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

SINTESIS

La transmision vectorialde arbovirus (dengue, chikungunya y Zikapor Aedes aegypti
es un fenomeno clave para comprender la epidemiologia de estas enfermedades, sin
embargo, es una tematica insuficientemente estudiada. El objetivo general de esta tesis
fue caracterizar la transmsion vertical y horizontal de los virus del dengue,
chikungunya y Zika en poblaciones dée. aegyptide localidades de La Habana en
condiciones naturales y de laboratorio. Para dar cumplimiento a este objetivo, se
determind la dinAmica espacietemporal de la transmision vertical de los virus del
dengue y Zika en poblaciones habaneras d&e. aegypti,en condiciones naturales.
Mediante técnicas moleculares (PCR y secuenciacion nucleotidica) se examinaron
estadios inmaduros de varios territorios de La Habanaomprobando la presencia de
los cuatro serotipos de dengue y el virus Zika. Estos hallazgos demostraron por primera
vez la ocurrencia de transmision vertical natural de estos flavivirus en poblaciones
cubanas del vector. Las relativamente altdsecuenciade aparicion y tasas de infeccion
por los virus del dengue en algunas de las areas estudiadas sugirieron una circulacion
sostenida de estos virus en las poblaciones d&e. aegypti Ademas, se desarrollaron
estudios de laboratorio para evaluar la habilidad de poblaciones locales para transmitir
horizontal y verticalmente de los virus denguel, chikungunya y Zika. Los ensayos de
competencia vectorial mostraron tasas de infeccidn, désninacion y transmision de los
virus dengue-1 y Zika moderadas (<25%) y similares entre las poblaciones evaluadas,
lo que ratifico la implicacion de esta especie en la transmision de estos durante los
brotes/epidemias ocurridos en La Habana. Adicionalmentese comprobé la habilidad
de este vector para transmitir el virus chikungunya desde los tres dias post exposicion,
lo cual constituyd una alerta sobre el riesgo latente de brotes de este alfavirus en Cuba.
Los ensayos de transmision vertical desarrolladogon las mismas poblaciones de
mosquito, demostraron la habilidad similar de ambas para transmitir verticalmente los
tres virus durante el primer y segundo ciclos gonadotroficos, ratificando los resultados
encontrados en el terreno. Por ultimo, se comprob@ue hembras deAe. aegypti
infectadas verticalmente excretaron particulas virales infecciosas de chikungunya y

Zika en la saliva, lo cual demuestra la capacidad de esta via de transmision para generar
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vectores con potencialidad para infectar hospederos viebrados. También se detecto
la presencia del virus dengue€l en cabezas de hembras infectadas verticalmente, lo que
alerta sobre la posible ocurrencia de este mecanismo también con este flavivirus. El
conjunto de resultados obtenidos sefiala a la transmisn vertical en Ae. aegyptcomo

un modo de transmision de arbovirus epidemiolégicamente relevante que amerita
continuar siendo estudiado y a la vez, refuerza la importancia del control de las
poblaciones preadultas del vector y del monitoreo entomevirol6 gico de las mismas
como una herramienta promisoria para la prevencién y la vigilancia de la circulacion

de arbovirus en Cuba.

Palabr as clave: Aedes aegyptitransmision vertical, transmision horizontal, arbovirus,

vigilancia entomo-virolégica, competencia vectorial, mosquitos.
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INTRODUCCION

Los arbovirus agrupan a una variedad de entidades virales que circulan en la naturaleza
alternando entre vectores y hospederos vertebradds. Entre ellos, los virus
transmitidos por Aedes aegypfiLinneus, 1762) (subgéneroStegomyig, han afectadca

las poblaciones humanas por siglé3. En particular, los flavivirus dengue (VDEN) y Zika
(VZIK), asi como el alfavirus chikungunya (VCHIK) se consideran globalmente entre los
de mayor relevancia epidemioldgic&: 4, y provocan epidemias frecuentes advés de
eventos de emergencia y remergencidd).

Los virus del dengue (VDENL, -2, -3 y-4) son los mas extendido y causantes del mayor
namero de casos de arbovirosis en Las Américas, con circulacion de sus cuatro
serotipos. Aunque estos virus son endéitos en la mayoria de los paises de Centro, Sur
América y el Caribe, los casos de dengue aumentaron en la region en las ultimas cuatro
décadas, de 1500 millones de casos entre 1980 y 1989 a 17 500 millones en 2010
20196-9, La infeccion por VDENs es fre@ntemente inaparentdl®), aunque puede
producir un amplio rango de manifestaciones clinicas, que van desde un cuadro leve,
hasta las formas severas que pueden conducir a la muétie!?).

Por su parte el VCHIK, emergido en Las Américas en 2013, causahs grandes
epidemias entre 2014 y 2016, con 671 628 1 089 982 casos notificados por afio en ese
periodo. Una década después, el VCHIK sigue propagandose y causando epidemias en
la region. Hasta la fecha, se registran 3700 millones de casos sospechosmsfirmados

de chikungunya en 50 paises o territorios del continent&). La enfermedad causada
por el VCHIK se caracteriza por manifestaciones agudas y cronicas, que suelen incluir
fiebre y poliartralgias, a menudo dolorosas y debilitante&®, lo que laconvierte en un
importante problema de salud public#t3).

El VZIK, por el contrario, tras su entrada en la region americana en 2015, caus6 una
gran epidemia con 650 867 casos notificados en 2016, seguida de un descenso
sustancial en los afios siguientés). Si bien el descenso de las notificaciones de casos
de Zika se debe probablemente a la inmunidad colectiva y su efecto en la limitacion de
la transmision(@3), el reducido namero de registros de casos también puede deberse a

su mayor tasa de infecciones mparentes (~80%)16), junto al descenso de la
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vigilancia®3. Aunque la enfermedad por Zika es habitualmente le#® y autolimitada,

se han asociado dos sindromes a la infeccién por VZIK: el Sindrome Guillain Barré y el
sindrome de VZIK congénito (SZ@Y). Este ultimo es el mas alarmante y retne un
conjunto de anomalias en el recién nacido o feto de una madre infectéda?.

En Cubala primera epidemia de dengue confirmada a nivel de laboratorio se registro
en 1977, causada por el serotipo@9. A partir de entonces, la isla se ha visto afectada
por brotes, epidemias y cecirculacion de varios serotipos de dengue, lo cual ha sido
mas frecuente a partir del siglo XX31). El afio 2013 fue el de mayor registro de casos de
dengue en Las Américas, pwvio a la introduccién de los VCHIK y VZIK en diciembre de
2013 y 2015 respectivament&l). Cuba no estuvo ajena a esta tendencia, con brotes y
co-circulacién de los VDENSs y VZIK registrados en todas las provincias del pais entre
2017 y 20192, Sin embago, a pesar de identificarse alrededor de 200 casos
importados de chikungunya en el territorio nacionak? y la deteccidn de la transmision
autoctona de este virus en la provincia de Santiago de Cuba durante 2@Gb5 la
transmision local de este alfavirg no se ha registrado en La Habafid.

Aedes aegyptes el principal vector global de los VDENs, VCHIK y VZIK en el entorno
urbano®. Este mosquito es nginario de Africa y su introduccion en Las Américas data
del siglo XVI| logrando una amplia distribucion en el continent&3). La preferencia de
este culicido para criar en las viviendas o sus alrededores y alimentarse de huma#bs
convierte a este mosquito (de entre mas de 3500 especies) en el causante de las
principales epdemias urbanas por arbovirus en el mundo, especialmente en regiones
tropicales y subtropicales®. Estos rasgos et@cologicosdeterminan su alta capacidad
vectorial para la transmision de patégeno&>.

La transmision horizontal (TH) de arbovirus se recnoce como la via més frecuente y
epidemiolégicamente méas importanté). Despuésque la hembra deAe. aegyptpica a
una persona en fase virémica, desarrolla un periodo de incubacion viral durante el cual
ocurre la replicacién y diseminacion del patdégeno hsta que alcanza las glandulas
salivares y es secretado en la saliva durante la siguiente toma de sangre sobre un nuevo
hospederd2®). Esa habilidad para infectarse, diseminar y transmitir un patégeno se
conoce como competencia vectorial (CoV), y es esercian las dinamicas de

transmision@®). 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 transmhiorizontalmente los
arbovirus es crucial para evaluar el riesgo de propagacion y orientar los programas de
control.

Ademas, se ha demostrado que la hembra de. aegyptes capaz de transmitir los
VDENSs, VCHIK y VZIK a su descendencia después de infeet@&ransmision vertical)
tanto en condiciones de laboratori¢?7-30) como de foma naturaPB-33), Algunos autores
afirman que es poco probable que esta via sea importante para la persistencia de los
arbovirus en la naturalez#&4. Sin embargo, las incontables publicaciones de
transmision vertical (TV) de arbovirus®. 28. 3539 provenientes de regiones endémicas
como la Indig3? 39), Filipinas“®, Méxicd3?), Brazil38. 41), entre otros, sugieren que este
modo de transmision puale favorecer el mantenimiento y cecirculacion de arbovirus

en estos sitios y, por tanto, impactar en la epidemiologia de estas enfermeddéfe$?.

No obstante, la circulacion al interior de la poblacion de vectores no es un criterio
suficiente para garantizar endemicidad y reemergencia de arboviru&. 43.44), Para ello,

la transferencia intervectorial del patégeno debiera asegurar que hembras infectadas
verticalmente puedan infectar a un nuevo hospedero humano a través de su picada. A
pesar de variosintentos para demostrar el potencial de la TV para desencadenar T
45-47) ningun estudio publicado ha demostrado verdaderamente que hembras de.
aegypti no colonizados y verticalmente infectados pueden excretar particulas virales
infecciosas en sualiva.

También se ha verificado la factibilidad del monitoreo de la infeccion por arbovirus en
poblaciones de mosquitos colectados en el terreno para la vigilancia de la circulacion
de estos virus en un area determinadao cual ha sido propuesto, ademaspmo una
herramienta Gtil en los sistema de alerta temprana de broté. 49).

En Cuba,Ae. aegyptise incrimina como el vector de los VDENs, VCHIK y VZIK,
basicamente a partir de datos bieecolégicos de su elevada abundancia y amplia
distribucion 459); y los registros sobre su papel vector en varias regiones del mun@s.
Ademas se demostroé la ocurrencia de TV de VDEBNen una poblacion habanera de este
vector2), Sin embargo, la dinAmica de infeccién por arbovirus en las poblaciones

cubanas deAe. aegyp 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 VDENSs, VCHIK y VZIK; asi como las potencialidades de la TV
DAOA OPOI A OiAfectadas daghadedd@ Aabsmitir horizontalmente los virus.

De ahi que la presente investigacion se plante6 la siguiente hipotesis:

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

Para comprobar la hipotesis se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general : Caacterizar la transmision vertical y horizontal de los virus del
dengue, chikungunya y Zika en poblaciones déedes aegyptde localidades de La

Habana en condiciones naturales y de laboratorio.

Objetivos especificos :
1. Determinar la dindmica espacietemporal de la transmision vertical de
los virus del dengue y Zika en poblaciones deedes aegyptile La Habanaen
condiciones naturales.
2. Evaluar la competencia vectorial de poblaciones déedes aegyptile La
Habanaa los vrus del dengue, chikungunya y Zika.
3. Caracterizar la transmisién vertical de los virus del dengue, chikungunya
y Zika en poblaciones deAedes aegyptde La Habanaen condiciones de
laboratorio.
4. Determinar la potencialidad de hembras deAedes aegyptinfectadas
verticalmente con los virus del dengue, chikungunya y Zika para expeler

particulas virales infecciosa en la saliva.

Novedad cientifica

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

distribucion espaciotemporal en territorios de La Habana. Se realizaron por primera
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vez ensayos decompetencia vectorial de poblaciones cubanas dg&e. aegyptia los
VDEN1, VCHIK y VZIK en los que se estimaron las tasas de infeccion, diseminacién y
transmision para estos agentes. Por ultimo, se verificd en condiciones de laboratorio,
por primera vez, lahabilidad de poblaciones locales dé\e. aegyptipara transmitir
verticalmente los VDENL, VCHIK y VZIK, y se comprob6 que hembras de esta especie,
infectadas verticalmente, pueden excretar particulas virales funcionales de VCHIK y
VZIK en la saliva. Loseasultados del presente trabajo han permitido la obtencion de
cinco premios, publicar tres articulos en revistas internacionales y presentar ocho
ponencias en eventos internacionales, una tesis de maestria y dos tesis de grado (Avales

de la tesis).

Valor t edrico

Los resultados obtenidos tienen un importante valor tedrico e impacto en el campo de
la epidemiologia, el disefio de modelos prondsticos y alerta temprana. Esta tesis adapt6
un protocolo de trabajo para monitorear la TV de arbovirus enAe. aegyptien
condiciones de terreno, que puede generalizarse y ser utilizado en la implementacién
de un sistema de vigilancia entomwirologica en Cuba. De igual forma, el protocolo de
trabajo para los ensayos de TV, permitira continuar los estudios experimentalestse
este fenémeno. Por ultimo, el demostrar la potencialidad de la TV de arbovirus Ag.
aegyptipara generar hembras infectivas capaces de transmitir virus en la saliva, revela
otra fuente de infeccion efectiva de hembras dAe. aegyptiademas del ya coacido
paradigma de infeccidbn de mosquitos mediante la alimentacion sanguinea sobre un

hospedero en fase virémica o transmisién horizontal.

Valor practico

Esta tesis demostr6 la importancia practica del monitoreo de la TV de virus
transmitidos por Ae. aegyptcomo una herramienta efectiva en la vigilancia integral de
arbovirus, sentando las bases para la introduccion paulatina de la vigilancia entomo

virolégica en Cuba.
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|. REVISION BIBLIOGRARTA

1.1 Los arbovirus dengue, chikungunyay Zika
El término arbovirus («arbo» acronimo del inglésarthropod-borne) agrupa a los
agentes virales transmitidos por artrépodos. Esta denominacion reune
aproximadamente a 530 virus de acido ribonucleico (ARN), de los cuales alrededor de
130 tienen relevancia sanitarig®3. Los arbovirus actualmente reconocidos se
encuentran en cinco familias, entre las cuales se destacan: Flaviviridae, Togaviridae y
Bunyaviridae®4. De ellas, los géneros que incluyen los virus mas importantes desde el
punto de vista epidemioldgico son: (i)Flavivirus, que agrupa los virus de la fiebre
amarilla (VFA), dengue (VDENS), Zika (VZIK), Nilo Occidental (VNO), entre otros; (ii)
Alfavirus, con representantes como los virus chikungunya (VCHIK) 8 T U-hydng
(VONN)y Mayaro (VMAY); y (iii)Orthobunyavirus como los virus La Crosse (VLAC), la
fiebre del Valle del Rift(VFVR)entre otrosG4). Los VDENS, VCHIK y VZIK se consideran
globalmente entre los de mayor relevancia epidemiologiéa 4, y se estima que
aproximadamente 3900 millones de personas en mas de 120 paises viven en riesgo de
contraer la infeccion por cualquiera de ellog5).
Mosquitos vectores del génercAedes(subgénero Stegomyig, especialmente Aedes
aegypti, son los causantes, en areas urbanas y periurbanas, de las emergencias y re
emergencias de los arbovirus mas notables del siglo XXIBENs, VCHIK, VFA y VZIK)
Actualmente, la distribucion de esos vectores es la mas amplia registrada e incluye
América del Norte y Europ&%. La urbanizacién acelerada y no planificada, las
condiciones socieecondmicas inadecuadas, unido al incrementade los viajes
internacionales y el cambio climatico, estan entre las causas fundamentales de la

emergencia y expansion geografica sin precedentes de los arbovirus y sus vect@res

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

1.1.1.1 Los flavivirus dengue y Zika
Los virus del dengue (VDEM, -2, -3 y-4) y VZIK pertenecen a la famili&laviviridae
(del Latin flavusque significa amarillo, debido a la ictericia provocada por el VFAjunto
a ellos se agrupan decenas de entes virales relacionados serolégica y genéticamente en
el géneroFlavivirus, subdividos en tres grupos: i) los transmitidos por mosquitos, ii) los
transmitidos por garrapatas y iii) los que no tienen vectores conocak®>8).
Los viriones maduros de los flavivirus son particulas icosaédricas, de alrededor de 50
nm de didmetro con una envoltura lipopolisacaridic&s. 59 (figura 1.1 A). Su genoma
esta compuesto por una simple cadena de ARN positivo de ~11 kb, quentiene un
Unico marco abierto de lectura (ORF, del ingléspen reading framg, y esta flanqueada
por regiones no traducibles (UTR, del inglésntranslated region3 en el extremo 5'UTR
y en el extremo 3'UTR8-61), Estos segmentos de ARN subgendmico (sfRNA)luyen
secuencias importantes para la replicacion y traduccién vir&p-64).
El ARN gendmico codifica una poliproteina que da lugar a las diez proteinas virales, que
incluye tres estructurales: capside (C), prenembrana (PrM) y la envoltura (E) y siete
no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y¢éNSfgura 1.1 B). Las
proteinas estructurales son los componentes esenciales del viribn e intervienen en la
entrada, fusidbn y ensamblaje viral. La proteina E tiene un papel definitorio en la
alternancia entre hospederos, el tropismo y la virulencia de los flavivirus. Cam peso
molecular de 53 kDa, E es una proteina de fusion de membrana, diméricaglidosilada
gque media la unién al receptor celular. La proteina E posee, ademas, las mayores
propiedades inmunogénicas del virion, confiere respuesta inmune protectora
induciendo anticuerpos neutralizantes y antifusion en el hospedero vertebradi®).
Los flavivirus entran a la célula hospedera via endocitosis mediada por recepté?. Los
receptores y moléculas de union varian entre los hospederos mamiferos y mosquitos,
asi como entre viru$%®). Los VDENSs se unen a las células diana a través de un grup
estructuralmente diverso de factores de uniof§9. El receptor probable de VZIK en
mamiferos es el complejo receptor tirosineguinasa GasgAXL que esta presente en

cerebro, musculo, tejido reproductivo y placent&o. 71).
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Figura 1.1 Estructura viral (A y C) y organizacion genodmica (B y D) de los flavivirus (panel

superior) y del alfavirus chikungunya (panel inferior). A: adaptado de ?; B: adaptado de®;
C y D: adaptado de(™.
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En ningun caso se identifica un receptor celular definitivo para estos vir(d& 79); no
obstante, se conoce que su internalizacion ocurre mediada por clatri@é.

Una vez internalizada, la particula viral es expuesta al ambiente acido del endosoma
tardio, lo que provoca la fusion de las membranas viral y celular, y el desensamblaje del
virion (/7). La nucleocapside es entonces liberada al citoplasma y el ARN gendémico queda
descubierto para traducirse en la poliproteina viral. Esta poliproteina es dirigidal
reticulo endoplasmaético (RE) y escindida en las tres proteinas estructurales y las siete
no estructurales por peptidasas celulares y la NS3 vif&l.

Las proteinas no estructurales son los componentes del complejo de replicacion fél
NS1 actia omo una proteina de andamiaje que ancla el complejo de replicacion viral al
RE de la célula huéspéd®). Esta proteina se halla en forma de dimeros de 46 kDa y se
puede encontrar tanto intra como extracelularmente. NS2A de 22 kDa es esencial en el
procesode transicidon entre la replicacién y el ensamblaje del ARN viféd). NS2B, es una
proteina asociada a membrana de 14 kDa que se agrupa con NS3 para formar el complejo
de la proteasa viral y le sirve como cofactor en la activacion estructural de su serino
proteasa®®). Por su parte, NS3 es una proteina multifuncional de 70 kDa con actividad
proteasa, helicasa y ARN trifosfatasa (RTPasa) que participa en el procesamiento de la
poliproteina viral y la replicacion del ARN®). Las pequeias proteinas hidrofobas NS4A

y NS4B, asisten a NS3 durante la replicacion vifal. Por ultimo, NS5 de ~103 kDa, es
una proteina multifuncional y esta encargada de la replicacién y transcripcion viral. Esta
enzima es la mas conservada entre los flavivirus, tiene en su extrer@erminal el
dominio ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y en eltdminal la actividad

i AOEI OOAT OEZAOAOGA U COAT EAEI OOAT OEAOAOGANR
AGOOAT T uvd AA®. 12. CAT &i EAI

A partir del ARN intermediario de cadena negfiva se sintetizan las cadenas positivas de
ARNG67.81) | as nuevas moléculas de ARN viral pueden ser usadas para proximas rondas
de traduccion o para la encapsulacion en nuevos virioné€d. El ARN viral es encapsulado
por la proteina C,un homodimero de 11 kD&®. Seguidamentela nucleocapside se
convierte en un viridn envuelto e inmaduro en la membrana del R®. En los viriones
inmaduros la proteina E aparece formando proyecciones heterotriméricas con la

proteina precursora prM®), de ~165 aa y Nglicosilada.Una proteasa furina hospedera
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AOGAET AA Al Di Dl®&ud permdbgdrierarAalpro®in-M de ~75 aa, que
permanece asociada a la particula virahsertada en la membranadurante los estadios
finales del ensamblaje virdP2). En la etapa final, los viriones maduros son secretados al
espacio extracelular mediante exocitosi$?).

1.1.1.2  El alfavirus chikungunya
El virus chikungunya (VCHIK) pertenece a la familia Togaviridae. Este virus se agrupa
ademas dentro de los alfavirus aritogénicos o del Viejo Mundo, causantes de
enfermedades inflamatorias musculeesquelética en humanos y dentro de los que estan
ademas los VONN y VMAY, entre otré3.

