyen a la dinámica de transmisión a través de 

la eficiente infección de mosquitos Ae. aegypti(472). Duong et al., 2015(472) observaron que 

personas con infecciones asintomáticas o pre-sintomáticas infectaron mosquitos con 

una viremia en sangre 100 veces más baja que lo que lo hicieron los casos sintomáticos. 
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Estos mosquitos infectados desarrollaron una carga viral mayor en comparación con 

aquellos Ae. aegypti alimentados sobre las personas con infecciones sintomáticas, lo que 

interpretaron como un mayor potencial de transmisión. v) También se debe tener en 

cuenta que las personas asintomáticas o pre-sintomáticas están 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 además en una fuente importante en la dispersión de estos 

virus(366, 472). Tampoco se debe descartar que las personas infectadas por dengue y que 

manifiestan síntomas leves, comúnmente no asisten a los centros asistenciales y portan 

la infección sin aislamiento que evite la transmisión. Esta realidad, además de potenciar 

la dispersión 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, provocó una gran cantidad de casos asintomáticos o 

con síntomas leves que favoreció posiblemente una gran dispersión del serotipo de 

mayor tasa de transmisión vertical(1) e impidió su detección por los sistemas de 

vigilancia establecidos en el país. De forma similar, Ferreira de Lima et al., 2020(473) 

describieron una posible circulación silente de VDEN-3 en San Paulo, Brasil, a partir de 

su detección en Ae. albopictus colectados como huevos, sin que hubiera registro de casos 

en la ciudad.  

Por otro lado, durante nuestra experimentación encontramos TTV globales superiores 

al 44% para todos los virus en el 2doCG; es decir que al menos 4 de cada 10 hembras 

infectadas transmitieron los virus a algún miembro de su descendencia; mientras que, 

como mínimo, un promedio del 5-10% de la descendencia “heredó” la infección. 

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 

circulación viral y emergencia de nuevos entes(49). Las Organizaciones Mundial y 

Panamericana de la Salud, así como varios autores, ponderan la estimación de las tasas 

de infección en poblaciones de mosquitos para determinar los niveles de transmisión de 
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un patógeno dado en la población humana(49, 474, 475). La vigilancia entomo-virológica o 

xeno-vigilancia son los términos empleados para acuñar los procedimientos de 

búsqueda de virus en mosquitos como indicador directo de infección en humanos(49). 

Además, dado el elevado número de asintomáticos y levemente sintomáticos que 

provoca la infección por estos arbovirus(16, 159), la búsqueda de este patógeno en 

mosquitos, constituye una herramienta necesaria y oportuna. En este sentido se 

propone la operacionalización de la vigilancia entomo-virológica en puntos calientes 

(hotspots en inglés)(48, 476) como parte de sistemas de alerta temprana(477, 478) que 

avizoren la aparición de brotes de arbovirus. Mientras la mayoría de las experiencias se 

centran en la pesquisa de mosquitos adultos(474, 479-481), algunos autores han 

recomendado la xeno-vigilancia molecular en estadios inmaduros por ser tan 

informativa como el monitoreo de adultos(36, 49, 432, 453), además que, desde el punto de 

vista práctico, la colecta de larvas en el terreno resulta más fácil y segura que la del 

imago(310). Estas propuestas constituyen un complemento a la vigilancia clínica y no 

deben remplazarla antes de que la correlación entre las tasas de infección en 

poblaciones humanas y de mosquitos sean mejor entendidas(49). Con este fin, próximos 

estudios deberán monitorear la presencia de arbovirus en mosquitos adultos y larvas en 

una misma área con el fin de establecer posibles correlaciones y causalidades en la 

infección de ambos estadios. De cualquier manera, la introducción gradual y progresiva 

de la vigilancia entomo-virológica en los programas de vigilancia de arbovirus en Cuba 

es altamente recomendada, ya que podría proveer a los sistemas de vigilancia 

arbovirológica, de otra fuente de información para enriquecer la que se obtiene a partir 

de los sistemas de vigilancia implementados actualmente. 

4.5 Estimación del aporte de la transmisión vertical a la 

transmisión horizontal  

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

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

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

La infección de un hospedero vertebrado requiere necesariamente la inoculación del 

virus presente en la saliva de hembras de mosquitos vectores(30, 43, 44). No obstante, hasta 
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el momento no existe ninguna evidencia de la presencia de partículas 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 detección de virus infecciosos y 

con capacidad replicativa en su saliva. También encontramos diseminación de VDEN-1 

en cabezas de la descendencia femenina. Las secuencias nucleotídicas de VCHIK 

obtenidas de muestras de saliva y VDEN-1 de cabeza de hijas confirman nuestro 

diagnóstico y hacen más 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)(482-485), de Aedes (Ochlerotatus) 

dorsalis expuestas al virus de la encefalitis de California (VEC) (Orthobunyavirus, 

Bunyaviridae)(486) y de Ae. albopictus a VZIK(487) infectaron ratones recién nacidos a 

través de su picada. Asimismo, otro estudio mostró que una cepa isofemenina de Ae. 

aegypti, altamente susceptible a VDEN-2, produjo descendencia infectada que secretó 

saliva positiva al virus(363). Además, estudios recientes detectaron mediante RT-qPCR 

genomas de VZIK en glándulas salivares(442) y salivas(43, 46) de hembras de Ae. aegypti 

verticalmente infectadas en el laboratorio. Sin embargo, la detección de genomas virales 

por sí solos no prueba la presencia de partículas virales infecciosas(43). También se debe 

considerar que la mayoría de estos reportes demuestran el potencial infectivo de estas 

hembras usando colonias de mosquitos o cepas seleccionadas, altamente susceptibles a 

los virus(43, 46, 363). Varios estudios demuestran que mosquitos colonizados o 

seleccionados en el laboratorio son más permisivos a la infección y diseminación viral 

que los mosquitos de terreno(488, 489), lo cual probablemente también se podría traducir 

en una mayor propensión para la TV y conducir a estimaciones poco fidedignas. En 

nuestro caso, la primera generación de Ae. aegypti no colonizados mostró 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 más realista de la dinámica de transmisión de arbovirus.  
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En relación a VZIK, la TIF-S obtenida (12%) concuerda con resultados anteriores que 

informan la detección de ARN viral en 2-17% de las glándulas salivares(442) y entre 2-

17% de la saliva de hembras de Ae. aegypti verticalmente infectadas(43, 46). Sin embargo, 

otro estudio conducido por Nuñez et al., 2020(45) no encontró VZIK en la saliva de 

hembras de Ae. albopictus infectadas verticalmente en el laboratorio. A pesar de las 

diferencias metodológicas entre estos estudios, en su conjunto sugieren que una 

proporción de hijas de mosquitos infectados con VZIK pueden mantener la circulación 

de este virus no solo entre la población del vector, sino también desencadenar la 

transmisión a humanos.  

Se estima que el PIE de VZIK en Ae. aegypti varía entre los 7 y 10 días(289, 398, 427, 490), 

aunque puede alcanzar los 14 días 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 reducción del PIE se estimaría en el 12% de 

las hijas provenientes de madres que transmitieron el virus verticalmente (tabla 3.4). 

Según la TIVe-S, el 2% de la descendencia femenina de cada hembra infectada con VZIK 

podría “heredar” su estatus infectivo (tabla 3.4). Resulta interesante cómo diferentes 

estudios de CoV en diversas partes del mundo destacaron el relativamente bajo 

potencial de transmisión de Ae. aegypti, lo cual contrastaba con la rápida dispersión de 

VZIK a lo largo de varias regiones(398, 427, 490). A la luz de los resultados presentados aquí, 

además de la gran cantidad de población 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 partículas virales en su saliva. Para lograr una 

contribución 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 proporción 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, teóricamente transmitir el 

virus en la saliva (TIVe-S=10%) (tabla 3.4). Aun cuando tamaños de muestra superiores 

u otras combinaciones de población de mosquito–cepa viral, pudieran arrojar 

estimaciones diferentes, nuestros resultados destacan el potencial epidemiológico de la 

TV de VCHIK en Ae. aegypti. Como se afirmó anteriormente para VZIK, la TV de VCHIK 

probablemente asegure la circulación del virus en la naturaleza y contribuya a su TH. A 

diferencia de los ensayos de infección 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 infección por vía materna.   