El VCHIK es un virus envuelto de 70 nm, de simetria icosaédrica y un genoma ARN

monoAAOAT AOET Dl OEOEOI AA pphy EARh ATT OT A A
AADPAOOUA AT A1 A@OOAIT uvd | ZECOOA p8p # U $C
pqQ Al /72&p AO OACOI AAT BT O Al pOTiT O O OAE

poliproteina no estructural (P1234) que es clivada en cuatro proteinas no estructurales
(nsP1-4), y que forman el complejo ARNeplicasa®4 85, y 2) el ORF2 proximo al extremo

cdh OACOI AAT DI O Al DPOTi1061 0O OOACAT el EAT EI
positivo que codifica, después de multiples clivajes y etapas de maduracion, para cinco
proteinas estructurales: capside (C), tres glicoproteinas de envoltura (E1, E2 y E3) y

6K(®5. 86) (figura 1.1 D). A diferencia de los flavivirus, el genoma de VCHIK contiene tres
5420d EQq 1 A 542 véh AA xo 1T OAl AGOEAT O j10OQh
68 nt, se encuentra entre los dos ORF y contiene el promotor del sSfRNA que se traduce
posteriormente en las proteinas estructurale§” (figura 1.1 D).

El virion de VCHIK esté integrado por una nucleocépside compuesta por la proteina C.

Esta estructura estd4 rodeada por una bicapa lipidica que contiene embebidos los
trimeros glicoproteicos formados por tres heterodimeros de las proteinas E1 y E32)

(figura 1.1 Q.

Como en los flavivirus, la entrada de VCHIK a las células diana ocurre por endocitosis
mediada por receptor. La proteina viral E2glicoproteina de transmembrana tipo |, de

~40 kDa, que posee las principales propiedades antigénidé®, se une a receptores aun

no identificados. La endocitosis de la particula viral ocurre mediada por clatrina, pero

también se ha informado de la entrada viral a la célula, independiente de esta®&da
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Dentro del endosoma, el ambiente de bajo pH provoca chias conformacionales en E1
(~44 kDa), que median la fusién de la envoltura viral con la membrana endosomal del
hospedero posterior a la endocitosis vird$).

Posteriormente la nucleocapside se desensambla, liberando el genoma viral en el
citosol®8), Por medio del secuestro de la maquinaria traductora celular, se sintetiza
rapidamente la poliproteina viral P1234(%), que es subsecuentemente escindida ers
por la proteasa nsP2(~90kDa)®9, que desempefia cuatro funciones enziméaticas
fundamentales: heli@sa, nucleétido trifosfatasa, ARN trifosfatasa y protea8a. El
clivaje de P1234 ocurre a nivel de la union nsP3/nsP4, rindiendo P123 y la proteina
activa nsP4°), de ~70 kDa, encargada de la sintesis del ARN viral, realizado por la RdRp
ubicada en su gtremo C terminals4).

De esta manera ocurre la formacion inicial del complejo de replicacion viral, que permite
la sintesis del ARN viral antisentido que sirve de intermediario para la replicacion
viral®1), El complejo nsP42123 junto con el ARN viral, € entonces reclutado por
estructuras conocidas como esférulas, que son invaginaciones de la membrana
plasmatica que funcionan como protectoras de los intermediarios de ARN de doble
cadena, impidiendo su degradacién por el sistema inmune innato de la célula
hospederd®. A medida que la infeccion progresa, las esférulas se internalizan, llegando
a formar grandes estructuras membranosas conocidas como vacuolas citopaticas tipo |
inducidas por virus (CPWVI)®2 donde continta la sintesis del ARN viral luego de la

obtencion por separado de las otras dos proteinas no estructurales (nsP1 y nsA3.

pOT OApT A 100p jxon ESAQh AO OTA [ AOEI TCOAT ET

del ARN viral y del sSfRNA 268 93. 94) Por su parte, nsP3 (~60 kDa) participa en la
replicacion y ensamblaje virales y confiere virulencia a VCHER).

La traduccién de las cuatros proteinas no estructurales, induce un cambio de la actividad
replicasa hacia la sintesis de nuevos gemas virales y moléculas de sfRNA 26S 94. 9.

97). Una vez en el citoplasma, el sfRNA 26S es traducido en la poliproteina estructural de
la cual la proteina C 430 kDa) es inmediatamente auto escindida por su dominio
proteolitico®®). La interaccién diecta de la proteina C con los nuevos genomas de ARN
viral cataliza su oligomerizacion y el ensamblaje de la nucleocapsf#fe. Posteriormente,

ocurre la liberacion de la proteina accesoria 6K(~6,6 kDa, de funcion audn
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desconocidd®)) mediada por peptidasa hospederas en el RE, lo que posibilita la
asociacion de E1, E2 y E3 en un complejo trimérico inmadu¥®). Alternativamente, las
glicoproteinas E se organizan y transportan desde el Complejo del Golgi hacia la
membrana plasmatica en vacuolas citopatictipo Il, que reclutan las nucleocapsides
ensambladas en su cara citoplasmati€dV. La proteina E3(~7,4 kDa), que protege y
estabiliza los trimeros E2/E1, es liberada por la escision de una furina hospedéfd. El
dominio hidrofébico de la proteina Cque forma la nucleocapside interactia con el
dominio citoplasmatico de E2, lo que promueve la externalizacion de la particula de
VCHIK que brota de la célula hospedera como un virion madii® 103).

1.1.2 Origen, distribucién geografica y epidemiologia de los virus del dengue,

chikungunya y Zika

Se considera que el genoma ARN de la mayoria de los arbovirus favorece la replicacion
de estos patdégenos tanto en hospederos vertebrados como invertebrados, debido a que
su plasticidad genética y tasa de mutacién son geriores en comparacion con los virus
ADN1049) | a elevada tasa de mutacion de los virus AR$¢ atribuye a la baja fidelidad de
su RdRp, la cual opera en ausencia de actividad correctora e introduce una mutacién por
cada ciclo de replicacion virdl%). Esto provoca la acumulaciéon de genomas virales
genéticamente distintos, organizados alrededor de una secuencia consenso en cada
hospedero. Se postula que estas variantes intteospedero, llamadas también
cuasiespecies, interactian a nivel funcional y coleeamente contribuyen a la
adaptacion general de la poblacion viral, lo cual tiene importantes implicaciones para la
patogénesis del virus y favorece su gran diversidad genétié®. La variacion
significativa observada en los arbovirus, da lugar a diferées genotipos y linajesEl uso
de las técnicas moleculares permitid determinar la distribucién geografica de estos
virus, sus genotipos y linajes, y realizar reconstrucciones filogenéticas que demuestran
sus origenes y patrones de expansiéf?).

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

desechos y un insuficiente e insostenible control del vect®#8). Las primeras referencias
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de la enfermedad por dengue datan de los afios 2820 d.n.e. en Chin@®). Los
siguientes informes aparecieron en el siglo XVII y a partir de entonces describenau
enfermedad con una distribucién geografica amplia, que alcanzé proporciones de
pandemia a finales del siglo XVI#09),

El origen geografico de los VDENS es aun tema de especulacion y débéteBasados en

los datos disponibles, es imposible identifiar categéricamente a Asia o Africa como el
lugar de origen de estos virus. Algunos autores proponen el origen definitivo en Africa,
basados en la circulacion de varios flavivirus trasmitidos por mosquitos cercanamente
relacionadog!!l) y/o el origen africano del principal vector de los VDENgAe. aegypti
aegyptil12); sin embargo, esta hipétesis no esta probad&). Se cree que los actuales
virus que circulan en el ciclo urbano se originaron de progenitores silvestré8® que
evolucionaron independiente y repetidamente en una serie de eventos de
divergencial10), Ademas, es muy probable que la emergencia de las actuales cepas de
DENVs que afectan al humano originadas a partir del ciclo de transmisién selvatico, se
viera facilitada por la division alopatrica y tal vez ecoldgica de las cepas selvaticas
ancestrales de estos virus en poblaciones de diferentes especies de primates no
humanogtg , A OAT T NOEOOAG6 AA DI Al AMankolshpleity A A
estuvo favorecida por la limitada proteccion hetrotipica cruzada que cada serotipo viral
genera en el hospedero; como consecuencia de la divergencia antigénica que los mismos
alcanzaron con anterioridad!10.113.114) E| proceso de emergencia fue impulsado ademas
pi O Al AT AOAT 601 ARANOPAAEAOGOG ARl 1 OIOGHEDOD O
aegypti) y peridomésticos (.e.AedeqStegomyia)albopictus(Skuse, 1895)}113. 114),

En Las Américas, la historia de las epidemias de dengue se divide en cuatro fases: 1) su
introduccién (1600-1946), con las @idencias de la asociacion entre el dengue y sus
formas mas severas en los afios 198®); 2) plan continental para la erradicacion dé\e.
aegypti(1947-1970) marcado por la exitosa desaparicion del mosquito en 18 paises del
continente hacia 1962; 3) la reinfestacion deé\e. aegypti(1971-1999) causada por el
fracaso de los programas de erradicacion del mosquito y 4) el incremento en la
dispersiéon de Ae. aegyptiy la circulacion de los cuatro serotipos (200€2010)
caracterizada por un marcado incremento del numero de brotes y el reporte cada vez en

mayor frecuencia de casos grav€dt). La incidencia global por dengue crecio
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marcadamente en las ultima dos décadas, con un incremento de méas de 10 veces en el
namero de casos. La region de Las Américas, concentro el 80% de los casos informados
mundialmente en el afio 2023, con 4,1 millones de casos sospechosos, incluyendo 6710
severos y 2049 muerte§).
Actualmente se identifican cinco genotipos (definidosomo clados virales que tienen
una divergencia entre su secuencia nucleotidica no mayor del 6% dentro de una region
dada del genom&17) distintos en cada uno de los serotipos VDEN18) VDEN2(107) y
VDEN3119), mientras que para VDEM se indentifican cuatro (tabla 1.1{§20. 121)
Algunos de estos genotipos son de amplia distribucién, mientras que otros estan
restringidos a localidades particulares, o incluso se consideran extintos como el
genotipo IV del serotipo 3110).

1.1.2.2  Virus Chikungunya
El primer informe de una enfermedad compatible con VCHIK data de 1823 en Zanzibar,
costa este africana y que actualmente pertenece a Tanzd#d, donde pocos afios
después fue descrita una epidemia de Fiebfhikungunyd23). Sin embargo, fue durante
la epidemia ocurrida entre 19521953 en el suroeste de Tanzania que se identificd por
primera vez al VCHIK como el agente cau§a¥. Poco después de su descubrimiento, se
detectaron en Uganda mosquitos de la espie selvaticaAedes (Stegomyia) africanus
infectados con VCHIK, lo cual constituyo la primera evidencia de su transmision en un
ciclo selvaticd1?5). Posteriormente el VCHIK se encontré en otras regiones de Africa
Subsaharian&!26). La primera epidemia oarrida fuera de Africa, se evidencié en 1958
en Bangkok, Tailandi&2”), con otros brotes en los afios 1960 y 1970 en la Indig®. El
virus se propag0é entonces en todo el continente asiatico provocando varias
epidemiag129).
En 2004, el virus parecio reemerger, inicialmente en Kenya, antes de propagarse a territorios
del Océano Indico, registrandose millones de casos de infeccién por VCHIK y la primera
descripcion de enfermedad grave y muerte relagnada con esta infeccidfiz2), Durante este
brote se aisl6 una cepa epidémica de VCHIK en la isla La Reunién, donde en 2005 ocurrié una
epidemia que afecto6 al 40% de su poblacidd®. Esta cepa contiene una mutacion en la posiciéon

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

sustituido por uno de Alanindt3d,
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Tabla 1.1 Genotipos que componen cada uno de los cuatro VDENs y su distribucion
geogréafica mundial.

Serotipo  Genotipo Origen geografico Referencias
[ Sudeste de Asia, China y el este de Africa
Il Tailandia (décadas de 1950 y 1960)

Il Cepas selvaticas colectadas en Malasia
v Islas del Oeste del Pacifico y en Australia
América, oeste de Africa y algunas cepas
de Asia

VDEN1

(118)

\%

Asiatico 1 Malasia y Tailandia

Asiatico 2 China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas
Australia, Africa, Islas del Océano Pacificc
e Indico y Medio Oriente

América Latina, el Caribe, la India e Islas
del Pacificoen las décadas 1950 y 1960
Aislamientos de origen asiatico, y
colectados en las Américas

Cosmopolita

VDEN2 (107)

Americano

Asiatico/Americano

Malasia, Filipinas, Indonesia y de las Islas
del Pacifico Sur
Il Tailandia, Bangladesh y Vietham
India, Sri LankaSamoa, Africa y
i aislamientos colectados desde 1994 a la
VDEN3 fecha, en Latinoamérica y el Caribe (119)
Cepa prototipo aislada en Filipinas en el
v afio 1956 y aislamientos de Chinay
Malasia de los 80
Puerto Rico de los afios 60 y 70, asi comc
un aislamientode Tahiti de 1965

[ Tailandia, Filipinas, Japény Sri Lanka
Indonesia, Malasia, Tahiti, Las Américas
el Caribe
VDEN4 : : . . : (120, 121)
1l Aislamientos recientes de Tailandia
Aislamientos selvaticos colectados en

Malasia
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Existe una fuerte evidencia epidemiolégica y experimental de que esta es una mutacion
adaptativa que incrementd la replicaciéon y transmision enAe. albopictus vector
principal presente en La Reuniofi3?), Posteriormente se identificO un conjunto de
mutaciones que secuencialmente incrementaron la adaptabilidad del virus a esta
especid!3d), Los brotes de gran magnitud ocurridos durante este periodo propiciaron la
introduccién de VCHIK en regiones mas tematlas dondeAe. albopictusesta presente,
como por ejemplo el sur de Francia e Italia, que registraron transmision local y brotes
de esta enfermedad, el Ultimo con 17 y 277 casos autOctonos respectivamente en
2017134,

Entre 2006 y 2011, varios paises y tetorios de Norte, Suramérica y el Caribe,
detectaron casos importados de VCHIRS), pero no fue hasta diciembre de 2013 que se
anuncié la emergencia de VCHIK en Las Américas, al detectarse el primer caso autoctono
en Saint Martin, territorio ubicado enel Caribé36). Después del primer reporte, VCHIK

se expandi6 a 45 paises y territorios de Norte, Centro y Suramérica, causando mas de
2900 millones de casos y 296 muertes hasta julio de 20€®). Sin embargo, se considera
que el verdadero niumero de casossta subestimado como resultado de un diagnostico

clinico incorrecto o la falta de informét29).

Andlisis filogenéticos de secuencias parciales del gethde VCHIK revelan la existencia
de tres genotipos vinculados a su ubicacion geografica: (i) Africaccidental, (i) Este,
Centro y Surafricano (ECSA) y (iii) Asiatico, los cuales comparten un ancestro comun en
Africa tropical(137-139), Un linaje epidémico adicional conocido como Linaje del Océano
Indico (IOL, por sus siglas en inglés), y cuyas cepasifian un grupo monofilético dentro
del genotipo ECSA, emergié durante la propagacién de VCHIK en el Océano Indico y
Asiag140),

1.1.2.3 Virus Zika
El virus Zika fue aislado por primera vez de un macad@hesusy de mosquitos Ae.
africanus en el bosque Zika (de ahi su nombre) de Uganda en 194%. Estudios de
vigilancia seroldgica, identificaron personas inmunes a VZIK al menos en 25 paises
africanos entre 1945y 2014, y en siete territorios de Asia entre 1952 y 19972). Aunque

los estudios seroldgicos de este virus deben ser interpretados con cuidado debido a la
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reactividad cruzada de los anticuerpos artVZIK con otros flavivirus relacionados, la
deteccién directa del virus en paises africanos y asiaticos confirman la amplia
distribuci 6n de este agente por afids). Se plantea que el VZIK se expandi6 de su ciclo
enzoodtico ancestral en Africa hacia Asia, hace varias décad@s

La primera evidencia de una posible transmision intehumana urbana se registré en
Malasia en 1966, cuando alirus fue detectado en la especie domésticae. aegypfi44).

Sin embargo, entre 1966 y 2013 no existié evidencia directa de transmision por esta
especie, lo que pudiera reflejar la ausencia de vigilancia y diagnéstico deficiente o nulo
para detectar unacirculacion endémica o epidémic&”. Los primeros brotes de VZIK
fueron documentados en Gabdi> y Yagl46 147) en 2007. En 2013, un gran brote
comenz6 en la Polinesia Francesa, involucrando aproximadamente 100 mil personas
infectadas y mostrando por pimera vez evidencias de una enfermedad grave asociada
al VZIK: el Sindrome GuillairBarré (SGB}48). No fue hasta este momento que el VZIK
AAGETT O OEOOO OEIi Pi OOAT 6Ad6nh UA RNOA AT OAOEI
febril autolimitada de las areasendémicag!49. Seguidamente, el virus se expandié por
todo el Pacifico Sur y finalmente llegé a Las Américas, causando una epidemia masiva
donde la microcefalia congénita fue asociada por primera vez a la infeccion materna con
VZIK250), En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) anuncio la epidemia de
VZIK como una emergencia internacion&pP). Millones de casos fueron registrados en
mas de 86 paises y territorios, incluyendo las manifestaciones de SGB y el®BzC

Hastala fecha, se reconocen dos genotipos principales de VZIK: africano y asidtio
152), El genotipo africano, se subdivide en dos linajes principales, uno constituido por
cepas de Africa Oriental y el otro por cepas de Africa Occidertted y es el respmsable

de causar infecciones en paises de estas regiones, con manifestaciones clinicasdedes

El genotipo asiatico, por su parte, se subdivide en dos linajes principales: asiético,
integrado por cepas del suroeste y sureste de Asia, Micronesia, Singggntre 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 Caf#5@. El genotipo asiatico
circula causando brotes importantes caracterizados por manifestaaies leves, pero

donde se registraron también las mas severas como SZC y G&BsS).

15



Capitulo 1. Revision Bibliogréafica

1.1.3 Enfermedad por dengue, chikungunya y Zika
Las enfermedades provocadas por I06DENSs, VZIK y VCHI&nN reconocidas como una
de las principales causas de emergencia enlsa a nivel global por la morbilidad y
mortalidad que producen, y el estrés sanitario y socieconémico que conllevaffl). La
infeccion por estos arbovirus es frecuentemente asintomatica u oligosintomatica (60 a
80%, respectivamente) aunque puede producidiferentes formas clinicas, que van
desde un cuadro leve (que se resuelve espontdneamente eilY dias) hasta formas
severas y, en algunos casos, la muei®). Las enfermedades causadas por arbovirus
suelen presentarse en forma epidémica y pueden producun cuadro clinico muy
similar, principalmente durante la fase aguda, dificultando asi el diagnéstico clinico y
creando problemas para su manejo apropiad®%. Adicionalmente, el diagnostico
serologico puede dificultarse debido a la reactividad cruzadan&re virus relacionados
(i.e.VDENs y VZIK}>7,
Ante la ausencia de farmacos antivirales especificos, el manejo de los enfermos por estas
arbovirosis es sintomatico y con monitoreo y evaluacién constante del paciente durante
la fase sintomética de la eiermedad®s. 158),

1.1.3.1 Enfermedad por los virus del dengue
El dengue es la enfermedad viral transmitida por artropodos de mayor importancia en
humanod159. El agente etioldégico de esta enfermedad es cualquiera de los cuatros
serotipos (VDEN1, VDEN2, VDEN3 o VDEN4) que presentan caracteristicas
antigénicas, geneéticas y serologicas diferenté®). La infeccion con cualquiera de los
serotipos puede causamuna presentacion clinica similar que varia en severid&®. El
dengue ® caracteriza por ser una enfermedad febril aguda que se presergan una
forma no severa,en la que se puede observar cefalea, dolor retroorbital, mialgia,
artralgia, nauseas, vomits, petequias y leucopeni@). Este cuadro puede presentarse
con signos de alarma tales como: dolor abdominal intenso y continuo, vémitos
persistentes, acumulacion de liquidos, sangrado de mucosas, letargo o irritabilidad,
hepatomegalia, y aumento progresio del hematocrital8. 161, 162) | g enfermedad puede
manifestarse como dengue severp con fuga plasmatic@%2, hemorragias graves o

compromiso grave de organos, pudiendo llegar a causar la mueie. Durante el afio
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2023, los casos de dengue severo end Américas representaron alrededor del 0,2% de
los casos sospechosos, mientras las muertes representaron el 0,09%
La inmunidad a largo plazo desarrollada en el hombre después de la infeccidon con un
serotipo es tipo-especifica, y la progresion a DS deecuentemente asociada con la
infeccidn secundaria por un serotipo heterologd!é3. 164, Sin embargo, se estima que el
75% de las infecciones anuales son inaparenté®9. La frecuencia relativa entre los
casos inaparentes y asintomaticos en relacion ndos sintoméaticos varia de acuerdo con
el area geogréfica, el contexto epidemioldgico, el estatus inmunolégico del paciente y de
los serotipos circulantes(16s),

1.1.3.2 Enfermedad por el virus chikungunya
La Fiebre Chikungunya es una enfermedad febril aguda con un periodo de incubacién
que dura, como promedio, de cuatro a siete dias y una fase aguda de cinco a 10fas
167), Aunque la enfermedad causada por el VCHIK cuenta con una vacuna recientemente
aprobada®?), el manejo de los pacientes se centra en la administracién de analgésicos y
antiinflamatorios para mitigar los sintomag¢®). El término Chikungunya proviene del
1 AT COAEA - AETTAT U OECGIT EEEAA AT Acladoptd OO A
el paciente debido a los fuertes dolores en las articulacion@&®). La proporcion de
individuos infectados por VCHIK que desarrolla sintomas clinicos y requiere atencion
médica es superior a la de VDENs y VAR 170), con valores que oscilan rére 72-
96%(130, 171-173)
Se reconocen dos etapas de la enfermedad: la fase aguda y la fase tardia con artropatia
persistente3%), En la enfermedad aguda, los pacientes manifiestan un inicio abrupto de
los sintomas, caracterizados por fiebre alta (>387F), poliartralgia, dolor de espalda,
cefalea y fatigés%). La poliartralgia representa el sintoma mas caracteristico, que puede
llegar a ser intensa y producir discapacidad funcional en méas del 60% de los cd&8s
166, 174), Después de la fase agudantee el 40-80% de los pacientes pueden padecer
cronicamente de manifestaciones articulares por meses y hasta varios afios, lo que se
denomina la fase tardia de la enfermedad con artropatia persistertté. 175178) Aunque
de manera general las muertes poel VCHIK se consideran rard$>), después de la
epidemia registrada en la Reunion, se documento una alta letalidad relacionada con la

infeccién por el VCHIK en ancianos con condiciones preexistentes como hipertension
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arterial y diabeteg179.180) |o quellevé a afirmar que quizés las muertes por VCHIK son
subestimadag!sy).

1.1.3.3 Enfermedad por el virus Zika
La infeccion por el VZIK es, en la mayoria de los casos, asintomatica y solo entre €l 20
25% de los infectados desarrollan una enfermedad que habitualmentes levél®) y
autolimitada, con un periodo de incubacion promedio de dos a siete di#s182. 183), | a
enfermedad tiene un inicio subito, con exantema de tipo macujmapular con o sin fiebre
de baja intensidad!>4 184, También pueden presentarse otrasnanifestaciones, como
cefalea, mialgia, nausea, vomitos y poliartralgia, aunque, el dolor tiende a ser menor que
en los casos de chikungunya y no incapacitartes).
Dos sindromes asociados a la infeccion por VZIK y descritos a partir de los brotes y
epidemias de 2013 en adelante, son el SGB y el 82CDe ellos, el SCZ sigue siendo el
mas alarmante de los efectos provocados por la infeccién con el VZIK y reconoce un
conjunto de anomalias en el feto o0 en el recién nacié®19. Aunque todavia se descarte
el espectro completo de las manifestaciones fetales como consecuencia de la infeccion
intrattero por VZIK, se describen abortos espontaneos, muertes fetales, alteraciones del
SNC y alteraciones articulares en el feg>-188),

1.1.4 Incidencia de los virus del dengue, chikungunyay Zika en Cuba

1.1.4.1 Laincidencia de los virus del dengue en Cuba
Desde el siglo XVIII y hasta mediados del siglo XX (1945) en Cuba se reportaron brotes
compatibles con dengué89. Sin embargo, no es hasta 1977 que por primera vez se
confirma a nivel de laboratorio la ocurrencia de una epidemia de VDENque infecto a
casi el 50% de la poblacién con un cuadro benigfi®. Posteriormente, en 1981 se
produce otra epidemia causada por el VDER, que provoc6 158 fallecidos, de ellos 101
nifos(9), Posterior a este suceso, en Cuba se desarroll6 una campafia de lucha contra
Ae. aegypti que permitié que el pais se mantuviera libre de transmision por mas de 15
afios. Sin embargo, en 1997 se produce un nuevo brote causado por el VR2Hbdtalizado
en el municipio Santiago de Cuba, con 3012 casos confirmados y 12 falleci#és En el
afo 2000, se reportd la circulacion de los VDEBI192) y VDEN4 en La Haban93).
Posteriormente, en 2006 hubo un incremento de la transmisid4), detectandosecasos

de dengue en ocho provincias del pais, donde se aislaron los serotipos 354 A pesar
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de los esfuerzos para controlar la transmision de dengue en Cuba, durante las ultimas
décadas, se detectd un incremento en la-@irculacion de los diferentesserotipos(19%).
En el afio 2016, con la introduccion de VZIK, se observo una disminucion aparente de la
circulacion de los VDENS&D. Sin embargo, durante 2018 y 2019, se observo un
incremento de los casos que volvio a descender durante los afios epidémidesCovid
19 en Cuba (2020 y 2021). Desde 2022, este comportamiento cambid, con un incremento
notable del nimero de casos de dengue en laislay el reporte de circulacion de los cuatro
serotipos(19),

1.1.4.2 Laincidencia del virus chikungunya en Cuba
Los primeros casos de VCHIK en Cuba se detectaron a mediado del afio 2014. Todos los
casos positivos detectados por el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del
)T OOEOOOT AA - AAEAET A 401 PEAAT OO0AAOI +100po
importados, principalmente de Venezuela, Jamaica y Republica Dominicana, aunque
también se registraron casos procedentes de Nicaragua, San Vicente y las Granadinas,
Alemania e Irlandd!®?). La mayoria de los pacientes tenian residencia permanente en La
Habana. No obsnte, otras 11 provincias también registraron casos importados de
VCHIK197),
Durante el afio 2015 Cuba informo 226 casos de infeccion con el VCHEK De ellos, una
parte correspondio a un pequefio brote de Fiebre Chikungunya en la oriental provincia
de Santiago de Cuba, el cual se elimino rapidamente, constituyendo el Unico evento de
transmision local de VCHIK en Cuba. La cepa aislada se clasifico6 como perteneciente al
genotipo asiaticd?l). A partir de esa fecha no se identifica la transmision de esigente
viral en el paig?b.

1.1.4.3 Laincidencia del virus Zika en Cuba
La epidemia del VZIK que comenz6 en Las Américas a finales de 2015 no tardé en llegar
a Cuba, a pesar de los esfuerzos del gobierno cubano por precaver la enfermedad
emergente.En el afio 2016, precedido por el diagndstico de casos importados de Fiebre
Zika, se confirmé la introduccion y transmision de este virus, la cual se mantuvo y
extendio a todo el pai&€V. El afio 2017 fue el de mayor registro de casos de VZIK, que
fueron disminuyendo durante 2018 y 2019. A partir de entonces, Cuba no registra

ningun otro caso autéctono de infeccién con este vir(ige).
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1.2  Transmision de arbovirus por Aedes aegypti

1.2.1 El mosquito Aedes aegypti

1.2.1.1 Origeny distribucion de Aedes aegypti
Los mosquitos son artropodos pertenecientes a la clase Insecta, oden Diptera, familia
Culicidae. Esta familia agrupa los insectos que poseen piezas bucales en forma de
probdscide rigida de tipo picadorchupador. Ella incluye, entre otros, los géneros
Anopleles Culexy AedesDentro de este ultimo, existe un repertorio de alrededor de 800
especies y subespecies distribuidas en 43 subgénef®®. EI mosquito Aedes aegypti
(subgénero Stegomyiag (Linneus, 1762) figura entre las especies mas antropofilicas de
Su género y es vector natural de numerosos arbovirus.¢.VDENs, VFA, VCHIK, VZIR)
Consecuentemente, esta especie constituye un gran riesgo e interés para la salud
publica.
Aedes aegyptiene su origen enAfrica y fue introducido en Las Américas con la trata de
esclavos$?3). En el continente africano, estan presentes dos formas de esta especie que se
diferencian por criterios morfolégicos y eceetoldgicos: i)Aedes aegypti formosyorma
ancestral, mas osara, de preferencias troficas diversas (el hombre y animales), habita
tanto en zonas selvaticas como urbanas, las larvas se desarrollan en hébitats naturales
(huecos de rocas, agujeros de arboles) y artificiales, y de manera general presenta menor
susceptbilidad a los arbovirug®. 200) jj) Aedes aegypti aegyptiforma mas clara,
doméstica y estrictamente antropofilica, vive en ambientes urbanos. Las larvas se
desarrollan en habitats artificiales como neumaticos usados, y otros recipientes
utilizados por el hombre para almacenar agu&?). La forma doméstica deAe. aegypti
que actualmente existe fuera de Africa, constituye un grupo monofilétid, lo que
revela que el evento de domesticacion ancestral de esta especie se produjo una sola vez
y todas las mblaciones fuera de Africa descienden de este Gnico lin&Re).
En la actualidad, Ae. aegypti esta establecido en 167 p&Sesesencialmente en las
regiones tropicales y subtropicales (205 - 30° N) africanas, americanas, asiaticas,
australianas y en Oceand 204.205)|_as condiciones ambientales idOneas parge. aegypti
se expandieron globalmente a razén de 1,5% por década desde 1950 y esa tendencia se

espera que se acelere durante el préximaiglo%), Los patrones de distribucion
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altitudinal de este culicido también cambiaron, ascendiendo, por ejemplo en Puebla
(México), de 1630 msnm en 1987°7) a 2133 msnm en 201108),

1.2.1.2 Ciclo de vida y bioecologia de Aedes aegypti
El ciclo de vida deAe.aegypti consta de dos etapas bien definidas. La primera esta
constituida por la fase acuatica o inmadura representada por tres estadios diferentes:
huevo, larva y pupa; y la segunda, por la fase aérea o adulta (figura 1(Z0A)
De cada huevo nace unaiva (figura 1.2A) que inicia un ciclo de cuatro estadios (L1, L2,
L3 y L4)210), Su desarrollo se completa entre cinco a siete dias en condiciones favorables
de nutricion y a temperaturas de 2529°C211),
Después de la etapa larval, comienza el estadio pai (figura 1.2A) que dura
aproximadamente dos dias, en el que no se alimeffff. Durante este estadio, una
metamorfosis completa permite al mosquito pasar de un modo de vida acuatico a un
modo de vida aéreo. En general los machos son los primeros en eget tienen una vida
mMAas corta y su mision evolutiva es el apareamiento con las hembras, que tiene lugar
pocos dias después de la emergen€éi®). En la mayoria de los casos, las hembras se
aparean una sola vez y almacenan los espermatozoides en su espdaoa?13). El ciclo
de Ae. aegyptide huevo a adulto, se completa en 6ptimas condiciones de temperatura y
alimentacion entre 9 a 10 dia&4).
Aedes aegyptno se aleja mucho de sus criaderos. Varias investigaciones concluyeron
que las distancias maximas de vuelo estan entre 154 y 12072H). La distancia de
dispersion aceptada para este mosquito es de menos de 150, y la reduccién de
sitios de cria enareas con presencia de este vector favorece su propagacfl.
El adulto o imago (figura 1.2A) es ummosquito de color negro, de mediano tamafo,
aproximadamente entre cuatro y siete mm de longitedd. Esta especie es facilmente
distinguible por las escamas blancas en la superficie dorsal del t@mae se disponen
simulando una "lira" (figura 1.2B)217). El cuerpo de los mosquitos, como el de todos los
insectos, se divide en tres regiones fundamentales: cabeza, térax y abdomen. En la
cabeza, encontramos las piezas bucales y los 6rganos sensoriales como los 0jos
compuestos y las antenas. El térax esta4 segmtado en tres partes: pro, meso y meta
térax y cada uno porta un par de patas. Ademas, en el mesotdrax se inserta un par de

alas membranosas.
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Figura 1.2 Estadios del ciclo de vida (A) y fases de la infeccién de los arbovirus en Aedes
aegypti (C, adaptada de®*®). El mosquito Ae. aegypti es distinguible por la disposicion en
forma de lira de las escamas blancas en su térax (B).
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El abdomen se dividide en diez segmentos en el que los ultimos corresponden a los
apéndicesgenitaled19), La anatomia interna esta compuesta por un aparato digestivo
que ocupa la mayor parte de la cavidad general del mosquito, al cual llega la toma
sanguinea que realizan las hembras. En el térax se encuentran las glandulas salivares
trilobuladas que secretan la saliva liberada en el momento de la picada. La circulacion,
la respiracién y la excrecion son aseguradas por la hemolinfa, la red de traqueas con los
espiraculos y los tubulos de Malpighi respectivamente. El aparato genital consta, en las
hembras, de dos ovarios y una espermateca, y en el macho, de dos testiculos y una
vesicula seminals),

Las hembras poseen un aparato bucal picada@hupador adaptado a la hematofagia
sobre vertebradog24). No obstante, al igual que los machos se alimentdel néctar de las
plantas, fuente que le permite la subsistencia por largos periodos de tiempo en ausencia
de sangré?10), Las hembras tienen la capacidad de localizar un humano y alimentarse de
00 OAT COA AQEOT OAI AT OAn EAT eAARTAAIN ORG@BAA MO ITT
220), Este comportamiento es dependiente de la edad y el estado fisiol6d#éb223). Las
hembras desarrollan gradualmente su competencia fisiologica y etologica para buscar y
alimentarse de la sangre humana después de la emergenygida copula, en orden de
completar su ciclo gonadotréficé?24). Luego de una alimentacién sanguinea completa, se
vuelven refractarias al olor del hospedero hasta después de la oviposici&R).
Generalmente, después de cada ingesta completa de sangregiabra desarrolla un lote

de huevos. Este mosquito puede alimentarse con sangre mas de una vez entre cada
puesta, especialmente si es perturbado antes de llenarse completame®®. El ciclo
gonadotréfico dura aproximadamente 72 h, pero puede prolongarse dajas
temperaturas22?’), Después de una alimentacion sanguinea completa, la hembra puede
volver a alimentarse en un intervalo de dos a cuatro di&%. Durante la picada, esta
especie inyecta al hospedero invertebrado moléculas ariemostaticas que preienen

la agregacion plaquetaria, la vasoconstriccion y la coagulacié®. La sangre ingerida
aporta las proteinas necesarias para la maduracion de los huevos antes de su
fecundacion. Las hembras adultas pueden producir hasta cinco lotes de huevos durante
su vida y los depositan en cantidades entre 1600 por ovipuesta, lo que depende de la

cantidad de sangre ingerid&4. Ademas, seleccionan multiples depdésitos con agua para
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ovipositar, comportamiento conocido como oviposicion saltadé®). Las hembras &
alimentan en horario diurno y lugares oscuros, fundamentalmente al amanecer y al
anochecef?14, La longevidad de las hembras puede variar entre una semana y varios
mesegl98, 230)_

1.2.1.3 Aedes aegypticomo vector
La habilidad de una especie para transmitir urpatégeno, bajo condiciones espacio
temporales dadas, es conocida como capacidad vectorial (C@%), la cual es un
fendmeno complejo que depende en gran medida de las relaciones entre el patégeno, el
vector y su hospedador vertebrado. La CaV es un elemem®sencial para caracterizar la
dinamica de un sistema vectorial dado y estd determinada por factores extrinsecos e
intrinsecos (anexo 1.1¥32 233), Entre los primeros, se encuentrata temperatura y la
humedad, que influyen en la longevidag abundanca del vector, asi como en la duracion
del periodo de incubacion extrinseco (PIE334 235), El PIE es una variable clave en la
transmision de un ente infeccioso a un nuevo hospedero y se define como el tiempo que
transcurre entre la adquisicion del patdégen por el vector mediante la alimentacion
sanguinea y su posterior excrecion en la sali?d83). Por su parte, los factores intrinsecos
estan relacionados con las bases genéticas de la especie vectora y el patdégeno, los que
influyen en la susceptibilidad a4 infeccidén y la eficiencia en la transmision. Liaabilidad
intrinseca de una especie para ingerir, replicar y transmitir un patégeno a un hospedero
durante la picadura se define como competencia vectorial (Cd¥%) 236. 237) (figura 1.2C).
Ademas de los dterminantesintrinsecos de origen genético que la controlan, la CoV esta
modulada por factores extrinsecos y ambientales como la dosis viral ingerida por el
vector y la temperatura a la que se somete este sistema biol6d#€a
Aedes aegyptes el resporsable de la mayor parte de la transmision de los VDENS, VFA,
VCHIK y VZIK en todo el mundo, y es casi exclusivamente el vector de las grandes y
explosivas epidemias urbanas de estas enfermedades en Las Amérfegs238240), Su alta
domesticidad determina su Ca¥® y algunos rasgos de su conducta se identifican como
potenciadores de la transmision arboviral. Ellos son: i) la alimentacion preferencial de
sangre human?41. 242), |a cual se asocia con una mayor producciéon de hue®é3; ii) su
condicion de picadora persistentd?43), que realiza varias tomas de sangre hasta llenarse

completamente244), a menudo en un mismo dia y dentro de una misma c&4a; iii) la
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seleccién de sus sitios de reposo, en refugios cubiertos, desprovistos del movimiento del
aire y de la vista human&4%, en zonas preferentemente oscuras y sombread#&$); iv)
sus patrones de dispersion en los que se observa que las hembras generalmente
permanecen dentro de la casa de liberacibn o en casas adyacefitéls v) amplia
distribucion mundial a la cual contribuye la explotacion que hace de los recipientes
artificiales de almacenamiento de agua como sitios de cf#: 247); vi) su variada CoV
para transmitir ademas, en condiciones de laboratorio, VMA®#8. 249) y el
orthobunyavirus del lago Ebinur (VLERS9, asi como las filariasBrugia malayi y
Wuchereria bancroft{210). Adicionalmente se incrimina como vector del virus de la
Encefalitis EquinaVenezolana en Colombia, asi como de los virus de la Encefalitis Equina
del Este y el Oste210),

1.2.1.3.1 Las barreras internas de Aedesaegypti a la infeccion por arbovirus
Como todos los insectosAe. aegyptposee multiples barreras anatémicas y fisioldgicas,
que pueden impedir la invasion y establecimiento de patdégenos durante el proceso de
infeccion. El tubo digestivo y las glandulas salivares de la hembra adulta son las dos
principales barreras fisicas paa la transmision del virus por el mosquité¢?31). La primera
barrera fisica que ofrece el vector es la membrana peritréfica (MP), una gruesa envoltura
quitinosa semipermeable compuesta ademas por proteinas y glicoproteinas, La MP
rodea el alimento contenidoen el lumen y lo separa del epitelio intestin&®V. En la
hembra de Ae. aegyptila MP es sintetizada en respuesta directa a la alimentacién
sanguinea y se observa al microscopio Optico o electrénico entre cuatro y ocho horas
después de la ingestién dsangre. El papel de la MP como barrera fisica a la infeccidon
por patdégenos ha sido ampliamente discutid&2. Algunos autores plantean que la MP
es impermeable a particulas del tamafio de vir@3), sin embargo otros afirman que
dado el tiempo que tardad MP en formarse, los arbovirus pueden penetrar e infectar las
células del intestino medio antes de su formacid#2.
Una vez en el espacio ectoperitréfico, el patbgeno encontrara la Barrera a la Infecciéon
del Intestino Medio (MIB, del inglésMidgut Infection Barrier), la cual limita la
colonizacion de este érgano por el virud3l, Los mecanismos moleculares que hacen

funcionar la MIB para impedir la entrada de los viriones a las células del epitelio
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intestinal no estan totalmente dilucidados, aunque sielentificaron varias proteinas con

un rol potencial como receptores virales de superficiés4).

Dentro del epitelio intestinal, el virus se replica y alcanza el sistema circulatorio del
mosquito antes de diseminarse e infectar 6rganos blanco secundariomslLelementos
involucrados en impedir la multiplicacion y diseminacion viral constituyen la Barrera al
Escape del Intestino Medio (MEB, del inglédidgut Escape Barriex231), Las evidencias
disponibles sugieren que la lamina basal (LB) es la ruta criticanda 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 basolate?e.
Entre los mecanismos de diseminacién viral propuestos se encuentra el escape a travées
del complejo traqueomuscular que rodea el intestino medio y donde la LB es porosa y
desordenada, permitiendo el paso a los virioné%%. También se hipotetiza que
determinadas moléculas sefales y efectoras, que se activan en presencia de la
replicacion arboviral, remodelan la LB de manera que los viriones puedan
atravesarla?s?.,

Una vez en la hemolinfa, los arbovirus infectan los hemaocitos, el cuerpo graso, el tejido
neural y en ocasiones el tejido muscular antes de infectar las glandulas 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 infeccion en éias9. Los
factores que impiden la entrada y replicacion viral en las GS constituyen la Barrera a la
Infeccion de las Glandulas Salivares (SGIB, del ing&alivary gland Infection Barriey.
Una vez lograda la infeccion y replicacion en las células acinares, virus son finalmente
liberados en las cavidades apicales donde la saliva se acumula antes de su liberacion
durante la picada a un vertebrado. La barrera que bloquea la liberacion de los virus
maduros en las cavidades apicales es Barrera al Escape € las Glandulas Salivares
(SGEB, del ingléSalivary gland Escape Barrigi(figura 1.2 C)258-260),

También existen determinantes virales que permiten burlar las barreras que impone el
vector al virus. La composicion de la envoltura viral juega un papelrfdamental en el
cruce de estas barreras tisulared®l). Por ejemplo, Khot al., 2013262) describieron que

con solo la sustitucién de un aminoacido cargado (Arg94) por GIn en la glicoproteina E

de VDENZ2, el virus experimentd un escape eficiente del instino medio cuando se
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enfrentd a una fuerte MEB enAe. aegyptiy por tanto conllevdé un aumento de la
competencia vectorial en el culicido.