Como se expuso previamente, no se detectó VDEN-1 en la saliva de ninguna de las hijas 

de madres infectadas, aunque sí 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 número de salivas 

positivas y la cantidad de virus en ellas(465). Además, la presencia de VDEN-1 en cabezas 

del 16% de la descendencia femenina después de la amplificación en cultivos celulares, 

indicó la existencia de virus funcionales. Aunque el tropismo viral en mosquitos 

infectados verticalmente todavía se desconoce, la diseminación a la cabeza se considera 

usualmente como un proxy del potencial transmisor de un vector(200, 491-493). La no/baja 

detección de VDEN-1 en la progenie pudo deberse a bajas cargas virales o capacidades 

limitadas (en cuanto a sensibilidad) de detección viral. En nuestros experimentos 

observamos, incluso después de la amplificación en células, 15 muestras de salivas con 

Ct>34 para VCHIK, similar a lo descrito previamente en ensayos semejantes con VZIK(43).  

Durante el 2doCG, se encontraron familias con hijas positivas y grupos de machos 

negativos y viceversa, así como una gran heterogeneidad en la infección de la progenie 

en general (figura 3.9). Bosio et al., 1992(436) observaron una extensa variación en las 

TIF en familias de Ae. albopictus infectadas con VDEN-1 y concluyeron que las 

poblaciones, así como los individuos que las componen, pueden variar ampliamente en 

su habilidad para transmitir verticalmente el virus.  

La comprobación de la infección en machos adultos abre la interrogante sobre la 

potencialidad de la transmisión venérea en la infección de hembras. Algunos estudios 

verificaron la capacidad de machos infectados intra-torácica(315, 318, 319) y 
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verticalmente(317) para transmitir por vía sexual los VDENs, VCHIK y VZIK a hembras 

vírgenes, lo cual confiere a este género mayor importancia que la que hasta hoy se había 

dado en la dinámica de transmisión de arbovirus en poblaciones de Ae. aegypti. La 

conducta altamente polígama de los machos de Ae. aegypti se sugiere como un posible 

factor de apoyo para la transmisión sexual de arbovirus, que se presenta como otra vía 

potencial para el mantenimiento de estos en la naturaleza(293). Aunque futuros estudios 

deberán investigar sobre el potencial de diseminación y transmisión vertical y 

horizontal ulteriores en hembras infectadas sexualmente(317), una modelización 

matemática concluyó que ambas vías de transmisión (vertical y venérea) activas pueden 

asegurar la sostenibilidad de los virus en las poblaciones de mosquitos(494). 

Si bien estas vías “alternativas” de transmisión 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/sequías, entre otros)(1, 34); sus 

implicaciones en el mantenimiento de epidemias mediante la generación de nuevos 

ciclos de TH son elementos a considerar. El hallazgo de hembras con potencial infeccioso 

vía 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 incrementaría el “período infectivo” del vector, y por tanto aceleraría la dinámica 

de transmisión de arbovirus. De esta forma, el tiempo necesario para que se produzca 

un nuevo caso humano se reduciría significativamente para los flavivirus que requieren 

normalmente entre 7-10 días para que una hembra se “transforme” en infectiva después 

de adquirir el virus de un humano(490, 495). De la misma forma encontramos que a partir 

de una madre infectada varias hijas pueden “heredar” el estatus infeccioso, con lo que, 

además, se multiplicaría el número de hembras infectivas en una población dada.  

Estos resultados poseen un valor epidemiológico importante, si tenemos en cuenta que 

pudieran modificar los modelos de pronósticos de epidemias de arbovirus a partir de la 

modificación del R0, parámetro teórico que proporciona información acerca de la 

velocidad con que una enfermedad puede propagarse en una población 

determinada(496). La modelación matemática de epidemias y el consecuente pronóstico 
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del número de nuevos casos en el tiempo, resultan valiosísimos para la preparación de 

los sistemas de salud en la atención a pacientes y respuesta a brotes(497). 

Desde el punto de vista académico, estos resultados son igualmente trascendentales. Es 

ampliamente aceptado en la literatura científica especializada que la forma en que un 

mosquito adquiere la infección por un arbovirus es mediante la ingestión de sangre de 

un hospedero en fase virémica. Esta es prácticamente la única fuente descrita de 

adquisición de partículas virales por el mosquito, las cuales se replican en su epitelio 

intestinal y diseminan al hemocele para llegar a las glándulas salivares y ser excretadas 

posteriormente en la saliva durante una próxima picada, infectando así a un nuevo 

vertebrado(498-500). La TH, es considerada la principal ruta de transmisión de los 

arbovirus(498), 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 investigación, se debe reflexionar si, desde el 

punto de vista del mosquito, la adquisición de los virus a partir de la alimentación sobre 

un humano en fase virémica puede seguir siendo la vía de infección más importante, o si 

la TV constituye un modo comparablemente significativo de adquisición de la infección. 

De cualquier forma, para ser rigurosos, se debería reconocer un cambio en ese 

paradigma de infección y aceptar que, además, 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 fisiológicos, genéticos, anatómicos, inmunológicos, 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 detección de bajas 

cargas virales) para su demostración en el terreno o el laboratorio(30). En este sentido, 

capacidades de detección viral más sensibles permitirían estimaciones de TV más 

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 más globales en relación a los títulos 

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 

títulos previamente obtenidos en hembras infectadas por vía oral (ver tabla 3.3). Esto 

podría sugerir que la carga viral en saliva a partir de la TV podrías ser suficiente para 

infectar un humano. Sin embargo, los títulos virales umbrales en salivas que garantizan 

la infección eficiente del hospedero vertebrado dependen de varios factores como el 

estatus inmunológico de este último, y no están todavía del todo determinados(501-504). 

Es por eso que estudios futuros debieran comprobar la infectividad de hembras 

contagiadas verticalmente usando modelos animales.  

Por último, nuestros hallazgos resaltan la necesidad imperiosa de considerar la TV en 

los programas de control vectorial y adaptarlos en consecuencia. Dados los fuertes 

rasgos antropofílicos y domésticos de Ae. aegypti y las enormes consecuencias que 

acarrean las infecciones por arbovirus para la salud pública en zonas tropicales y 

subtropicales de todo el mundo, las campañas de comunicación social deberían ser 

revisadas, y los esfuerzos de control deberían tener en cuenta también los períodos 

inter-epidémicos o de baja densidad de mosquitos, ya que algunos sitios de cría podrían 

ser fuente de hembras ya infectivas. 

En resumen, los resultados obtenidos en la presente investigación (i) verificaron la 

ocurrencia de TV de los VDENs y VZIK en poblaciones cubanas de Ae. aegypti en 

condiciones naturales, (ii) determinaron un patrón de distribución espacio-temporal en 

los territorios evaluados y (iii) constituyen la primera estimación de los parámetros de 

competencia vectorial y transmisión vertical de poblaciones locales de Ae. aegypti a los 

tres arbovirus más importante en la región, alertando sobre las potencialidades reales 

de introducción y dispersión de VCHIK en Cuba. Por último, demostramos la 

trascendencia epidemiológica 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 inclusión del monitoreo de la TV en Ae. aegypti como una herramienta útil para la 

vigilancia de arbovirus en Cuba.   
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CONCLUSIONES 

 
- La detección de la circulación simultánea de los cuatro serotipos de dengue y del 

virus Zika en estadios inmaduros de Ae. aegypti en varias áreas de La Habana 

constituye la primera evidencia de la transmisión vertical de estos virus en Cuba. 

Las frecuencias y tasas de infección por los virus del dengue sugieren su 

circulación sostenida en las poblaciones del vector de los sitios estudiados y 

avalan la utilidad del monitoreo de la transmisión vertical de arbovirus en Aedes 

aegypti como una herramienta para la vigilancia virológica.  

- La competencia vectorial moderada (tasas de transmisión <25%) y similar 

observada para los VDEN-1 y VZIK entre las poblaciones de Aedes aegypti 

evaluadas, confirman la implicación de este vector en la transmisión 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 días post 

exposición, alerta sobre el riesgo latente de brotes y epidemias de este alfavirus 

en Cuba.   

- La comprobación experimental de la transmisión vertical de los VDEN-1, VCHIK 

y VZIK en las poblaciones de Aedes aegypti evaluadas, durante el primer y 

segundo ciclos gonadotróficos, 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 

prevención de la circulación de arbovirus. 

- La detección de partículas virales infecciosas de VCHIK y VZIK en la saliva de 

hembras de Ae. aegypti infectadas verticalmente, demuestra la capacidad de esta 

vía de transmisión 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 parámetros de competencia vectorial y transmisión vertical de 

poblaciones cubanas de Ae. aegypti a los cuatro serotipos de dengue. 