Ademas de las barreras fisicas existen mecanismos inmunolégicos innatos que limitan
la infeccion del arbovirus en elector(@63), Las vias de sefializacion Toll, JAK/STAT e Imd,
asi como la via del ARN de interferencia (ARNi), se sugieren como los principales
mecanismos de defensa del mosquito frente a la infeccion viral. Las tres primeras vias se
activan por el reconociniento del patégeno mediante los "receptores de reconocimiento
de patrones" y activan una cascada de quinasas y/o proteasas. Estas inducen la
translocacion de factores de transcripcion (Rel 1, STAT y Rel 2 respectivamente) al
nucleo y la expresion de efectes antimicrobianos. La via Toll parece activarse
preferentemente durante las infecciones por flavivirus, mientras que la via Imd parece
ser mas especifica de los alfavir(@§4-266),

La via ARNI es la mayor respuesta innata antiviral que los vectores ugaara restringir

las infecciones arbovirale€67). Este mecanismo incluye tres vias hombradas por sus
ARN efectores: ARN de interferencia pequeiio (ARNsi), micro ARN (ARNmi) y ARN
interactuante con proteinas Piwi (ARNpi¥7). La respuesta ARNsi exégeno ed
mecanismo ARNi mejor estudiado y se activa cuando el ARN doble cadena,
(intermediario replicativo del virus) es reconocido en el citoplasma de células
infectadas, y procesado por varias enzimas y complejos enzimaticos (Dk&rR2D2,
RISC, Ago2364),

La via RNAI resulta primordial en la modelacion de la estructura poblacional de los
arbovirus. Se hipotetiza que el ataque del genoma viral por la via del ARNsi puede
provocar la rapida aparicion de mutantes de escape que permitan al virus eludir la
respueda RNAi del vecto678 $ A AOOA 1 AT AOA 1T A ObPOCIT Ad
innata del vector y las contramedidas del arbovirus conducen la sobrevivencia del

i TONOEOT U urainfec@ibrEelibréda que disminuye los posibles costos
adaptativos impuestos por el virus al vector, pero mantiene la infeccién a los niveles

necesarios para la transmision eficaz del arbovir(3. 267),

26

AT



Capitulo 1. Revision Bibliogréafica

1.2.2 Transmision de arbovirus en la naturaleza
Cerca del 75% de las enfermedades infecciosas emergentes son enfermedade
zoonoticas (que provienen de animales), mayormente de origen silvest?és. 269, La
mayoria de los arbovirus tienen igualmente un origen zoondtico, y circulan en un ciclo
enzoodtico (endemia en animales) que involucra aves, roedores o primates no humanos
como hospederos reservorios, mayormente en habitats selvaticé®. 271, Las
ET ZAAAET T A0 EOI ATAOG U 1 A0 APEAAI BplNldverenOAAAT O
inglés) directo estocastico de estos ciclos enzooéticos a poblaciones humanas simpatricas
0 auando las personas entran en habitats enzooticos silvestté 270), Vectores enzodticos
I OPOAT OAGS6 j OOAT 01 EOAT Al DAOGecAi1T AANOEOE/
implicados en esta transmisiof?’2. Como se explicd anteriormente, algunos arbaovis
emergieron como importantes patégenos humanos al alterar su rango de hospederos
desde reservorios enzodticos en primates no humanos (PNHs) hasta humanos, en un
ciclo de transmisién urbana que evoluciona ecoldgica y separadamefite.

1.2.2.1 Ciclos de transmision selvatica de arbovirus
Muchos arbovirus emergentes y de importancia médica como los VDENSs, VCHIK y VZIK
tienen su origen en PNHs (i.eErythrocebus patas, Papio anubis, Chlorocebus spp,
Cercopithecus spy Macaca spp, los cuales habitualmente no maifiestan signos de
infeccion, pero desarrollan una viremia suficiente para mantener el virus en la
naturaleza9.273), En los habitats de bosques naturales de los PNHs, mosquitos arboreos
principalmente del género Aedes(i.e. Aedes luteocephalus, Aedes taytaricifer, Ae.
africanus, Aedes vittatud’?) transmiten estos arbovirus de un animal infectado a otro
no inmune en lo que se conoce como ciclo de trasmision selvatiEe 271, 274, 275)
En el caso de los VDENSs, se demostré la existencia de ciclos selvéaticos que afectan a PNHs
en Asia y Africa, donde se aislaron los virus tanto de PNHs como de mosquitos selvaticos
que se alimentan ello€73). Todavia no existen pruebas fehacientes de larailacion
selvética de los VDENs en PNHs del Nuevo Mufd®.
A diferencia de los VDENS, los ciclos de transmision selvatica de VCHKy VZIK17)
solo estan demostrados en Africa, donde se aisl6 el virus de mosquitos arboreos y PNHs.
Sin embargo, en kecaso del alfavirus, no esté claro si los PNHs son los Unicos hospederos

vertebrados o si otros animales desempefian un papel en su mantenimiento
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silvestre27?), Los ciclos selvaticos parecen estar ausentes en A8R279), aunque existen
algunas eviden@as de PNHs seropositivos al VCHRO). En la actualidad, no se ha
demostrado de forma concluyente la existencia de ciclos selvaticos de VCHIK ni VZIK en
Las Américas, aunque se sugiere que aun podrian establecerse debido al elevado nimero
de mosquitos, NHs y personas susceptibldy 281),
Los ciclos selvéticos tienen importantes implicaciones para las infecciones humanas,
U0 AT1 U0 AAT  £AT &1 &3 iLa clchldcion del@dicA puedela@uan
como refugio de arbovirus, y permitir la reemergencia una vez que las epidemias
humanas cesen y la inmunidad poblacional (inmunidad de rebafio) disminuya. Ademas,
pueden proporcionar ambientes selectivos donde nuevas cepas de arbovirus se
desarrollen. Esas nuevas cepas también podrian superar la inmunidddsarrollada en
respuesta a vacunas disefladas para cepas urbanas existentes, o que se denomina
redundancia vacuna®s?). El estudio de la transmision selvatica de arbovirus, constituye,
por tanto, un tema de importancia con relacién a la trasmision urban

1.2.2.2 Ciclos de transmision urbana de arbovirus
En ambientes urbanos a escala global, los arbovirus VDENs, VCHIK y VZIK son
transmitidos entre hospederos humanos principalmente por el mosquito domésticAe.
aegypti, cuyos habitos ecoldgicos favorecen su cerda al hombre y, por tanto, la
transmision viral 270. 283), No obstante Ae. albopictuses considerado generalmente un
vector secundario, aunque en territorios libres déhe. aegypth A1  OI T ONOE O1i
se le conoce) juega un rol protagénico en lagnsmision@83. 284), Durante la epidemia de
VCHIK en La Reunion en 2003e. albopictuse convirtio en el principal vector del virus
dada la mutacién ocurrida en la glicoproteina de envoltura viral E®B2. 285), | os ciclos de
transmision urbana de arbovilus en regiones tropicales densamente pobladas pueden
resultar en epidemias y pandemias explosivas, aunque bajos niveles de transmision
también pueden ser suficientes para mantener los virus en la poblacion. Algunos
arbovirus como VDENSs, VCHIK y VZIK, serhadaptado totalmente a los ciclos urbanos
y ya no necesitan de los PNHs, mosquitos arbéreos ni ciclos selvéaticos para su

mantenimiento(42, 270),
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1.2.2.3 Transmision horizontal de arbovirus
Los arbovirus VDENSs, VCHIK y VZIK se mantienen en el ciclo urbano principalmente
mediante la transmision horizontal entre la hembra deAe. aegyptly 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 mosquitee inicia el PIEque
puede durar varios dias (entre cuatro y siete para los VDE®&E), tres y 14 para VZIKss.
289), y mucho mas corto entre dos y tres para VCHR. 291)) en dependencia de imiles
factores abordados anteriormenté292).
La interaccion del virus con su vector es un fendmeno clave en la transmision de los
arbovirus, pues para que esta sea efectiva, deben ocurrir determinados eventos que
permitan al virus completar su ciclo dettro del vector218), Cronol6gicamente, 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 tn#@s de la hemolinfa a los érganos blanco secundarios
(traguea, cuerpo graso, musculatura toracica, tubulos de Malpighi, ovarios, sistema
nervioso) hasta que finalmente llega a las glandulas salivares donde su replicacion y
deposicion en las cavidades apites de las células acinares permiten su inoculaciéon
mediante la saliva a un nuevo hospedero durante la picadura (figura 1.283.

1.2.2.4 Transmision inter -vectorial de arbovirus
La transmision intervectorial incluye todas las vias que permiten el contagientre
mosquitos. Las rutas aceptadas hasta el momento incluyen la TV (de parentales a
descendencia) y la venérea (TVN) (durante la copula), las cuales constituyen
i AAAT EOIT O OAl OAOT AGEOI 66 AA OOAT Oi EGE&T AA
poblacién de vetores independiente de la alimentacion sobre humanos en fase virémica
(figura 1.3A)293). Aunque estas vias de transmision intervectorial revelan la complejidad
de la dindmica de trasmision de los arbovirus, su contribucion a la cadena de transmision
humano-mosquito y a la epidemiologia de las enfermedades arbovirales permanece aun

poco estudiadd! 17).
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1.2.2.4.1 Transmisién vertical de arbovirus
El mantenimiento de los arbovirus en areas endémicas durante condiciones
desfavorables para la actividad vectorial es una evidencia epidemiolégica que hace
sospechar la presencia de otras rutas de transmisiéh Se postulan varias terias para
explicar el mantenimiento de los arbovirus durante periodos inteepidémicos, tales
como la reintroduccion del virus, la circulacion en otras especies que actian como
reservorios y mecanismos alternativos de transmisié®. Estudios filogeograftos de
secuencias de aislamientos virales en humanos, colectados antes, durante y después de
epidemias de VDEN, hallaron que, a pesar del grado de mutacion del virus, la entidad
viral fue la misma a lo largo del tiempo en cada lug@6. 297). Esto sugiergjue el virus se
mantuvo localmente a pesar de la ausencia de condiciones para laTTH
De esta manera, la TV de arbovirus en poblaciones de mosquitEs propone como un
mecanismo que garantiza el mantenimiento del virus en la naturaleza durante
condiciones adversas para la TBP). La hembra deAe. aegyptes capaz de transmitir los
virus verticalmente a su descendencia, después de haberse infectado, ya sea mediante
alimentacion o inoculacion intratoracica en condiciones de laboratorié’-29. Este
fendmeno esta descrito también en la naturaleza por estudios que comprueban la
presencia de VDENs, VCHIK y VZIK en larvas y machos adultos colectados en el
terreno(31-33) (figura 1.3B). Varios autores sugieren que la TV favorece la circulacion
endémica de estos viru§?.42), lo cual pudiera explicar que los paises con mayor cantidad
de registros de TV en mosquitos estan ubicados en zonas consideradas endémicas o
hiperendémicas como Latinoaméric&s. 41. 298, 299)y e| Sudeste asiatic@!. 300. 301) (figura
1.3B).
La TV de arbovirus en mosquitos ocurre generalmente por via materiyaa través de dos
principales mecanismos: transmision transovarica por la cual el virus infecta los tejidos
germinales de la hembra y la transmision tranduevo por la cualel virus infecta los
huevos durante la fertilizacibn o la oviposicibn a partir de tejidos adyacentes
infectadog302), No obstante, algunos autores declaran que la TV no ocurre en
determinadas poblaciones de mosquitos o que en algunos contextos ocurre dmgja

frecuencia303-307),
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En Cuba, se confirmo por primera vez la TV del VDENgenotipo 1ll) en mosquitosAe.
aegyptide La Habana en 2013, durante una epidemia que involucrd a toda la region
latinoamericana®?). Las consecuencias epidemiologicas de T&/ de los arbovirus en
mosquitos han sido insuficientemente exploradas, y este continla siendo un asunto
controversial®9, De cualquier manera, la posibilidad de que una hembra ée. aegypti
infectada verticalmente pueda ser infecciosa inmediatamente dpsés de haber
emergido, sin tener que ponerse en contacto previo con un humano en fase virémica,
multiplica el riesgo de transmision de este virugs3. 308), Ademas, la deteccion de TV de
los VDENSs en la naturaleza se propone como una herramienta para listesmas de
vigilancia y alerta temprana de brote&09. 310),
En la actualidad existen limitados recursos preventivos y terapéuticos especificos
disponibles para hacer frente a los VDENs, VCHIK y VZIK, y su control se basa
fundamentalmente en estrategias itegradas para la disminucion de las poblaciones de
Ae. aegyptiy consecuentemente disminuir su transmisiof#2?). Asi, es cada vez mas
urgente el desarrollo de investigaciones encaminadas a profundizar en el conocimiento
de la transmisién de estos arboviruy mejorar los sistemas de vigilancia que faciliten el
monitoreo de la situacién epidemioldgica y permitan dar una respuesta eficiente para el
control de los brotes.

1.2.2.4.2 Transmision venérea de arbovirus
La TVN consiste en la transferencia del agente infecciosatre mosquitos adultos de
distintos sexos durante el apareamiento (figura 1.3A31). Pocos estudios abordan esta
via de contagio, sin embargo, la TVN se demostré en las especies de mosquiees
triseriatus(312), Aedes austalid!® y Culexbitaeniorhynchug$34 con bunayvirus (LCV),
alfavirus (virus Sindbis) y flavivirus (virus de la encefalitis japonesa) respectivamente.
Asimismo, varios experimentos demostraron la capacidad dae. aegyptf1>-319) y Ae.
albopictug320) machos de transmitirlos VDENs, VCHIK y VZIK a hembras y viceversa. En
la mayor parte de los estudios, los machos deAe. aegypti se infectaron
intratordcicamente(15. 318, 319) mjentras que, en solo uno, los machos demostraron su
capacidad de infectar hembras durante la copa después de adquirir verticalmente la
infeccién17), Estos hallazgos refuerzan la potencialidad de la TVN como una fuente de

infeccidbn de mosquitos hembras para desencadenar brotes de arbovirus.
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1.2.2.5 Transmision no vectorial de arbovirus
La transmision no vectorial (sin la participacion de vectores) de arbovirus de varias
familias esta registrada, aunque no en todos los casos muestra la misma frecuencia ni
explota las mismas via821). El contagio no vectorial de VDENs y VCHIK entre humano
se considera muy raro, aunque se describio transmision sexual y fetal de los VDENs
323), asi como transmisidn sanguinea, fetal e intraparto de VCKRO. Sin embargo, la
transmision sexual y fetal de VZIK entre humanos esta bien documentada (revdsa
en(325-327)), Aunque las vias no vectoriales de transmision poseen importancia para la
ciencia y patogenia de estos virus, no han constituido la causa de brotes de estos
patégenog325),
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio
El presente estudio posee un disefio hibrido que combina dos encuestas transversales
repetidas para explorar la distribucién espacietemporal de los virus del dengue y Zika
en estadios inmaduros deAe. aegyptien areas de La Habana, Cuba; con dos estudios
experimentales anidados para evaluar la competencia vectorial y transmisiéon vertical

de los virus del dengue, chikungunya y Zika en poblaciones Be. aegyptde La Habana.

2.2  Declaraciones éticas
La investigacion de terreno del presente estudio fue aprobada por el Comité de Etica de
1A )1 OAOOECAAEET AAl )1 OOEOOOT AA - AREAET A 4
13-18. La colocacion de ovitrampas en el interior de las viviendas, conto erdts los
casos con el consentimiento informado de sus moradores. Los estudios de competencia
vectorial y transmision vertical en condiciones de laboratorio fueron aprobados por el
Comité de Etica interno del Instituto Pasteur de Guadalupe, Francia. Dos dotes
voluntarios proporcionaron su consentimiento escrito para la donacion de sangre para
los experimentos de alimentacion artificial de los mosquitos. La exportacion de los
huevos deAe. aegyptial Instituto Pasteur de Guadalupe conté con los permisos des
Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos

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

2.3 Estudios en condiciones naturales, La Habana, Cuba
2.3.1 Disefio temporal del estudio
El egudio se desarrollé en dos momentos epidemiolégicamente distintos (figura 2.1):

1. Periodo septiembre 2013- julio 2014. Circulacion exclusiva de los VDENSs en
Cuba marcado por un incremento de casos de dengue en las Américas antes de
la entrada de los VCHIK y VZIK en la regiéh. El 14 de enero de 2013 entr6 en
vigor la reforma migratoria en Cuba que facilitd la entrada y salida de cubanos
a todas las regiones del mundé?® y con ello el incremento del riesgo de

introduccién de patégeno
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Estudio de la
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del dengue,
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Figura 2.1 Esquema del disefio general del estudio de la transmisién de

arbovirus en poblac iones de Aedes aeqypti de La Habana. A laizquierday en color
verde se encuentran representados los estudios en condiciones naturales, en sus dos
momentos epidemiol6gicamente distintos: 2013-2014 (estudios exploratorios de
monitoreo de transmision vertical (TV) de los virus del dengue (VDENS)) y 2018-2019
(estudios de TV de los VDENSs y el virus Zika (VZIK)). A la derecha y en color azul, se
hallan los estudios en condiciones de laboratorio desarrollados con las poblaciones de
Aedes aegypticolectadas en las areas Pasteur, del municipio Diez de Octubre y Parraga,
del municipio Arroyo Naranjo respectivamente, ambos en La Habana, Cuba. En los
ensayos de competencia vectorial y transmision 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 z marzo 2019. Cecirculacion de los VDENs y VZIK,
precedido por un incremento de los casos de VZIK durante 2017, que fue
disminuyendo progresivamente hacia2019(21), Durante este periodo, ni desde
su introduccion en Las Américas, se registraron casos autoctonos de VCHIK en
La Haban#&?.

2.3.2 Descripcion de las areas de estudio
El estudio vario sus zonas de pesquisa durante cada periodo referido en la seccionl2.3.

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

Naranjo, ubicado alcentro sur de la provincia La Habana y considerado uno de sus
municipios periféricos. Limita al norte con el municipioDiez de Octubre al sur con los
municipios San José de las Lajag Bejucal (Provincia Mayabequg, al este con los
municipios San Miguel del Padréry Cotorro; y al oeste con el municipio Boyeros (figura
2.2). Posee una extension d82,2 Kmz2, y ocupa el 9% del territorio provincial329. El
municipio cuenta con un area urbana de 3184 ha y una rurailayor de 3378 ha. Durante

el periodo de estudio, poseia una poblacion residente de 203 327 habitantes y una
densidad poblacional de 2474,2 hab/kr329). El territorio esta dividido en 10 Consejos
Populares y se caracteriza por un alto porcentaje de zonasuburbanas (siete
comunidades especiales y cinco de transit¥9). La poblacion es atendida esiete areas
de salud: Mantilla, Parraga, Julian Grimau, Los Pinos, Capri, Eléctrico y Managua (figura
2.2). Algunos datos demograficos de estas areas se muestem el anexo 2.1.

La seleccion del area de estudio estuvo determinada por dos factores fundamentales: i)
Arroyo Naranjo ha mantenido histéricamente elevados valores de indice Casa (IC),
indicador entomoldgico que refleja la proporcion de casas con preseacde larvas y
pupas deAe. aegyptien un area determinad#s30. 331), ji) Anualmente este municipio
confirma un elevado nimero de casos de dengé@®). En septiembre/2013 era uno de los
cuatro municipios de La Habana con mayor riesgo de transmisiG#).

Periodo mayo 2018z marzo 2019 El estudio se realizé6 en dos areas de salud de la

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

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

el nimero de casos confirmados de dengue entre 2010 y 2017 y segun criterio opinatico
de los directivos de la Direccion Provincial de Higiene y Epidemiologia de La Habana. El
area de salud Parraga (alta transmision) confirmé cuatro veces mésasos de dengue que
el area de salud Pasteur (baja transmision) durante 20134,
El 4rea de salud Pasteur posee una extension territorial de 1,5 km 106 manzanas,
mientras que Parraga abarca un area de 2,5 Rm cuenta con 255 manzanas. Con el fin
de que los territorios muestreados tuvieran dimensiones analogas, se seleccion6 una
porcion del area de salud Parraga similar en extension y nimero de manzanas que
Pasteur. Algunos datos socigeograficos de las areade estudio se muestran en el anexo
2.2.

2.3.3 Colecta de mosquitos y preparacion de las muestras entomolégicas
El estudio varié sus métodos de colecta durante cada periodo referido en acépite 2.3.1.

Periodo septiembre 2013- julio 2014: Las larvas y pupas seolectaron mensualmente

por los operarios del Programa de Control dededes aegypty Aedes albopictusiel

Ministerio de Salud Publica en todas las areas de salud del municipio Arroyo Naranjo,
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como parte de sus actividades de rutir@>. Los individuos coéctados en el mismo sitio

de cria (larvas y pupas) constituyeron una muestra, que se etiqueto6 con la fecha, lugar y
recipiente de colecta. Los especimenes que se clasificaron coA® aegypt?l?) por los
especialistas del Departamento de Vigilancia y LuahAntivectorial municipal, se
conservaron en etanol 70% y se almacenaron a°’@ antes de enviarse a la Unidad
Provincial de Vigilancia y Lucha Antivectorial para el control de la calidad. Las muestras
re-clasificadas comoAe. aegyptise contaron y se enviaron al Departamento de Control
AA 6 AAOT OAO AAT )1 OOEOOOT AA -AAEAET A 401 PEA,
en las condiciones antes descritas hasta su procesamiento. Los datos que acompafiaban
cada muestra se almacenaroen la base de datos del laboratoricCada sitio de colecta

fue geareferenciado mediante el Sistema de Informacion Geogréfica Mapinfo v.1830.

Con las muestras entomologicas recibidase formaron grupos mixtos (larvas y pupas),

de entre 3055 individuos, segun la disponibilidad de ejemplares, colectados en el mismo
mes y area de salud siempre provenientes manzanas adyacentes. Se formaron grupos
con menos de 30 especimenes cuando en un mes y area de salud la cantidad de mosquitos
no alcanzé una cifra mgor que 30.

Periodo mayo 2018z marzo 2019: Se colectaron huevos deé\e. aegyptimediante

ovitrampas en cada area de salud mensualmente a lo largo del estudio. En la pared
interior de cada ovitrampa, se colocaron tiras de papel con dimensiones de 40 cmong,

el cual sirvio como sustrato para la oviposicion y se afiadieron 500 mL de agua. Cada
ovitrampa y su tira de papel respectiva se marcaron con un codigo de identificacion y
georreferenciacion en el momento de su emplazamiento. Las ovitrampas se colocagon

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 numero de manzanas de cada area de saliak
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 d\edes aegypty Aedes albopictusle las areasde
salud respectivas. Las tiras de papel con los huevos colectados correspondientes a cada
ovitrampa se trasladaron al Departamento de Control de Vectores del IPK, donde

permanecieron en un ambiente de humedad durante 72 h para garantizar la maduracion
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del embrién. Posteriormente, los huevos colectados en cada ovitrampa se contaron bajo
un estereoscopio y se sumergieron en agua declorada a 37°C en recipientes cilindricos
con un area de 95 crhen una relacion aproximada de 80 huevos en 300 mL de agua. A
cadarecipiente se le afladieron 16 mg de harina de pescado para propiciar la eclosion de
los huevos, siguiendo normas descrit&%7). Los recipientes de cria se mantuvieron en
AT TAEAEITAO AT 10011 AAAO AA OAI PAOAOOOA | qcuydm
luz/oscuridad (12h:12h). El desarrollo larvario fue observado cada 24 h y al séptimo dia
los especimenes fueron sacrificados e identificados taxonomicamente en los estadios de
L4, pupa o adulto indistintamente empleando un estereoscopid’). Los especimees
clasificados comoAe. aegyptifueron conservados en grupos de hasta 39 individuos
colectados en el mismo mes y area de salud, siempre provenientes de una misma
ovitrampa u ovitrampas adyacentes. Estas muestras fueron rotuladas y conservadas en
viales a-80°C hasta su procesamiento.

2.3.4 Estimacion de la abundancia relativa de Aedes aegyptien las areas

Pasteur y Parraga en el periodo 2018 -2019

El disefio de la colecta de mosquitos basado en ovitrampas permitié estimar las
abundancias relativas de las poblacione di&e. aegypten las areas de estudio mediante
el calculo de los indice de ovitrampa positiva (IOP) e indice de densidad de huevos
(IDH)G38),
Una vez que se contabilizaron los huevos colectados en cada area de salud, se estimaron
mensualmente el IOP, que representa el porcentaje de ovitrampas con al menos un
huevo; y el IDHcalculado como el total de huevos colectados en un mes divididotre el
namero de ovitrampas positivas. Los indices se compararon entre las areas a través de
un ANOVA de un factor utilizando el paquete estadistico GraphPad Prism version
8.0.2339),

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

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

(100 U/mL penicilina y 100 t g/mL estreptomicina) (Gibco, Alemania) empleando un
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homogenizador automatico Tissue Lyser (Quiagen, Alemania) durante 3 minutos a una
frecuencia de 3 Hz. EI homogenado se centrffé a 13000xg, por 15 min, a 4°C y el
sobrenadante se conservo eé80°C.
La extraccion del ARN viral de cada grupo se efectu6 en un extractor automatico Qiacube
(Qiagen, Alemania). Para ello se utilizd el estuche comerc@lAamp viral RNAQiagen,
Alemania) y 140t L del sobrenadante del homogenado de cada grupo y se procedio segun
las indicaciones del fabricante. EI ARN obtenido se conservé89°C hasta su posterior
uso.

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

Aedesaegypti

2.3.5.2.1 Transcripcion reversa - Reaccion en cadena de la polimerasa
Un fragmento del genc-prm del genoma viralse amplificé a través de una Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) anidada a punto faegjun el
protocolo descrito por Lanciotti et al., 1992340, La primera reaccion de la PCR anidada
consistié en una transcripcion reversa (RT, de sus siglas en inglés) seguida de la reaccion
de amplificacién. Se utilizé el estuche comerci@®neStep R'PCR Ki{Qiagen, Alemania)
y el termociclador QCyclerll (Quanta Biotech, Reino Unido) segun recomienda el
fabricante. Se prepard, para cada muestra, una mezcla que contenia tampén de reaccion
(1X), solucion equimolar de los cuatro desoxinucleotidos trifosfato (dNPs, por sus siglas
Al ETcCciidq jtnmm ti117, AAAA O1i1qh p-tiT1T7,
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAADGG U $q i AT OE-OAT OEAI
TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGT@® ET EEAEAT O AA 1 2. AOA | u
mezcla de enzimas y agua librA A T OA1 AAGAO EAOOA Al ibpl AGAO 1
AREAET TAOIT pm t, AAI 12. AQOOApAI | OAAAEST
AA vm t,8 %l BDORIEOY:Iindubakidn iniciAl a 204C por 30 min, un paso
de desnaturalizacion a 8°C por 15 min y 35 ciclos de desnaturalizacién (94°C por 30 s),
hibridacién (65°C por 1 min) y elongacion (72°C por 1 min). Por dltimo, se realizé un
paso de elongacién a 72°C por 1 min. Como control negativo del ensayo se utilizé6 agua
libre de nucleasasy como control positivo se utilizé la cepa de VDER 116/2000 que

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

La segunda reaccion de la PCR anidada se realizé a parél d@mplicon de 511 pares de
bases (pb) obtenido en la RIPPCR (seccion 2.3.5.2.1), los cebadores descritos por
Lanciotti et al., 1992340) (anexo 2.3) y el estuche comercidbExpand High Fidelity PCR
System(Roche, Alemania). Para su ejecucion, se preparé aumezcla que contenia:
tampdn de reaccidn (2X), solucién equimolar de dNTPs (2G0mol/L de cada uno), la
enzima polimerizadora (1,5 U), agua libre de nucleasas y inol/L de los cebadores D1
(sentido) y TS1, TS2, TS3 y TS4 (ar#entido) hasta completar 48t L. Los cuatro
cebadores antisentido 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 tL del producto de la primera reaccion de la PCR anidada (s&m
2.3.5.2.1) para un volumen final de 5Q L de mezcla. Se utilizaron, como controles
negativo y positivo, 2 L del producto de reaccion correspondiente a dichos controles en
la RT-PCR (seccion 2.3.5.2.1).
La reaccion se ejecutd en un termociclador QCegcll (Quanta Biotech, Reino Unido) que
comenzé con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min. Posteriormente se
realizaron 30 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 30 s), hibridacion (63°C por 1 min) y
elongacion (72°C por 1 min). Por ultimo, se read un paso de elongacién a 72°C por 5
min.

2.3.5.2.3 Electroforesis en gel de agarosa
Para evidenciar la presencia del producto obtenido en la PCR anidada, realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa a 2 % en tampon TBE 1X (Tris 89mmol/L (Sigma
Aldrich), Acido Borico 89mmol/L (SigmaAldrich), EDTA 2mmol/L (SigmaAldrich) pH
phoqs 3A OOEI EUeé AOI I O@idricth parata@isudliEakiondefas t CT 1
AAT AAOG8 3A ApI EAAOT T h Al AAAA PITAEIITTh v 1,
muestra y se realizo la corrida a 120 V y 400 mA durante 45 min. Al finalizar se utiliz6 un
sistema de documentacion de geles UVisaved5/20M (UVITEC, Inglaterm) para la
visualizacion de las bandasla identificacion de los serotipos virales se realiz
comparando las tallas de los productos obtenidos con un patron preparado a partir

productos de amplificacién de los cuatros serotipos de dengue utilizando las @
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virales: VDEN1: 482 pb (61060, Venezuela/2006), VDER: 119 pb (165/97,
Cuba/1997), VDENS3: 290 pb (116/00, Cuba/2000) y VDEN4: 392 pb (61027,
Venezuela/2006). Ademas, las tallas de los productos de la PCR anidada se verificaron
con un marcador de pes molecular de ADN (100bp DNA.adder Molecular Weight
Marker, Promega) que se incluy6 en cada gel como referencia.

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

los virus del dengue

235241 Preparacion de los fragmentos de ADN para la sec uenciacion
La purificacion del producto de reaccion se realiz6 directamente de la solucién resultante
de la PCR anidada cuando el patrén de bandas de la electroforesis solo mostré la banda
correspondiente a un serotipo de VDEN. En este caso, se empledesdtliche comercial
Qiaquick PCR purification Kit(Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La verificacion de la efectividad del proceso se realizd a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 2% del ADN purificado segun los prdimientos
descritos en la seccién 2.3.5.2.3.
Cuando el patrén de bandas de la electroforesis de la PCR anidada evidencié mas de un
amplicén, se procedio a la extraccién y purificacion del amplicon de interés a partir del
gel de agarosa; para lo cual satilizé el estuche comercialQlAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Alemani@ segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se aplicé el
producto de la PCR anidada restante en un gel de agarosa a 2%. Las bandas
correspondientes a cada serotipo se cortarode los geles, y cada fragmento de gel se
coloco en tubos limpios y se peso. Se afiadieron 3p0,de tampon QG por cada 100 mg
de peso. Cada tubo se incub6 a 8D en un bafio termorregulado hasta disolver
completamente la agarosa. Posteriormente se adiciongopropanol (v/v) y se afadio la
mezcla a una columna de purificacion (suministrada por el fabricante). Se centrifugo a
15000xg por 1 min y se descarto el eluato. Se lavo la columna cont{5Qde tampén QG y
se centrifugd nuevamente en las condiciones ardedescritas. Nuevamente se eliminé el
eluato y se realiz6 un segundo lavado con 750 , de tampén PE, centrifugando en
idénticas condiciones. El contenido de la columna se eluy6é en Qdel tampdn EB por

centrifugacion durante 1min. EI ADN purificado se ctservo a 4#C Para verificar la
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efectividad del proceso se realizé una electroforesis en gel de agarosa a 2% al ADN
purificado, empleando los mismos procedimientos descritos en la seccion 2.3.5.2.3.

2.35.24.2 Reaccion de secuencia
La determinacion de la secuencia nucleotidica de los productos de la PCR anidada se
realiz6 empleando el principio del método de Sang6fY) con el uso de un estuche
comercial (CEQ DTCS quickstart kiBeckman Coulter). Para cada muestra se prepararon
dosi AUAT AO AA OAAAAEe&elT NOA ATTOATpATd o t, AA
t, AA -AOOAO -E@ jATUEIi Ah A. 400h AEAAT gET OAI
u 01 AAAAAT O jmhguv tiT17¥,qQ PAOA ¢m t, AA Oi
muestra siempre contuvo el oligonucleétido D1 y el cebador de la otra mezcla (TS1, TS2,
TS3 0 TS4) dependié del serotipo identificado en la muestra (ver anexo 2.3 para mas
detalle). Posteriormente, se desarroll6 la reaccidén en 30 ciclos de 96°C por 20 s, 55°C po
20 s y 60°C por 4 min, en un termociclador QCyclerll (Quanta Biotech, Reino Unido).

2.3.5.2.4.3 Purificaciéon del producto de la reaccion de secuencia
La purificacion de los productos de la reaccion de secuencia se realiz6 mediante el

método de precipitacion con etanol342). Para ello, se prepard un tubo estéril etiquetado

DPAOA AAAA | OAOOOAR Al AOGAI OA AAEAETBAOIT v
I AAOAOT AA 3TAET o 1117, C ¢ t, %$4! pmum I -
Ol 1 OAEe&lT A1 OAOET O OA 1T AUAIT & ATl ¢m t, AA TA
absoluto. Esta mezcla se centrifugé a 15009xpor 25 min a 4°C. Se elimind el

sobrenadanteyOA 1 AGe Al DPOAAEDPEOAAT AT O OAAAO AT T «

paso de lavado se centrifugé a 1500@xa 4°C, por 2 min. Después de descartar el

O1 AOAT AAAT OA AOEAAAT OAI A1 OAh OA AAEe OAAAO A
formamida (99%) empleando el vortex.

Los productos purificados de la reaccion de secuencia se transfirieron a las placas del
secuenciador automatico de electroforesis capilar CEQ 8800 (Beckman Coulter, EUA).

Las secuencias y sus cromatogramas correspondientes se praoes en el programa
Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation, EUA). Las secuencias consenso obtenidas
fueron comparadas con otras secuencias de VDENSs disponibles en GenBank, a través de

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

2.3.5.3.1 PCR en tiempo real: deteccién del genoma viral de Zika
Un fragmento del gems5del genoma viral se amplifico a través de una RACR en tiempo
real (RT-gPCR), segun el protocolo descrito por Lanciotgt al., 2008343). La RTqPCR
consisti6 en una transcripcién reversa en un solo paso, seguida de 45 ciclos de
amplificacion. Se utilizé el termociclador LightCycler 96 (Roche, Suiza) y el estuche
comercial SuperScript Il Platinum One Step gHPICR(Invitrogen, Alemania) para la
reaccion de amplificacion, segun recomienda el fabricante. Se preparé, para cada grupo,
una mezcla que contenia: 12,pL de tampon de reaccion (2X), 0,2pL de los cebadores
6:)+ prnye { COOBCTEEGJAYCACDG q )+ 6ppoecA j AT OEOAT C
la sonda ([6~FAM] AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA [BHQla~Q]) a una
concentracion final de 0,25 mol/L; 0,5 { L de la mezcla de enzimas (1X) y agudie de
nucleasas hasta completar 15L de volumen final. Posteriormente, se adicionaron 1{0L
del ARN extraido (seccion 2.3.5.1) para un volumen final de reaccion detas El perfil
térmico de la reaccion fue el siguiente: 30 min de transcripcion reversa50°C, seguido
de 2 min a 95°C para la inactivacion de la retrotranscriptasa y la activacion de la
polimerasa ADN y 45 ciclos a 95°C por 15 seg seguido de 1 min a 60°C. Como control
positivo se empled el ARN extraido (siguiendo los procedimientos descrg@n seccion
2.3.5.1) de un grupo de cincoAe. aegyptiinfectados artificialmente con la cepa
VZIK_Guadeloupe. Como control negativo se utilizé agua libre de nucleasas.

2.3.5.3.2 Secuenciacion nucleotidica del virus Zika
Los ARN de las muestras que resultaron postiAO A 6: ) + AT 1T O OAI T O
enviados en condiciones refrigeradas a ldnité des Virus Emergents (UVE: Aikarseille
Univ-IRD 190GInserm 1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboraciéon existente
con el Instituto Pasteur de Guadalupd.as muestras fueron sometidas a secuenciacion
nucleotidica de tercera generacion empleando la tecnologfb lon torrenttal como se
describe brevemente a continuacion.

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

viral empleando 12 juegos de cebadores (anexo 2.4). La reaccion se llevé a cabo
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utilizando el estuche comercial3 OD A O3 A OE 5@ RTPAR SysterThermo
Fisher) (12,5 pL del tampon de reaccior0 | AOET O1 1 PO YD kil de ;a4
mezcla de enzima8 OD A O3 A O B fillde ARN y 800 nM de cada cebador en un
volumen final de 25 pL. El perfil térmico constdé de 2 min a 50°C para la trascripcion
reversa seguido de&2 min a 98°C y 40 ciclos que incluyeron una desnaturalizacién por 10
seg a 98°C, una hibridacion por 10 seg a 56°C, y una elongacion por 2 min 30 seg a 68°C.
Se finaliz6 con un paso de elongacion final de 5 min a 68t@s productos de PCR se
agruparon enproporciones equimolares después de su purificacion mediante el estuche
comercial Nucleofast PCR Plai@acherey Nagel).
2.3.5.3.2.2 Secuenciacion viral
Una vez cuantificados (con el estuche comerci@Qubit® dsDNA HS Assayel equipoQubit
4.0 fluorometer(ThermoFisher)) los amplicones se sonicaron para obtener fragmentos
de 250 pb. Las bibliotecas del ADNc de cada muestra se construyeron afladiendo un
OAEAECT AA AAOOAOGOG Ai 1 OOEOOEAT bDPi O OAAOAT AEA
y cebadores, usado el estuche comercialon Plus Fragment LibrankKit y el sistemaAB
Library Builder (ThermoFisher). Con el fin de agrupar equimolarmente las muestras
i AOAAAAO ATl OO OAeAECT AA AAOOAOoh OA OAAIE
real empleandoel estuche comercia) T 1T , EAOAOU 4 A N@HeimoFisief). AT OE OA (
Los pasos siguientes incluyeron una PCR en emulsion de las muestras agrupadas y su
carga en el chip 530, usando el equipo automatiéon Chef(ThermoFisher), que continué
con su secueniacion empleando la tecnologi&5 lon torrent(ThermoFisher) siguiendo
las instrucciones del fabricante.
La secuencia consenso se obtuvo tras la edicién de las lecturas (las lecturas con una
puntuacion de calidad <0,99 y de longitud <100pb fueron eliminada asi como los 30
primeros y ultimos nucleétidos de cada lectura) y su mapeo sobre una secuencia de
referencia, usando el programaCLC genomics workbench v.22.0(Qiagen). Los
parametros para el ensamblaje basado en referencias consistieron en: puntuacide
coincidencia = 1; costo de desajuste = 2; fraccion de longitud = 0,5; fraccion de similitud
= 0,8; costo de insercién = 3 y costo de delecion = 3. También se produjo un contigo (del
inglés contig) de novopara asegurar que la secuencia consenso no afectara por la

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

2.3.5.5 Calculo de la frecuencia de aparicion de los virus del dengue y Zika
Se calculo la frecuencia de aparicion de los VDENs y VZIK en los grupos@eaegypti
examinados en cada area de salud durante los periodos de estudio, asi como la frecuencia

de aparicién de cada virus en el municipio Arroyo Naranjo segun:

00 &Y :
"0RY — [Férmula 2.1]
@ L OY

donde "Qw"Y es la frecuencia de aparicion del virusoen el territorio “YO 0 ¢3Y es la
cantidad de meses en que apareciden el territorio Yy 0 "‘OY es la cantidad de meses
en que se analizaron muestras entomoldgicas del teratio Y

2.3.5.6  Célculo de las tasas de infeccion minima de los virus del dengue y

Zika

Se calcularon las tasas de infeccion minima (TIMY) por mes para cada area de salud
segun:

0 &Q'MI 6 MeéEii Q0 QU € i
5E OTMmE | oD e Q4 HOE T

Los analisis estadisticos para la comparacion de las TIM se realizaron en R v.88)2

"“Y'OO [Formula 2.2]

Para cada virus (VDENs y VZIK), se compararon las TIM globales entre areas de salud
durante el periodo 2018-2019. Las comparaciones fueron realizadas siguiendo la
distribucion de Poisson. Las varianzas de las tasas se calcularon con intervalos de
confianzas de 95% de una proporcion binomial. Todas las comparaciones con valores de
P> 0,05 se consideraron noignificativas.

2.3.5.7 Construccion de mapas de distribucion espacio -temporal de los

virus del dengue y Zika

Los sitios de aparicion de estadios inmaduros d&e. aegyptinfectados con algun virus
fueron cartografiados a partir de los datos de geceferenciaciéon obtenidos para cada

muestra mediante el Sistema de Informacién Geogréfica Mapinfo v.1830. Se
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construyeron mapas de distribucion en los territorios muestreados para todos los meses

del estudio por medio del programa Maplinfo v.11 @896,

2.4  Estudios de transmision de arbovirus en condiciones de
laboratorio

2.4.1 Poblaciones de Aedes aegyptiestudiadas
Los estudios de laboratorio se realizaron con la generacion F1 de dos poblaciones de
mosquitos colectadas en las areas de salud Pasteur (PTE) del municipio Diettubre
y Parraga (PRG) del municipio Arroyo Naranjo, ambas en La Habana, como se describe
en la seccion 2.3.3.
Los huevos de cada poblacion colectados en el terreno se sumergieron en agua declorada
en bandejas con un area de 400 ¢hy las larvas fueroncriadas bajo condiciones
AT 10011 AARAO AA OAI PAOAOOOA jcquompd#Qqh EOI AAA
(12h:12h) a una densidad de 15200 larvas/litro de agua. A cada recipiente se le afiadio
una tableta de comida para conejo (GMA, Guadalupe) c&i4 dias para la alimentacion.
Los mosquitos adultos recién emergidos fueron transferidos en razon de 7 hembras: 1
macho a jaulas de 3375 c@) con solucidn de sacarosa al 10% y se les permitio la copula
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 generacion Flse les suministrd0 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 retird el recipiente de gipuesta y se favorecié el desarrollo embrionario de los
huevos colectados como se describié en la seccion 2.3.3. Después del tercer ciclo
gonadotréfico, los parentales fueron sacrificados, agrupados y sometidos al
procesamiento descrito en la secciéon 28.1 para verificar la ausencia de infeccién
arboviral por VDENs y VZIK. El ARN extraido de los grupos de parentales (10 uL) fue
evaluado empleando los estuches comerciales Lightmix Modular Zika (Roche, Panama)
and Lightmix Modular Dengue (Roche, Panama) miante RT-gPCR en el equipépplied
Biosystems 7500 redime PCR systenfApplied 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 uitees ensayos de competencia
vectorial (seccion 2.4.4) y transmision vertical (seccion 2.4.5). Posterior a su
embriogénesis, las tiras de papel conteniendo estos huevos se conservaron en bolsas
plasticas, las cuales se exportaron en condiciones de humedatemperatura 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 3& 30 x 30 cm, con solucion de sacarosa al 10% bajo las
mismas condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad. Las
hembras de siete a diez dias de nacidas de cada poblacién se emplearon en los ensayos
de competencia vectorial (seccié.4.4) y transmision vertical (seccién 2.4.5).