- Profundizar en los mecanismos y factores que influencian la transmisión 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 

Anexo 1.1 Fórmula y significado de la capacidad vectorial (CaV) de un sistema 

vectorial dado. Tomado de(233). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

𝐶𝑎𝑉 =
𝑚𝑎2 (TI ∗ TT)𝑝𝑛

− ln 𝑝
 

 

Donde 

CaV: capacidad vectorial de un vector para transmitir un patógeno determinado 

m: densidad del vector en relación al hospedero vertebrado 

a: probabilidad diaria de picada (dada por el índice de preferencia de hospedero 

multiplicado por la frecuencia de alimentación del vector) 

TI: tasa de infección con un patógeno dado (proporción de vectores infectados) 

TT: tasa de transmisión de un patógeno dado (proporción de vectores infectados que son 

capaces de transmitir el patógeno a un hospedero) 

(TI * TT): competencia vectorial o proporción de vectores que, luego de alimentarse sobre 

un hospedero infectado, son capaces de transmitir la infección a un nuevo hospedero. 

p: probabilidad diaria de supervivencia del vector 

n: duración del periodo de incubación extrínseco 

1/-ln p: probabilidad de sobrevivencia de un vector al periodo de incubación extrínseco 
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Anexo 2.1. Población y fondo habitacional por áreas de salud del municipio Arroyo 

Naranjo en 2013. 

Área de Salud Manzanas 
Universo 

(Viviendas + locales) 

Población 

humana 

Mantilla 227 14891 45077 

Párraga 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-geográficos de las áreas de salud Pasteur (municipio Diez de 

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

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' 
Posición en 
el genoma 

Talla del 
amplicón (pb) 

Serotipo  

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 

Área de 

salud 

Población 

humana 

Extensión territorial 

muestreada 

Total de Manzanas 

muestreadas 

Universo 

(Viviendas + locales) 

Pasteur 24091 94,22 Ha 106 8544 

Párraga 40960 92,61 Ha 130 15199 
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TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1-TS4) VDEN-4 

Anexo 2.4. Cebadores utilizados para la amplificación específica del virus Zika durante 

la secuenciación nucleotídica de su genoma completo 

Cebador * Secuencia (5’-3’) Talla del amplicón (bp) 

VZIK- 1S AGTTGTTGATCTGTGTGAGTCAG 
939 

VZIK-940R AATCAGCAGTATCATGACCAAGT 

VZIK-882S TTAGCAGCAGCTGCCATCGC 
1001 

VZIK-1883R GGTACACARGGAGTATGACACG 

VZIK-1785S GCTGGAGCTCTGGAGGCTG 
958 

VZIK-2743R ATCCCACAACGACCGTCAGTT 

VZIK-2708S GGAGCTCAACGCAATCCTGGA 
1116 

VZIK- 3824R TGTCCAATTAGCTCTGAAGATG 

VZIK-3581S AGTGCTTGTGATTCTGCTCATGGT 
990 

VZIK-4571R GTACCACGCTCCAGCTGCA 

VZIK-4525S TGGTCCTGATGACCATCTGTG 
1075 

VZIK-5600R GGTGTCCATAATTGGTGAGTTG 

VZIK-5422S TACTACAGCCAATYAGAGTCC 
1107 

VZIK-6529R CGAGGTTGTCAATGGCTTCCT 

VZIK-6388S CGAGGTGGATGGAYGCCAGAG 
1124 

VZIK-7512R CACAAAGTGGAAGTTGCSGCTGT 

VZIK-7329S ACGGCAGCTGGCATCATGAAG 
886 

VZIK-8215R TGCTGGTGTATGGGCACAACA 

VZIK-8138S AGAAGCACGGACGCTCAGAG 
1005 

VZIK-9143R CATCCAGTGATCCTCGTTCAAG 

VZIK-8935S CAGTGGAAGCTGTGAACGATC 
1375 

VZIK-10310R GTGGATAGGTARTCCATGTAC 

VZIK-10220S TCTCATAGGGCACAGACCGC 
422 

VZIK-10642R TCCCTCTTCTGGAGATCCAC 

*La numeración del cebador es acorde a la posición de su base 5’ en la 

secuencia KJ776791.2 
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Anexo 2.5 Efecto citopático (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 consistió en 

medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino 2%.     
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Anexo 2.6 Cebadores utilizados para la amplificación específica del virus Chikungunya 

durante la secuenciación nucleotídica de su genoma completo (tomado de (350)) 