2.4.2 Cultivos celulares
La linea celular C6/36 (células dé\e. albopictu¥ clono <30 (Institut Pasteur, Paris), fue
empleada en la generacion de los lotes virales de VDBENasi como para la titulacion y
amplificacion de las muestras obtenidas durante la experimentacion, provenientes de
hembras expuestas a ese virus. Las células se crecieron a 28°C en frascos plasticos
estériles de 75 cm (Dutscher), utilizando medio Leibovitz 15 (-:15) (Gibco, Fisher
Scientific) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales, 10% de suero fetal
bovino y penicilina-estreptomicina. Las monocapas confluentes se pasaron
semanalmente a una razén de pase 1:8. Para la realizacion de las de las titulaciones de
los virus y muestras, sgrepararon suspensiones celulares a una concentracion de 6 X
105 células/mL.
La linea celular Vero (células de rifion de mono verde africano) clono <30 (ATCC, ref.
CClL: 81), fue empleada en la generacion de los lotes virales de VCHIK y VZIK, asi como
en latitulacion y amplificacion de las muestras obtenidas durante la experimentacion,
provenientes de hembras expuestas a esos virus. Las células se crecieron a 37°C y en
ambiente de C@ 5% en frascos plasticos estériles de 75 c¢hfDutscher), utilizando
medio DMEM Gibco, Fisher Scientific suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) vy penicilinaestreptomicina. Las monocapas confluentes se pasaron

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

2.4.3 Cepas de los virus dengue-1, chikungunya y Zika ensayadas
Se emplearon cepas de los virus VDEN VCHIK y VZIK (tabla 2.1) aisladas del suero de
pacientes en Guadalupe (en el casie las cepas de VDEMN, VCHIK y VZIKGuadalupe) o
proporcionada por la Unidad de Virus Emergentes (Marsella, Francia) via la iniciativa
@001 PAAT 6EOOO ! OAEEOA Ci1 AO cCl i-Da8l)d j %6! CQ

2.4.3.1 Generacion de los lotes virales de dengue-1
Frascos plasticos estériles de 75 chton monocapa sukconfluente de células C6/36
fueron inoculados con 1 mL de la dilucion de la cepa viral (tabla 2.1) con MOI de 0,1;
empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la diluciénalir
Las células inoculadas se incubaron durante 1h a 28°C. Pasado ese tiempo, se descarto
el indculo y se afiadieron 10 mL de medio de mantenimiento suplementado con SFB 2%
a cada uno de los frascos. Los cultivos infectados con VBDERIeron incubados a 28C
por cinco dias. Pasado ese tiempo, se centrifugaron las células y su medio a 200 §00x
por 5 min, 4°C. Posteriormente se colectd el sobrenadante y se le afiadi6 SFB hasta
completar el 10% de su concentracion en el medio. La suspension viral se distribustd
alicuotas de 1mL debidamente rotuladas que se conservaronr&)°C.

2.4.3.2 Generacion de los lotes virales de chikungunya y Zika
Frascos plasticos estériles de 75 cincon monocapa sukconfluente de células Vero
fueron inoculados con 1 mL de la dilucion de lagepas virales (tabla 2.1). Todas las cepas
fueron inoculadas con multiplicidad de infeccién (MOI, por sus siglas en inglés) de 0,1;
empleando medio de mantenimiento suplementado con SFB 2% para la dilucién viral.
Las células inoculadas se incubaron duranteh a 37°C en ambiente de GG%. Pasado
ese tiempo, se descarto el inoculo y se afiadieron 10 mL de medio de mantenimiento
suplementado con SFB 2% a cada uno de los frascos. Los cultivos infectados con VZIK
fueron incubados a 37°C en ambiente de €8% por siete dias, mientras que los
infectados con VCHIK se incubaron por tres dias. Pasado ese tiempo, se procedi6 de la
misma manera descrita en la seccién 2.4.3.1 para la colecta y conservacién de las

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

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 del virus desde-lBasta 1012, Se
inocularon 50 uL de cada dilucién viral (con cinco réplicas de cada una) sobre
monocapas confluentes de células C6/36 en una placa de 96 pozos y se incubaron a 28°C
por 2 h. Posteriormente se retird el inéculo y se afiadieroh40 pL de una solucion de
recubrimiento (carboximetilcelulosa:L-15 2X suplementado con SFB (4%) y antibiético
antimicético 1X (2%) (AntizAnti; Gibco, Fisher Scientific) v:v), que se incubd por cinco
ApAO A cydo#8 0AOAAT AOA OEAIiPIi h OA AMAAEAOII
por 30 min. Posteriormente, se descart6 todo el volumen de cada pozo y se lavaron tres
veces con 100 pL de tampon fosfatsalino 1X (PBSLX). Luego, se afiadieron 100 L de
Tritdbn 0,5% diluido en PBS 1X que se incubd por 15 min a temperatura ambiente.
Degpués de tres lavados con PBS 1X, se afiadieron 50 pL de una dilucién 1:200 de liquido
ascitico hiperinmune antitVDENs como anticuerpo primario (Merk) y se incub6 1 h a
temperatura ambiente. Después de otros tres pasos de lavado con PBS 1X, se
adicionaron 50 uL de una IgG de cabra antaton conjugado con Alexa Fluor 488 diluido
1:500 (Life Technologies, Carlsbad, EUA) como anticuerpo secundario que fue incubado
Pi O tv T ET A ox0o#8 O0AOA E£EET Al EUAOh OA OAAI EL
PBS 1X.
Cada pozo se observd al microscopio de fluorescencia para visualizar los focos
fluorescentes. El titulo viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco (uff/mL) y

se calcul6 de la siguiente forma:
b 6 & i buasfiz MEE 2 QQd ZpT Tt 1t
WEé a0 QQUAELO a €
2.4.3.4 Titulacién de los lotes virales de chikungunya y Zika utilizando el
método TCIDso

[Férmula 2.3]

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 de los virus desdelltasta 107.
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Tabla 2.1 Caracteristicas de las cepas virales de denguel, chikungunya y Zika empleadas en los ensayos experimentales de
competencia vectorial y transmision vertical de las poblaciones de Aedes aegyptiPTE y PRG.

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

81)
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Se inocularon 100 uL de cada dilucién viral (con ocheéplicas de cada una) sobre
monocapas confluentes de células Vero en una placa de 96 pozos y se incubaron a 37°C
en ambiente de C®5%, por siete dias para VZIK y tres dias para VCHIK. Pasado ese
tiempo, se retirdé el medio y la monocapa se tifié con 1Q6L de una solucién de cristal
violeta (0,2% en 10% formaldehido y 20% etanol). Después de 30 min se lavo la placa
con agua corriente. El efecto citopatico constituyé la evidencia de la presencia de
particulas virales. El titulo viral fue estimado en dosis med infecciosa en cultivo de
tejidos por mL (TCIBo/mL por sus siglas en inglés) para VCHIK y VZIK, y se calculo
empleando el algoritmo de Spearman y Karber descrito &),

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 adaptacion del protocolo publicado (389. Para
cada poblacion deAe. aegypti 60 hembras de 710 dias de nacidas fueron introducidas
en contenedores plasticos de fondo movible y se les privé de alimento durante 24h.
Pasado ese tiempo, empleando el sistema de alimentacién artifickéémotek (Hemotek
Ltd., Blackburn, Reino Unido)se les ofrecié una mezcla infecciosa que contenia 1,4 mL
de eritrocitos humanos previamente lavados con PBEX; 0,7 mL de la suspension viral
(VDEN-1, VCHIK o VZIK) a un titulo final de ZOrCIDso/mL (en el caso de VCHIK y VZIK)
y 107 UFF/mL (en el caso de VDEN) y ATP 5 mM (Sigm&ldrich). Las capsulas
contenedoras de la mezcla infecciosa del sistema Hemotek recubiertas de membranas
de intestino de cerdo se mantuvieron a 37°C y se ofrecieron a los mosquithgante 1h
en condiciones controladas de temperaturagq ¢ 6 M phur#tedad relativa (80%). Pasado
este tiempo las hembras fueron anestesiadas en frio y las que estuvieron totalmente
alimentadas se transfirieron a contenedores cilindricos de carton de 1500 érDurante
el periodo post exposicion, las hembras fueron alimentadas con solucion de sacarosa
(10%) e incubadas en una cadmara climatica (Memmert, Schwabach, Alemania) bajo las
condiciones de temperatura, humedad relativa y ciclo de luz/oscuridad descritas
previamente.
Pasado los dias posexposicion (dpe) determinados para cada virus (tres, siete y 14 para

VCHIK, y siete y 14 para VDENY VZIK), los mosquitos fueron anestesiados en frio y
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transferidos individualmente a una placa Petri. De cada hembra selecto la saliva
utilizando el método de salivacién forzada descrito por Dubrulleet al.,, 2009291) con
algunas modificaciones: se extirparon las patas y alas de cada individuo y se introdujo la
proboscis en una punta de pipeta de 20 pL que contenia 5 uL de SFB donde la hembra
excretd la saliva. Pasados 30 min, el contenido de la punta se depositd entwino
Eppendorf de 0,5 mL con 45 pL de medio de cultivo DMEM/AS5 (en el caso de
mosquitos expuestos a VCHIK y VZIK/en el caso de mosquitos expuestos a VMDEN
respectivamente). Ademas, se disecé la cabeza de cada hembra, de manera que cada
mosquito genero tres muestras: téraxabdomen, cabeza y saliva. Apropiadamente
rotulada, cada muestra se conservo-80°C para su ulterior procesamiento.
LostoraxAAAT i AT U AAAAUAO £OAOI T ET AADPAT AEAT OAT A
DMEM/L-15 suplementado con SFB 2% y% de antibidtico-antimicético (AntizAnti;
Gibco, Fisher Scientific) en un homogenizador automatico (Benchmark Scientific,
Estados Unidos) durante 30 seg a 60 Hz. Cada homogenado fue centrifugado a 10 ®00x
por 5 min a 4°C, y los sobrenadantes conservados89°C hasta su titulacion.

2.4.4.1 Titulacibn mediante ensayos de inmuno -fluorescencia en células

C6/36 de muestras de térax -abdomen, cabezas y salivas
Las muestras provenientes de mosquitos expuestos a VDHENse titularon mediante
ensayos de inmunefluorescencia (IFA, por sus siglas en inglés) en la linea celular C6/36,
siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccion 2.4.3.3. La Unica modificacion
realizada a este protocolo consistiéo en que las muestras fueron diluidas 1:1,25y 1.5,y
tituladas por duplicado. El titulo viral fue expresado en Unidades Formadoras de Foco
(uff/saliva) y se calcul6 utilizando la férmula 2.4.
0, £0'ME OEA QA8 0, Q

MO — VLA OODAWMBd O Qi o1 & [Férmula 2.4]
¥ 0aQUaEmo a ¢

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

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

2.4.4.2.2 Titulacién de muestras de saliva
Monocapas de células en placas de 6 pozos se inocularon con 300 pL de diluciones
seriadas de las muestras de saliva por duplicado e incubadas por 1 ho@ g O # 29%. # /
Pasado ese tiempo, se afiadieron 4 mL de usalucion de recubrimiento (solucion de
agarosa 2%: DMEM 2X suplementado con SFB (4%) y antibiGtiantimicético 1X (2%)
(AntizAnti; Gibco, Fisher Scientific) v:v) y se incubaron por el tiempo y bajo las
condiciones descritas en la seccion 2.4.3.#asado ee tiempo, la solucién de
recubrimiento fue retirada y se afiadieron 300uL de una solucion de cristal violeta
(0,2% en 10% formaldehido y 20% etanol) en cada pozo. Después de 30 min la solucion
de cristal violeta se descart6 y la placa se lavé con agua éente. Se contaron el nimero
de placas en cada pozo y se calculd el titulo viral que se expresé en Unidades Formadoras
de Placas (ufp/saliva)utilizando la férmula 2.4.

2.4.4.3 Estimacion de los parametros de competencia vectorial
Los parametros de competencia vectorial reflejan los niveles de permisividad a un virus
de una poblacion de vectores en estudi¥”). En nuestros experimentos, evaluamos
principalmente los siguientes parametros:
- Tasa de infeccion (TI): corresponde a larpporcion de hembras con el téraxabdomen
infectado entre el total de las hembras examinadas.
- Tasa de diseminacion (TD): expresa la proporcion de hembras con cabezas infectadas
entre el total de hembras examinadas.
- Tasa de transmision (TT): refleja lgproporcién de hembras que presentaron saliva
infectada entre el total de hembras examinadas.

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

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

Los ensayos de transmision vertical se desarrollaron empledn las mismas poblaciones

de Ae. aegypt(PTE y PRG), obtenidas como se describid en la seccion 2.4.1. Siguiendo la
metodologia detallada en la seccién 2.4.4, las hembras de cada poblacion se expusieron
a los virus (VDENL1, VCHIK o VZIK) (tabla 2.1) y luegde anestesiarlas en frio, aquellas
que estuvieron totalmente alimentadas, fueron transferidas individualmente a tubos
plasticos de 50 mL adaptados para la oviposicion (papel de filtro recubriendo algodon
himedo en el fondo del tubo) y la alimentacion (adrtura superior del tubo cubierta de
mosquitero) (figura 2.3). Durante el periodo post exposicion, las hembras fueron
alimentadas con solucion de sacarosa (10%) e incubadas en una camara climéatica
(Memmert, Schwabach, Alemania) bajo las condiciones contaolas de temperatura

j cpompo#qh EOI AAAA OAI AGEOA jynbpQ U AEAIT AA
Pasados seis a 10 dias post exposicion, se recogieron los huevos puestos por cada
hembra en el primer ciclo gonadotréfico (#CG), los cuales fueron sometidos a
condiciones de temperatura ¢ { 0 N p lushedad (80%) controladas para favorecer la
embriogénesis. Entre el onceno y el decimotercer dpe, a las madres se les ofrecié una
segunda alimentacion sanguinea no infecciosa (que contenia 2,1 mL de eritrocitos
humanos previamente lavados y resuspendidos en PBIX con albumina de suero
bovino (BSA) al 20% y ATP 5 mM (Sigmaldrich)), empleando el sistema de
alimentacion artificial Hemotek (Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido) tal como se
describi6 en laseccion 2.4.4Un nuevo sustrato de oviposicion fue colocado en cada tubo
para recuperar los huevos del segundo ciclo gonadotrofico CG) que fueron
sometidos al procedimiento de embriogénesis anteriormente descrito.

Las madres se conservaron en 300 uL de DMEMA5 (DMEM para las expuestas a
VCHIK o VZIK y 115 para las expuestas a VDEN) suplementado con SFB (2%) y
antibiotico-antimicotico 1X (1%) (AntizAnti; Gibco, Fisher Scientific) a80°C hasta su

procesamiento.
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Figura 2.3 Flujo de trabajo para los ensayos de transmision vertical desarrollados con las poblaciones de

Aedes aeqypli

PTE y PRG frente a los virus dengue

-1, chikungunya y Zika.

Solo se especifica el tratamiento dado a la progenie del 2 ciclo

gonadotréfico (29°CG). La descendencia del $'CG fue puesta igualmente a eclosionar y las larvas de 4° estadio/pupa se reunieron en
grupos de hasta 10 individuos que siguieron el mismo procedimiento desde el paso de amplificacion de las muestras en adelante
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Las larvas fueron alimentadas con tabletas de comida para conejos (GMA, Guadalupe)
diariamente a una concentracion de 0,4 niarva. La descendencia del4CG se analizo
de manera diferente a la del #CG.
Una vez que alcanzaron el estadio kgupa, los individuos provenientes de la misma
madre en el 2'CG, fueron agrupados en conjuntos de hasta diez especimenes, los cuales
fueron conservados en 300 uL de DMEMALS (DMEM para la descendencia de madres
expuestas a VCHIK/VZIK y15 para las expuestas a VDEMN) suplementado con SFB
(2%) y antibidtico-antimicotico 1X (1%) (AntizAnti; Gibco, Fisher Scientific) a80°C
hasta su procesamiento.
La progenie del 2°CG, una vez que llegé al estadio pupal, fue separada individualmente.
Los machos adultos provenientes de una misma madre se agruparon en conjuntos de
hasta diez individuos y se conservaron en las mismas condiciones que la progenie del
1e'CG. Las hembras adultas fueron forzadas a salivar empleando la metodologia
detallada en la seccion 2.4.4. Adicionalmente se disec6 la cabeza de cada hembra que fue
transferida a 300 uL de DMEM/L15 (DMEM para la descendencia de madres expuestas
a VCHIK/VZIK y E15 para las expuestas a VDEN) suplementado con SFB (2%) y
antibiotico-antimicético 1X (1%) (AntizAnti; Gibco, Fisher Scientific) y conservada a
80°C hasta su pocesamiento (figura 2.3).
Las muestras de saliva de las hembras adultas def°@G y de cabeza de hijas
provenientes de madres expuestas a VDEN fueron tituladas siguiendo los
procedimientos descritos en las secciones 2.4.4.1 y 2.4.4.2. El titulo viral estimo
empleandola formula 2.4, y fueexpresado en ufp/saliva para las salivas positivas a
VCHIK y VZIK, y en uff/saliva para las salivas positivas a VDENfigura 2.3).
Las madres expuestas por via oral a los diferentes arbovirus, asi como las muestra
generadas a partir de la progenie en cada ciclo gonadotréfico (grupos de larvas/pupas
del 1erCG, grupos de machos adultos def°’€G y cabezas de hembras adultas déP@G)
fueron homogenizadas siguiendo los procedimientos detallados en la seccion 2.4.4
(figura 2.3).

2.45.1 Amplificacion viral en cultivos celulares
Los sobrenadantes de homogenados de los grupos de larvas/pupas deCl5, grupos de

machos adultos del 2°CG, salivas de hembras adultas del°€G y cabezas de hembras
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adultas del 2oCG provenientes demadres expuestas a VDEN, 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 incuba A o x 0 #5%)dudarte tres
dias, mientras que las muestras provenientes de madres expuestas a VZIK se incubaron
en las mismas condiciones durante siete dias. Por su parte, las células C6/36 inoculadas
con muestras provenientes de madres expuestasvEN1, se incubaron por cinco dias
a2 #8 O0AOAAT O AOT OEAIPI Oh 110 O1T AOAT AAAT OAO
debidamente rotulados a80°C. Las monocapas de células Vero se tifieron con 100 pL de
violeta cristal (0,2% en 10% formaldehido y P% etanol), mientras que a las células
C6/36 se les afiadid.00 pL de formaldehido 3,6% y se incubaron por 30 min. Se chequed
el ECP en las monocapas de células Vero.

2.4.5.2 Extraccion de ARN de sobrenadantes celulares
La extraccion del ARN se efectud a partir del sobrenadante de homogenado de madres
expuestas a los tres virus, asi como de los sobrenadantes celulares obtenidos de la
amplificacion en células (seccion 2.4.5.1) des grupos de larvas/pupas del ¥CG, grups
de machos adultos del #CG, salivas de hembras adultas del’€G y cabezas de hembras
adultas del 2°CG provenientes de madres expuestas a VDENPara ello se utilizo el
estuche comercialNucleospin RNAMacherey-Nagel GmbH, Diren, Alemania) y 100L
de cada muestra, y se procedi6 segun las indicaciones del fabricante. El ARN obtenido se
conservo a-80°C hasta su posterior uso.

2.45.3 Deteccibn de genoma viral en muestras de los ensayos de

transmision vertical

A través de una RIgPCR se detect6 el genoma viral en las muestras de madres expuestas
a cada uno de los tres viruggrupos de larvas/pupas del ¥'CG, grupos de machos adultos
del 29oCG, salivas de hembras adultas del°’€G y cabezas de hembras adultas @PCG
provenientes de madres expuestas a VDEN Los tres protocolos de RTPCR (para
detectar VDEN1, VCHIK y VZIK) usaron los mismos reactivos (excepto por los cebadores
y sondas que fueron especificos para cada virus) y siguieron el mismo perfil térmic
La RTgPCR consistio en una transcripcion reversa seguida de 45 ciclos de amplificacion,

en un solo paso, en el termocicladoApplied Biosystems 7500 reéilme PCR system
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(Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA). Para la reaccién de amplificacion se eko6
estuche comercialSuperscript® Il Platinum® Onestep qRTPCR(Invitrogen, Carlsbad
CA, EUA) segun recomienda el fabricante. La mezcla de reaccion se preparé en un
volumen final de 25t L y contenia 12,5{ L de tampon de reacciéon (2X), los cebadores
sentido y antisentido a una concentracion final de 0{Znol/L cada uno; la sonda a una
concentracion final de 0,1 mol/L; 0,5 { L de la mezcla de enzimas (1X) y agua libre de
nucleasas hasta completar 2QL. Posteriormente, se adicionaron $L del ARN extraid
(seccion 2.4.5.2). El perfil térmico de la reaccion fue el siguiente: 30 min de transcripcion
reversa a 50°C, seguido de 2 min a 95°C para la inactivacion de la transcriptasa reversa y
la activacién de la polimerasa ADN, seguido por 45 ciclos a 95°C fiérseg y 31 seg a
58°C. Como control positivo se empleé el ARN extraido de hembras de mosquitos
artificialmente infectadas con cada uno de los tres virus y que habian resultado positivas
por titulacion. Como control negativo se emple6 agua libre de nucless
El conjunto de cebadores/sonda especificagoup forwardy group reverse/ Probe 1 Den
1-3 diseiiados porCallahanet al., 2001348), se usaron para amplificar un fragmento de la
region 3’'UTR de VDEM.. En el caso de VCHIK, el gen diana para la amphftion fue
nspl, a partir de los cebadore€hikSl y ChikAsly la sondaChikP previamente dis@ados
por Panning et al.,, 2008349, Por ultimo, un fragmento del genns5 de VZIK fue
amplificado por los cebadores$ sonda especificos VZIK 1086, VZIK 1162c/ VZIK 1107,
publicados previamente por Lanciottiet al., 2008343 (seccién 2.3.5.3.1).
En cada caso, las muestras examinadas se consideraron positivas si tuvieron un valor de
ciclo umbral (Ct, por sus siglas en giés) menor o igual 89 para VDENL1; 34 para VCHIK
y 35 para VZIK. Estos valores de Ct fueron seleccionados en base a curvas estandar de
particulas infecciosasgenomas realizadas con anterioridad en el laboratorio empleando
los mismos virus.