Cebador * Secuencia (5’-3’) Talla del amplicón (bp) 

Chik-1S ATGGCTGCGTGAGACACAC 
1487 

Chik-1488R TGTATGGGATCAGGTCGGTT 

Chik-1332S GCAGAAAACACACACGGTCT 
1811 

Chik-3143R TGAGACCACTGCCTATCATTTA 

Chik-3067S GACCTTCGATACATTCCAAA 
1505 

Chik-4572R CACGCGAACAATATCGCAGT 

Chik-4546S CAAGTAGAGCTGCTGGATGA 
1756 

Chik-6302R CACGTTGAATACTGCTGAGT 

Chik-6224S ACACACTACAGAATGTACTGGCA 
1487 

Chik-7711R TGGCTTCTGTTGGGGTACCG 

Chik-7673S CCAGCTGATCTCAGCAGTTA 
1204 

Chik-8877R CGTACATGAGTGACTAATCTTCCT 

Chik-8797S CAGCACCGTGTACGATTACTGG 
1680 

Chik-10477R TGTCGAAAGGTGTCCAGGCTG 

Chik-10390S GAAATAACATCACTGTAACTGCC 
880 

Chik-11270R GCCTGCTGAACGACACGCAT 

*La numeración del cebador es acorde a la posición de su base 5’ en la 
secuencia MW281311.1 
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Anexo 3.1. Variación temporal de la proporción 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 nucleotídicas de los virus del dengue obtenidas de las muestras 

de Aedes aegypti inmaduros colectadas en las áreas de salud de Arroyo Naranjo durante 

2013-2014.  

Nombre  Serotipo Área de 

salud/fecha 

Secuencia nucleotídica 

D1_Pga_2013 VDEN-1 Párraga/ 

octubre-2013 

TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGG 
CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCGA 
TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT 
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAAA 
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCCA 
CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGGG 
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTGAGCAGGAAA 
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCAG 
GTGTCAATATG 

D1_LP_2014        

 

VDEN-1 Los Pinos/ 

febrero-2014 

TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGG 
CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCGA 
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 Índices de ovitrampa positiva (IOP) y densidad de huevos (IDH) de Aedes 

aegypti estimados en las áreas de salud Pasteur (PTE) y Párraga (PRG) durante los 11 

meses de estudio (mayo 2018- marzo 2019). Se representan los valore de cada índice 

por mes y la media ± la desviación estándar para cada área de salud. 

Anexo 3.4 Secuencias nucleotídicas de los virus dengue-1, chikungunya y Zika 

recuperadas de la descendencia de madres infectadas durante los ensayos de 

transmisión vertical. 

Virus Descende

ncia (tipo 

de 

muestra) 

Secuencia nucleotídica o número de acceso al GenBank 
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VCHIK Hija 

(Saliva) 

OR488125 

VZIK Grupo de 

descendien

tes 1er CG 

Fragmento 1 (2066 bp, de nt 2705 a 4770, genes ns1-ns2) 
GCAATCCTGGAAGAGAATGGAGTTCAACTGACGGTCGTTGTGGG 
ATCTGTAAAAAACCCCATGTGGAGAGGTCCACAGAGATTGCCCG 
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 ns5) 
CCCGTGTTGGTGCAAAGCTATGGGTGGAACATAGTCCGTCTTAAG 
AGTGGGGTGGACGTCTTTCATATGGCGGCTGAGCCGTGTGACACG 
TTGCTGTGTGACATAGGTGAGTCATCATCTAGTCCTGAAGTGGAA 
GAAGCACGGACGCTCAGAGTCCTCTCCATGGTGGGGGATTGGCTT 
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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 

(cabeza) 

Fragmento 1 (248 bp, gen c) 
CGGAAGCTTGCTTAACGTAGTTCTAACAGTTTTTTATTAGAGAGCAG 
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 e) 
GTCGCCGAACGTTTGTAGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGCGGACT
ATTCGGAAAAGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGA
CAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACCTAAAATATTCAG 
TGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAACGA
GACCACAGAACATGGAATAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCC 
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