2.4.5.4 Secuenciacion nucleotidica de las muestras positivas de los ensayos

de transmision vertical

, 106 2. AA 1T AO I OAOGOOAO NOA OAOOI OAOIT bHiI OGEO
y 33 (para VDEN1, VCHIK y VZIK respectivamente) fueron enviados en condiciones
refrigeradas a laUnité des Virus Emergents (UVE: Aikarseille UnivIRD 190Inserm

1207), en Marsella, Francia, a partir de la colaboracion existente con el Instituto Pasteur
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de Guadalupe. Las muestras fueron sometidas a secuenciacién nucleotidica de tercera
generacion empleando la tecnologi&5 lon torrenttal como se describié en la sea@n
2.3.5.3.2. Los cebadores empleados para la amplificacion de los genomas virales de
VCHIK330) y VZIK (8 y 12 parejas de cebadores respectivamente) se detallan en los
anexos 2.6 y 2.4 respectivamente; mientras que para VDHEAN9 parejas de cebadores)
seemplearon los publicados pofss1).
2.4.5.5 Estimacion de los parametros de transmision vertical

Los parametros de TV describen la frecuencia con que un patdégeno es transmitido
verticalmente y la proporcion de la progenie a la que infecta en una poblacion de
vectores34). A partir de los resultados obtenidos,se estimaron parametros de TV
generales para cada CG y parametros especificos paradeCzs.
Para cuantificar la frecuencia con que las madres transfirieron un virus determinado a
su descendencia, se calculo tasa de transmision vertical (TTV) como la proporcion
de madres infectadas con al menos un miembro de su progenie infectado en cad&CG
A partir de este pardmetro general, se estimaron parametros especificos en QG (&
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 necesarente
con la TTV general del 2CQ (figura 2.4):

- Tasa de transmision vertical hasta cabeza (TT®): expresa la proporcion

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infeccion

diseminada (cabezas positivas) (estimada solamente patas madres expuestas

a VDEN).

- Tasa de transmision vertical hasta saliva (TT8): expresa la proporcion

de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva

positiva.

- Tasa de transmision vertical hacia machos (TFM): expresa la proporcidn

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

Para cuantificar la proporcion de descendientes que resultaron infectados en

cada evento de TV, se estimo tasa de infeccion filial (TIF) como el porciento

de grupos/individuos infectados en la descendencia de madres que

transmitieron verticalmente el virus.
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Madres
Tasas de transmisién vertical w Tasas de infeccién filial ~ Tasas de infeccién
(TTV) (TIF) vertical efectiva (TIVe)
TTV [2/3 madres] Transmision vertical No transmisién vertical
Progenie
- — ~
’ AN
] \ TIFM (4/6 progenie)
\ Y
~4 a TIFM-M (1/3 i
TTV-M (1/3 madres) - - progenie
Q Q g Q \o" d‘, Q Q o) masculina)
f’/' £/ £/ T {/’ _/,
TTV-C (2/3 madres) 8 a8 o~ lgrupode e ‘rL TIF-C (2/3 progenie  TIVe-C (TTV-C x TIF-C)
machos positivo femenina)
TTV-S (1/3 madres) ‘ ‘ ‘ ‘ TIF-S (1/3 progenie  TIVe-S (TTV-S x TIF-S)
femenina)

Figura 2.4 Representacidn esquematica de los parametros de transmision vertical calculados en los ensayos realizados

con las poblaciones de  Aedes aegypti (PTEy PRG) frente a los virus dengue -1, chikungunyay Zika.  El color naranja simboliza
mosquitos/muestras infectadas y el color negro mosquitos/muestras negativas. TTV: proporcion de madres infectadas con al menos un miembro de
su progenie infectada. TTV-M (hacia machos): proporcién de madres infectadas que dejaron al menos un grupo de machos infectado. TTV-C (hasta
cabeza): proporcién de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con infeccién diseminada (cabezas positivas)TTV-S (hasta
saliva): proporcion de madres infectadas que dejaron hembras de la descendencia con saliva positiva. TIF:proporcion de la descendencia que resulta
infectada en cada evento de TV. Cuando la progenie se examina en grupos, un grupo positivo se contabiliza como un individuo positivo y se estima
la TIFM (minima). TIF-C (tasa de diseminacion filial): proporcién de hijas con cabeza positiva de madres que experimentan TV. TIFS (tasa de
infectividad filial): proporcion de hijas infectivas (con saliva positiva) de madres que experimentan TV. TIFM-M (tasa de infeccion filial minima en
machos): proporciéon 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 infeccion 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 examind en grupos, un grupo

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

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

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

estimaron parametros especificos en el®2CG (figura 2.4):

- Tasa de diseminacion filial (TIFC): corresponde a la proporcion de hijas

con cabeza positiva de madres que experimentaron TV (estimasl@amente para

las madres expuestas a VDEN).

- Tasa de infectividad filial (TIFS): corresponde a la proporcion de hijas

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

- Tasa de infeccion filial minima en machos (TIF¥): corresponde a la

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

gue experimentaron TV.
Ademas, se calcul6 ldasa de infeccion vertical efectiva (TIVe) , que describe la
eficiencia de la TV, al estimar el promedio de la descendencia que resitiltfectada por
madre infectada, y se calculé multiplicando la TTV por la Tf* 317), Este parametro fue
estimado en el 2°CG solo con la progenie femenin@igura 2.4):

- Tasa de infeccion vertical efectiva hasta cabeza (TRD®: refleja el

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

infectada (estimada solamente para las madres expuestas a VDEN Se calcula

multiplicando la TTV-C por la TIFC.

- Tasa de infeccion vertical efectiva hasta saliva (TIV®): corresponde al

promedio de hijas infectivas (salivas positivas) por madre infectadé&e calcula

multiplicando la TTV-S por la TIFS.

2.4.6 Analisis estadisticos
Los andlisis estadisticos para la compacion de las diferentes tasas (Tl, TDy TT,;

de los ensayos de CoV asi como las TTV y TIFM de los ensayos de TV) fueron realizados
en R v.3.3.245). En el caso de los ensayos de CoV, para cada virus, se compararon las
tasas entre las dos poblaciones de mqsitos 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, par cada poblacion, se compararon ademas las tasas
obtenidas con cada virus. Todas las comparaciones fueron realizadas usando las pruebas
exactas de Fischer, y cuando fue necesario, se aplicaron pruebas exactas de Fischer
i 71 OEDI A OrcompAid®dd ORI 10 OT A 11T AEEAEAAAES&T AAI
procedimiento secuencial de Bonferroni. Las varianzas de las diferentes tasas se
calcularon con intervalos de confianzas de 95% de una proporcion binomial. En los
ensayos de CoV, para cada virus,slditulos en las salivas se compararon entre las
poblaciones de mosquitos usando la prueba de Wilcoxon. Debido a la baja cantidad de
salivas positivas, estos resultados fueron todos estadisticamente no significativos. Todas

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

2.5  Construccién de filogenias
Las secuencias obtenidas del genoma viral de los VDENSs, 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, utlizando el programa Clusté#X. El
alineamiento se edité y analiz6 con el programa Bioediersion 7.2.5. (Manchester,
United Kingdom)@353), Se construyeron arboles filogenéticos siguiendo el criterio de
méaxima verosimilitud utilizando un re-muestreo (del inglés bootstraping) de 1500
réplicas. Entodos los casos el modelo de sustitucién nucleotidica de mejor ajuste fue
determinado usandoMEGA v7.0.2654. El modelo de sustitucion nucleotidica GTR+G+I
(del inglés General Time Reversibleon la distribucion de variacion entre sitios y la
proporcion de sitios invariantes (I))fue identificado como el modelo 6ptimo de evolucion
nucleotidicca para los VDENs y VCHIK, mientras que el modelo Tamilai+G fue el

encontrado para VZIK.
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[ll. RESULTADOS

3.1 Transmision vertical de los virus del dengue y Zika en el contexto
cubano
3.1.1 Primer estudio: periodo septiembre 2013 - julio 2014
A partir de las muestras deAe. aegyptiobtenidas, se formaron 111 grupos que se
sometieron a la deteccidén y serotipitacion de los VDENSs (tabla 3.1). De ellos, 37
resultaron positivos al menos a un VDEN (33%) y durante el periodo de estudio se
detectaron los cuatro serotipos (figura 3.1). Esto ratifica la ocurrencia de transmision
vertical de los VDENSs en las poblaciosedeAe. aegyptevaluadas.
Las TIM totales en las areas de salud oscilaron entre 6,6 (Grimau) y 11,6 (Los Pinos),
aungue de forma general el municipio alcanzé un valor total de 9,0 (tabla 3.1). Durante
el periodo estudiado, los meses que mostraron mayorddM en todo el territorio fueron
febrero/2014 (15,7) y noviembre/2013 (13,9), mientras que enero/2014 (0) y
diciembre/2013 (2,4) exhibieron las mas bajas (tabla 3.1).
3.1.1.1 Distribucion espacio -temporal de los virus del dengue
La distribucion de los VDENS en taareas de salud del municipio Arroyo Naranjo durante
el periodo de estudio se comport6 de forma heterogénea (figura 3.1). En todas las areas
de salud se detectaron estadios inmaduros d&e. aegyptinfectados con los VDENSs. Sin
embargo, los cuatro serotips se hallaron solamente en Mantilla y Parraga, mientras que
en Grimau, Los Pinos y Capri aparecieron tres serotipos (VDENVDENZ2 y VDENS).
En tanto, en Eléctrico y Managua se identificaron exclusivamente los VDEN VDEN3.
El serotipo que se encontd en mayor proporcion en todo el periodo de estudio fue
VDEN1 (35%) y en orden decreciente: VDER (33%), VDENZ2 (25%) y VDEN4 (6%)
(figura 3.1).
En cuanto a las variaciones temporales de las proporciones de los VDENSs en los grupos
de Ae. aegyptde Arroyo Naranjo, se comprobd que excepto en enero, en todos los meses
se detectd al menos un grupo de larvas y pupas positivo en el municipio (anexo 3H))
serotipo viral de mayor frecuencia de aparicion durante el periodo de estudio fue VDEN
3 (0,73), seguido por VDEM. (0,64), VDEN2 (0,27) y VDEN4 (0,18).
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Tabla 3.1 Cantidad de ejemplares de Aedes aegyptirecibidos (N), grupos formados (G),
cantidad media de individuos por grupo (X), grupos positivos a algin serotipo de dengue (P)
y tasa minima de infeccién por los virus del dengue (TIM) por area de salud y meses de

estudio.
2013 2014
Sept Oct Nov Dic |[Ene Feb Mar Abr May Jun Jul |Total
N 270 135 118 134 68 48 33 37 210 104 37| 1194
Mantilla 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 11,1 222 85 75 O 0 0 0O 95 0 27| 92
N 0O 107 88 73| 24 84 76 115 121 63 25| 776
) G O 2 2 2|1 2 2 3 3 2 1] 20
Pamaga w0 54 44 37 24 42 38 38 40 32 25| 39
P 0 1 1 0] O 3 0 1 1 0 0 7
™M 0 93 114 0 O 357 0O 87 83 O 0 90
N 0O 187 132 89|89 68 31 99 44 19 0 | 758
Grimau G O 4 3 2| 2 2 1 3 1 1 0| 19
X 0 47 44 45145 34 31 33 44 19 O 40
P 0 1 1 0] O 1 0 1 0 1 0 5
TM 0 53 76 0| 0 147 O 101 O 526 0O | 6,6
N O 131 185 81|23 97 66 72 0 32 0 687
Los Pinos G O 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
™M O 76 162 0| O 10,3 30,3 139 O 0 0 116
N 0O 144 83 32|21 22 0 30 31 0 53| 416
Capri 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] O 0 0 0 0 0 0 3
T™M 0 69 241 0 O 0 0 0 0 0 0| 72
N 0 0O 8 11, O 0 0 0O 25 19 39| 180
Eléctrico G O 0 2 1] 0 0 0 0 1 1 1 6
X 0 0O 43 11, O 0 0 0O 25 19 39| 30
P 0 0 1 0, 0 0 0 0 1 0 0 2
TM 0 0O 116 0 O 0 0 0 400 O 0111
N 0O 27 27 0] O 0 18 O 0O 19 0| 9
Managua G O 1 1 0, 0 0 1 0 0 1 0 4
X 0 27 27 0,0 0O 18 O 0O 19 o0 | 23
P 0 0 1 0] O 0 0 0 0 0 0 1
TM 0 0O 370 0 O 0 0 0 0 0 0 11,0
N 270 731 719 420 225 319 224 353 431 256 154| 4102
Total 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 96 139 24 0 157 89 85 93 39 65| 90
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Figura 3.1 Distribucion espacio -temporal de los virus del dengue encontrados en los grupos de estadios inmaduros de

Aedes aegypti en Arroyo Naranjo entre septiembre/2013 i julio/2014. Las divisiones muestran las areas de salud del
municipio (1: Los Pinos, 2: Grimau, 3: Mantilla, 4: Parraga, 5: Capri, 6: Eléctrico y 7: Managua). Ademas, se muestra la proporcién de

los serotipos de dengue encontrados en los grupos de estadios inmaduros de Aedes aegypticolectados en cada area de salud y el
municipio Arroyo Naranjo entre septiembre 2013 y julio 2014. Los valores que aparecen al interior de los graficos circulares se
corresponden con el nimero de grupos de estadios inmaduros de Ae. aegypti positivos a cada serotipo viral.
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Se coedetectaron dos 0 méas serotipos virales en diez grupos de los 37 positivos a VDEN.
En los grupos donde hubo deteccion mudltiple predominé la combinacion VDEN
1/VDEN-3 (cinco grupos), mientras que las combinaciones VDEMV DEN3 (tres
grupos) y VDEN1/VDEN-2 (1 grupo) fueron menos frecuentes. Cabe destacar que la
deteccidn triple (VDEN1/VDEN-2/VDEN-4) se produjo en un Unico grupo de estadios
inmaduros colectados en Mantilla. Excepto en el area de salud Eléctrico, se encanain
grupos con mas de un serotipo en el resto de las areas: Mantilla (3), Grimau (2), Los
Pinos (2), Parraga (1), Capri (1) y Managua (1). En los meses de octubre y noviembre se
detectaron siete de estos diez grupos, mientras que los otros tres fueron entrados en
los meses de marzo, abril y mayo. Tres de los grupos mudlhifectados, estuvieron
conformados por individuos colectados en un mismo sitio de cria en las areas Mantilla
(2) y Grimau ().
La distribucién espacietemporal de cada serotipo viral @ 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 deAe. aegyptexaminados, los cuales, ademas, se localizaron en el area
de salud Mantilla. Asimismo, es destacable el mde noviembre en donde aparecieron
Ae. aegyptiinfectados en todas las areas de salud del territorio. Las frecuencias de
aparicion de VDEN er\e. aegyptfluctuaron espacialmente. El &rea de salud con mayor
frecuencia de aparicion de los VDENs en el vectéwe Los Pinos (0,63) y en orden
decreciente Grimau (0,56), Mantilla (0,55), Parraga (0,5), Eléctrico (0,4) y Capri al igual
gue Managua (0,25).

3.1.1.2 Genotipificacién de los virus del dengue
Debido a las pérdidas en cuanto a rendimiento que genera el método plarificacion
empleado (segun describ@%)) no fue posible obtener productos utiles para
secuenciacion en todos los casos. Asi, de los 37 grupos positivos a VDEN se lograron
obtener cinco secuencias nucleotidicas: tres pertenecientes a VDEN una
pertenedente VDEN4 y otra perteneciente a VDEMB (anexo 3.2). Del serotipo 2 no se
obtuvo ninguna secuencia, probablemente debido al pequefio tamafio del fragmento
amplificado (119 pb)@56).
Las tres secuencias nucleotidicas de VDEINobtenidas (D1_Pga 2013, D1_L#014 y

D1 Grm_2014) correspondieron a muestras colectadas en (areas de salud/fecha):
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Parraga/octubre-2013, Los Pinos/febrero2014 y Grimau/abril-2014 respectivamente.
Las secuencias D1 _LP_2014 y D1_Grm_2014 resultaron idénticas y solo se observé una
mutacion silente con respecto a D1_Pga_2013 en la posicion 45 (A/G) del gan para
un 0,4% de divergencia nucleotidica entre ellas. La filogenia realizada con las secuencias
de VDENL1 obtenidas de 275 nt y otras 82 de diferentes origenes, almacenadas en el
GenBank, reveld que estas pertenecieron al genotipo V (Americano/Africano) (figura
3.2).
La secuencia de VDEN (D3_Mlla_2013) correspondié a una muestra colectada en el
area de salud Mantilla en septiembre de 2013 y pertenece al genotipo Ill. La constrdeci
filogenética que se muestra en la figura 3.3 se realizé con 53 secuencias de 257 nt de
VDENS3 de diferente origen, almacenadas en la base de datos GenBank.
La secuencia nucleotidica de VDEMobtenida de un grupo de estadios inmaduros d&e.
aegypti de Arroyo Naranjo (D4_Mlla_2013) correspondié a muestras colectadas en
Mantilla en el mes de octubre de 2013. Segun el arbol filogenético construido a partir de
46 secuencias de VDEM, de 345 nt, de diferente origen, almacenadas en la base de
datos GenBankla secuencia cubana pertenecio al genotipo Il (figura 3.4).

3.1.2 Segundo estudio: periodo mayo 2018 z marzo 2019
Los huevos colectados por medio de ovitrampas durante el periodo de estudio en ambas
areas de salud, rindieron un total de 5481 ejemplares dée.aegyptiy 10 de Ae.
albopictus.Esta ultima especie fue encontrada Unicamente en el mes de junio en el area
de salud PRG, en una sola ovitrampa. Los especimeneside aegyptiobtenidos en el
laboratorio se agruparon en 292 grupos (147 de PTE y 145 de PR@unque solo se
analizaron entre el 7095% de los individuos obtenidos.
Los indices de ovitrampa positiva (IOP) y densidad de huevos (IDH) permitieron estimar
la abundarcia relativa deAe. aegypten cada area. La comparacion estadistica de cada
indice entre areas arrojé que globalmente no existieron diferencias significativas (IGP
=0,47; IDHP = 0,76) (anexo 3.3).
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Figura 3.2 Arbol filogenético de VDEN -1 construido a partir del método de Méaxima
Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+l. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes. Las secuencias cubanas de VDEN (fragmento ampliado) obtenidas a
partir de estadios inmaduros de Aedes aegyptien el municipio Arroyo Naranjo (2013-
2014), se distinguen con un circulo (D1_Pga_2013) y con un cuadrado (D1_LP 2014 y
D1_Grm_2014).
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Genotipo |

-3 construido a partir del método de Maxima

Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+l. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes. La secuencia cubana obtenida a partirde estadios inmaduros de Aedes
aegypti en el municipio Arroyo Naranjo se distinguen con un circulo (D3_Mlla_2013).
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Figura 3.4 Arbol filogenético de VDEN -4 construido a partir del método de Maxima

Verosimilitud, basado en el modelo GTR+G+l. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos

correspondientes. La secuencia cubana obtenida a partr de estadios inmaduros de Aedes
aeqgypti en el municipio Arroyo Naranjo se distinguen con un circulo (D4_Mlla_2013).
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3.1.2.1 Distribucién espacio -temporal de los virus del dengue
en las areas de estudio

Del total de grupos deAe aegyptiformados, se seleccionaron 156 (82 de Pasteury 74 de
Parraga) colectados entre los meses mayaiciembre/2018 (tabla 3.2), para la deteccion
y serotipificacién de los VDENSs. Esta seleccion tuvo la intencion de escoger los grupos
de més de cinco individuoy que reunieran a mas del 70% total de ejemplares colectados
en cada area de salud por mes; con excepcion de los meses mayo (45%) y septiembre
(49%) en el area de salud Pasteur debido a pérdida de muestras por problemas en la
cadena de frio.
De los grupos examinados, 23 resultaron positivos al menos a un VDEN (15%), de los
cuales el 87% se localizé en PRG (tabla 3.2). Durante el periodo de estudio se
identificaron tres serotipos virales (VDEN1, VDEN2 y VDEN3) en los grupos deAe.
aegypti examinados. De los 23 grupos positivos, solo uno se encontré mttifectado
(VDEN-2/VDEN-3), el cual se hall6 en PR@oviembre, proveniente de la misma
ovitrampa. Estos resultados confirman la ocurrencia de transmision vertical de los
VDENSs en poblacionesealeste culicido de ambas areas de salud.
La TIM total en PRG fue nueve veces superior a la de PTE, diferencia que resulté
estadisticamente significativa P< 0,0002) (tabla 3.2). Los valores de TIM en este ultimo
territorio oscilaron entre 0 y 38,5; mientras en PRG variaron entre 0 y 26,7. En ambas
areas, el mayor valor de TIM se observo en agosto.
De manera general, durante el periodo evaluado el serotipo que se encontré6 en mayor
proporcion fue VDEN2 (75%) y en orden decreciente VDEM (17%) y VDEN1 (8%)
(figura 3.5). En PTE solo se hallaron dos serotipos virales en proporciones y frecuencia
de aparicion de 67% y 0,25 para VDER, y 33% y 0,13 para VDE#R, respectivamente.
En PRG se detectaron los tres serotipos: VDENVDENL y VDEN3; en proporcioney
frecuencia de aparicion de 81% y 0,63 (VDER), y 10% y 0,25 (para cada uno de los
virus restantes) respectivamente. Se observd un patrén asimétrico de distribucion
espaciotemporal de los VDENs entre las areas de salud estudiadas. La distribucién

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

2018 2019
May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic| Ene Feb Mar| Total
N 135 504 703 26 89 138 361 289 2245
G 5 18 24 4 3 5 13 10 82
VDENs X 27 28 29 6 29 27 27 28 27
P 0 1 0 1 0 0 1 0 3
PTE ™M 0 20 0 385 0 0 28 O 1,3
N 55 386 708 22 168 213 458 319| 96 204 46 | 2675
G 3 16 25 3 9 10 32 14| 4 11 3 | 130
VZIK X 18 24 28 7 19 21 14 23|24 19 15| 21
P 0 0 0 0 0 0 1 0| O 3 0 4
TIM 0O 0 0 0 0 0O 22 0] 0 147 0| 15
N 424 228 79 75 112 346 321 464 2049
G 14 8 4 6 4 12 11 15 74
VDENs X 30 28 19 12 28 28 29 30 27
P 3 4 1 2 0 0 6 4 20
™M 7,1 17,5 12,7 26,7 O 0 18,7 8,6 9,8
PRG N 544 264 74 80 172 454 370 444| 0O 0 194 2596
G 27 12 4 7 9 23 15 15| O 0 10| 122
VZIK X 20 26 19 11 19 20 25 30| O 0 19| 21
P 0 0 0 0 1 0 0 0| O 0 1 2
TIM O 0 0 0O 58 0 0 0 - - 52] 08
N 559 732 782 101 201 484 682 753 4294
G 19 26 28 10 7 17 24 25 156
VDENs X 29 28 27 10 28 28 28 30 27
P 3 5 1 3 0 0 7 4 23
Total TM 54 6,8 13 29,7 O 0 10,3 53 54
N 599 650 782 102 340 667 828 763| 96 204 240 5271
G 30 28 29 10 18 33 47 29| 4 11 13| 252
VZIK X 20 23 27 10 19 20 18 26|24 19 19| 21
P 0 0 0 0 1 0 1 0| O 3 1 6
TIM 0 0 0 0O 30 O 12 0] 0 147 42| 11
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Fueron remarcables dos manzanas (561 y 732) en el area de salud Parraga donde se
colectaron continuamente huevos deAe. aegyptiinfectados con VDEN2 en meses
diferentes (figura 3.5). La manzana 561 resultd positiva reiteradamente en mayo, junio
y noviembre, mientras que la 732 lo hizo en los meses de mayo y diciembre. Este
fendmeno no se detecto en el area de salud Pasteur.

3.1.2.2 Distr ibucion espacio -temporal del virus Zika en las

areas de estudio

Del total de grupos deAe. aegyptformados, se seleccionaron 252130 de Pasteur y 122
de Parragg colectados entre los meses mayo/2018narzo/2019 (tabla 3.2), para la
deteccion de VZIK. La seleccion se realiz6 en base a los mismos principios descritos en
el acépite 3.3.2.1.De los grupos examinados, seis resultaron positivos (2,4%), de los
cuales el66,7% se localiz6 en Pasteur (tabla 3.2). Estos resultados demuestran, por
primera vez, la ocurrencia de transmision vertical de VZIK en poblaciones naturales de
Ae. aegypten Cuba.
Las TIM totales de cada area no manifestaron diferencias significativasatre si (P =
0,69). En Parraga el valor global fue 0,8; oscilando entre 0 y 5,8 a lo largo del estudio;
mientras en Pasteur el valor total fue 1,5; variando entre 0 y 14,7 durante todo el periodo
(tabla 3.2).
De manera general, los valores de Ct fuer@tevados (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) (comunicacion personal MartaGeovanetti, Fiocruz), lo que sugiere bajos titulos
virales(359 o una limitacion en las herramientas diagnésticas de que disponemos para
detectar virus en mosquitos.
De manera general, VZIK aparecio en las poblacionesAke aegypten cuatro de los 11
meses evaluados (septiembre y noviembre/2018, y febrero y marzo/2019). La
distribucion de la transmision vertical de VZIK manifestdé un patron analogo entre las
areas de salud (figura 3.5), con frecuencias de aparicion (0,2) similares eambos
territorios. Con excepcion de Pasteufebrero/2019, la distribucion 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 Distribucién espacio -temporal de los grupos de Aedes aegypti positivos a los virus del dengue y Zika en las

areas de salud Pasteur (PTE) y Péarraga (PRG), durante los meses mayo/2018 -marzo/2019. Los graficos circulares
muestran la proporcion de los virus del dengue y Zika encontrados en ejemplares de Aedes aegypticolectados en las areas de salud
durante el periodo estudiado. Los valores que aparecen al interior de los gréficos circulares se coresponden con el nimero 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. aegyptiinfectados.
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3.1.2.2.1 Genoaotipificacion del virus Zika
Debido a los alte valores de Ct de las muestras positivas a VZIK, no se pudo obtener
productos Utiles para la secuenciacion en todos los casos. Asi, de los seis grupos positivos
se logré obtener una secuencia (Z_Pga_ 2019, Numero de acceso: PP759388) de 2950 nt,
en mosquitos colectados en Parraganarzo/2019, que abarcé las posiciones del genoma
entre la 7295 y 10 244, cubriendo parte de los genas4By nsb. La secuencia obtenida
compartio 99,9% de identidad con otra procedente de Martinica, aislada de suero
humano en 2015(KU647676.1). La filogenia realizada con nuestra secuencia de VZIK y
otras 63 dediferentes origenes, almacenadas en el GenBank, revel6 que pertenece al

genotipo asiético, linaje americano (figura 3.6).

3.2Competencia vectorial de poblaciones de Aedes aegypti de La
Habana a arbovirus
3.2.1 Competencia vectorial de las poblaciones PTE y PRG a los
flavivirus dengue -1y Zika

Ambas poblaciones deAe. aegyptimostraron susceptibilidad para infectarse con los
flavivirus ensayados, pero de manera general, fueron menos susceptibles a VEIHNI
entre 24-79%) que a VZIK (Tl entre 797%), especialmentea los 7 dpe P= 0,03 para
PTE;P< 0,0001 para PRG) (figura 3.7). No se encontraron diferencias estadisticas en las
Tl entre las poblaciones de mosquitos ni entre los dpe para VZIK, mientras que para
VDEN1 la Tl media en PRG fue menor (37%) que la de PT(74%), siendo
estadisticamente significativa a los 7 dpeR(= 0,003).
Las TD variaron entre 1467% para VZIK y 654% para VDENL (figura 3.7). No se
observaron diferencias estadisticas en las TD entre las poblaciones ni los virus al mismo
dpe. Sin embarg, las TD se incrementaron hacia los 14 dpe para ambos virus
independientemente de la poblacion de mosquitos A < 0,05 para todas las
combinaciones poblacién de mosquito/virus).
Con relacion al potencial de transmision, se observaron bajas TT para ambos virus en
las dos poblaciones (figura 3.7). No se detectaron particulas de VZIK en la saliva de
ninguna de las hembras examinadas de la poblacion PTimientras que el virus fue

detectado desde los 7 dpe en la saliva de mosquitos de PRGpRENzikeNtre 4-9%).
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Figura 3.6 Arbol filogenético de VZIK

OKET1213.1 Zika vinus isolate Homo sapiens/Haitil728/2014
MF574571.1 Zika vinus strain ZIYiHomao sapiens/COL 2015
MFST45E5.1 Tka virus strain ZkKY/Homo sapiens/COL dic 2016
MKDA9247 1 Tika vinus isolate Aedes aegyptdCOL 2016
N1 240911 Zika vinus isolate ZIKMHomoe sapiens/PaN 2015
KR198135.2 Tika virus strain ZKNHomo sapiens/PAN 2016
KY317939.1 Zika virus isotate ZlkV/Homo sapiens/Colombial2016
KYFEE871.1 Zika vinus isolate COL 2015
MKD28559,1 Tka virus isolate Zika virus/H sapiens-tc/Panama 2015
KYD14305.2 Tika virus isolate Tika winus/H sapiens-wi/DOM RER/2016
KYB33E79.1 Zika vinus strain FPI1E263PERU 2016
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M LC190723 1 Tika virus genarmic RMA Japan 2016
KYD14295 2 Tika virus isolate Zika vis/H sapiens-wiISA-FLOV2016
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MN1B5325.1 Zika virus strain Guadeloupe Aedes aegypdi 2016
@ Cuba PRG marzo 2013 Ae. aegypti TV
KYOFSS332.1 Tika vinus isolate ZIKVHomo sapiens/FLOZONE USA ex Manigigue
KIB4TETE. 1 Tika virus strain MRS OPY Martinique 2015
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MMNS77550 1 Zika vinus isolate ZIKV-Nicaragea2015
OKDSA470.1 Tika virus isolate ZIKVMHome Sapiens/MIC 2016
DKD54231 .1 Tika virus isolate ZIKVHormo Sapiens/MIC 2016
MH157202 1 Zika virus strain ZkNHomao sapiens/MEX 2016
OIKD54407 .1 Zika virug izolate 2R Homo Sapiens/MIC 2016
MFB01402.1 Zika virus isolate ZENVHomo sapiens/MEX2016
KXERUE34 2 Tika wirus strain ZIKNHomo sapiensMND 2015
OKDE4475 1 Dika virus isolate ZMHomo Sapiens/MIC 2016
MFE01ZE7.1 Dka virus isolate ZIKV/Home sapiens/MINDV2016MHonduras
am MHOEZ262 1 Tika wirus isalate ZIKVIMHomo sapiens/Cuba/2017/FLD
MF153531.1 Zika viruz izolate DKV Homo sapiens/Cuba@017 USA
KU7A4E53 1 Tika virus isolate VE Ganxian CHINA 2016
Em 3 Tika virus strain Haitif1 2252014
FMD51563.1 Zika wirus isolate Haiti1/2016 complete genome
- F1707E.1 Tika vires isolate Thejiangdd CHIMA 2016
MNE11472.1 Zika virus isolate 2019YNZIKVDZ China 2019
|——I_C219?2E- 1 Zika wvirus genomic RNA strain: ZIKNY Japan 2016

b 3{ O0EE1919.1 Zika virws isolate Thailand 2018

MZD0B3SE.1 Zika virus izolate ZIKYHemo sapiens/Cambodia 2019
L— KUBB1081.3 Dka viruz izolate Ika virus/H. sapiens-to/THA 2014
KXDS1562.1 Tika vinus isolate SWOD10 Thainland 2015
KXD51561.1 Dka vires isolate SKA02 Thailand 2013
QQBE1916.1 Zika virug izolate Thailand 2018
MH119185.1 Zika virus isclate Thailand 2016
L— K¥272987 1 Zika virus isolate Thailand 2016
WWO15936.1 Iika virus isolate Zika virus . sapiens-ic/THA 2006
O2EE1915.1 Tika vius isolate Thailand 2013
O0EE1914.1 Tika virus isolate Thailand 2012
KUBB1082.3 Zika virus isclate Dka virus/H. sapiens-to/PHLlippines 2012

KXATFIFE.1 Lika viruz sirain PE-740 Malazya 1966
a9 [NC 0125321 Tika wirus strainhiR-TEE Uganda
KLBE5534 1 Tika virus isolate Zika vims/M. mulatta-tc/UGAM947/MR-TEE

K2EE905.1 Tika virus strain MP1751 Uganda 1962

OL414716.1 Zika virus isolate Guanea 2018
MFS10857 1 Dika virus isolate Iika vius/Aades taylori/Senegal 1584
KXB01166.2 Zika virus strain ZKVAedes aficanusSENDakAr 1384
KUSSE535 1 Tika virus isolate Zika virus/A taylon-te/ SENASEDAK,
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Genotipo Asiatico

Genotipo Africano

construido a partir del método de Maxima

Verosimilitud, basado en el modelo Tamura-Nei+G. Se muestran los valores de soporte
estadistico de los nodos (bootstrap) superiores al 70%. Se indican los genotipos
correspondientes y la secuencia cubana ¢ _Pga_2019) obtenida a partir de estadios
inmaduros de Aedes aegyptien el municipio Arroyo Naranjo con un circulo.
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Figura 3.7 Tasas de infeccién (A), diseminacién (B) y transmision (C) ( intervalo
de confianza £ 95% ) de dos poblaciones de  Aedes aegypti de La Habana: PTE y
PRG, a los tres, siete y 14 dias post exposicion (dpe) a los virus Zika, dengue -ly

chikungunya. La poblacion PTE se representa con barras continuas y la poblacién PRG con
barras discontinuas. ND: no detectado. NA: no ensayado. ns: no significativo (#> 0,05). Las
letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las
poblaciones y/o los dpe para un virus determinado. El nimero de individuos examinados para
cada poblacién/virus/dpe estd colocados entre paréntesis. Los numeros entre corchetes
indican las muestras positivas para cada poblacién/virus/dpe.
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Para VDENL, el virus fue detectado en la saliva de hembras de la poblacion PRIBGs 7

dpe (TT=3%), pero no en PTE hasta los 14 dpe. En este tiempo, las TT de PTE (25%) y
de PRG (9%), no fueron estadisticamente diferenteB € 0,15). De igual forma, tampoco

se observaron diferencias estadisticas en las TT ni los titulos virales enW¥gIK y VDEN

1 a ningun dpe. Los titulos virales medios detectados en salivas de la poblacion PRG
infectada con VDENL a los 7 y 14 dpe alcanzaron un valor de }@,7 logio uff/saliva,

mientras que para VZIK fue d&,5+0,2 logio ufp/saliva (tabla 3.3).

Tabla 3.3 Titulos virales medios (+ DE) estimados en la saliva de hembras de dos
poblaciones de Aedes aeqypti(PTE y PRG) de La Habana, después de 3, 7 y 14 dias de ser
expuestas a los virus Zika (VZIK), dengue-1 (VDEN1) y chikungunya (VCHIK).

Virus . PTE : . PRG .

Loguo titulo (ufp/saliva)* Loguo titulo (ufp/saliva)*

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

Media £tDE Media£DE Media+DE|Media £DE |Media+DE MediazDE

VZIK NE - ND - ND - NE - 15 Nap 1,5 #0,3
1) 3)

VDEN1 NE - ND - 12 £10f NE - 1,9 Nap 1,0 #0,7
(6) 1) 3)

VCHIK 1,2 Nap| 2,0 #1,1 26 15| ND - ND - | 23 %11
1) 2) 3) (2)

Entre paréntesis se muestra el nUmero de muestras de saliva positivas. NE: no ensayado, ND: No
detectado, Nap: no aplica, dpe: dias post exposicion. *Para VDEN1, el titulo viral se expresa en
unidades formadoras de foco (uff)/saliva.

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

La habilidad de las poblaciones PTE y PRG para infectarse, diseminar y transmitir VCHIK
fue evaluada a los tres, siete y 14 dpe (figura 3.7). Ambas poblaciones fueron altamente
susceptibles a la infeccién con VCHIK, con Tl en88-100% a los 3 dpe. La deminacion
también fue detectada desde los 3dpe y crecio significativamente en ambas poblaciones
de mosquitos a los 7 y 14 dpe, alcanzando, en este Gltimo punto, valores entre 86 y 100%
(figura 3.7). Sin embargo, el potencial de transmision fue bajo en ldes poblaciones,
con TT similar en PTE (entre 414%) y PRG (entre 011%). Los mosquitos de PTE
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expectoraron virus desde los 3 dpe, mientras que en PRG el virus fue detectado en la
saliva de las hembras por primera vez a los 14 dpe. El valor medio del titde VCHIK

en la saliva de las hembras de PRG oscilé en@€,3 logwo ufp/saliva, mientras que en
mosquitos de PTE lleg6 a valores entrg,272,6 logio ufp/saliva y alcanzé un maximo a
los 14 dpe (tabla 3.3)

3.3 Transmision vertical de arbovirus en poblaciones de Aedes aegypti
de La Habana,en condiciones de laboratorio
3.3.1 Tasas de transmision vertical e infeccion filial minima de los virus
dengue-1, chikungunya y Zika en las poblaciones PTE y PRG
Ambas poblacionesde Ae. aegyptimostraron capacidad similar para transmitir
verticalmente los virus ensayados, sin diferencias estadisticas entre ellas en los
parametros de TV en ninguno de los dos C8 % 0,05 en todos los casos) (figura 3.8).
Durante el 2rCG, la TTV d€DEN1 alcanzé un valor de 29% en PTE y 0 en PRG, mientras
que para VZIK lleg6 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 vario entre 2% en PTE y 59% en PRG. La comparacion de las TTV entre
virus solo mostro diferencias estadisticamente significativas en la poblacion PRG, entre
las combinaciones PR&DEN1y PRGVCHIK = 0,002 (figura 3.8). Es de destacar que
se obtuvieron cerca de catro veces mas madres infectadas con VCHIK que con VBEN
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 5y 7% para las dos
poblaciones (figura 3.8). Comgromedio, los huevos del ¥CG fueron depositados por
las hembras a los 8,8 dpe a VDEN 7,9 dpe a VCHIK y 7,8 dpe a VZIK.
En el 20CG, las TTV globales fueron mas similares entre si, con valores de 44% para
VDEN1 (67% en PTE y 33% en PRG), 54% paraZ(67% en PTE y 50% en PRG) y
47% para VCHIK (25% en PTE y 54% en PRG). Las TIFM globales d&L@ fueron
ligeramente mas variables entre virus, con valores de 11% para VCHIK, 9% para VZIK y
5% para VDENL1. La mayor tasa de infeccion en la descendencia sbservé en la
combinacion PTE/VCHIK en el 2CG (13%) (figura 3.8). La comparacion estadistica de

las TTV y las TIFM entre virus en cada poblacién no arrojé diferencias significativas.
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Figura 3.8 Tasas de transmision vertical (TTV) y de infeccion filial minima (TIFM)

de los primer (1 ¢CG, panel superior) y segundo ciclos gonadotroéficos (2 doCgG,
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
poblacién PTE esta representada con barras continuas y la poblacién PRG con barras discontinuas.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencas significativas (P< 0,05) entre los virus para una
poblacion determinada. Las tablas al pie de los graficos de las TTV muestran el nimero de madres
que dejaron descendencia en cada CG y las que resultaron infectadas (positivas) para cada
poblacién/virus. La TTV representa la proporcion de madres infectadas con al menos un miembro de
su progenie infectado. La TIFM representa la proporcion de grupos/individuos infectados en la
descendencia de madres que transmitieron verticalmente el virus.
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Como promediojos huevos del 22CG fueron depositados por las hembras a los 21,8 dpe
a VDENL; 21,1 dpe a VCHIK y 19,2 dpe a VZIK.
Dada la manera diferente en que se procesé la descendencia de l&syl2d°CG, la
comparacion de las TTV y TIFM entre ellos no resulté vdé.
La secuenciacion nucleotidica de las muestras con valores mas bajos de Ct, permitio la
obtencion de secuencias en algunas muestras de la descendencia de madres expuestas a
los tres virus, con lo que se confirmé el diagnostico realizado por RPCR (an&o 3.4).
En el caso de VDEN, se obtuvieron secuencias parciales de dos cabezas de hijas del
290CG, mientras que una secuencia completa de VCHIK se obtuvo de la saliva de una hija
proveniente también del 2°CG. En tanto, la secuencia nucleotidica de VAEobtuvo de
un grupo de descendientes del€ICG.

3.3.2 Estimacion del aporte de la transmision vertical a la transmisién

horizontal

Para indagar en el potencial epidemioldgico de hembras de. aegyptinfectadas por via
materna, se analizé la saliva de ldescendencia femenina de madres expuestas a VBDEN
1, VCHIK y VZIK. En este caso los resultados se muestran de forma unificada y no por
poblaciones de mosquitos. Para la estimacion de estos parametros de TV se tuvo en
cuenta exclusivamente la sutpoblacién total de madres (N = 23) de las que se pudo
conseguir muestras de saliva de sus hijas.
Los datos obtenidos demostraron la presencia de particulas virales en la saliva de hijas
provenientes de madres infectadas con VCHIK y VZIK, mientras que ningun virus se
detecto en las hijas de madres infectadas con VDHNtabla 3.4, figura 3.9). Sin embargo,
el 80% (TTVW-C) de las madres infectadas pudo transmitir VDEN al menos hasta la
cabeza de una de sus hijas (tabla 3.4, figura 3.9).
En el caso de VCHIK, el 50% d¢kes madres infectadas transfirio el virus al menos a una
de sus hijas (virus detectado en saliva), convirtiéndolas en infectivas. Esta fue la mayor
TTV-S en relacion a la de VZIK (TF8 = 17%) (tabla 3.4, figura 3.9). De las 11 salivas
positivas a VCHIK, iaco fueron detectadas por titulacion directa de la muestra y siete
por RT-gPCR después de su amplificaciéon en cultivo celular. El valor medio del titulo de

VCHIK fue 2,3 1,0 logufp/saliva, que oscil6 en un rango entre 1,2 y 3,3 lagufp/saliva.
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Tabla 3.4 Datos y parametros de transmision vertical obtenidos del segundo
ciclo gonadotréfico de hembras de Aedes aegypti expuestas a los virus dengue -
1, chikungunya y Zika

Descripcion VDEN1 VCHIK VZIK
Madres expuestas a virus 73 51 23
Madres con descendencia en efl9CG * 12 12 6
Madres infectadas 5 12 6
Madres que transmiten el virus verticalmente en el 4 7 4
2doCG*
Saliva de hijas provenientes de madresfectadas 42 72 28

Muestras  Saliva de hijas provenientes de madres que

obtenidas  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 demachos infectados 0 6 3
Familias con hijas con salivas infectadas y grupos de
. . . 0 3 0
machos infectados simultdneamente
TTV-S 0 50 17
TTV-C ** 80 NE NE
TTV-M 0 33 50
Parametros TIF-S 0 19 12
de  Tipce 16 NE NE
transmision
vertical (%) TIFM-Mm 0 5 7
TIVe-S 0 10 2
TIVe-C** 13 NE NE

*Se refiere exclusivamente a las madres que dejaron descendencia femenina de las que se pudo
obtener muestras de saliva. ** Solo se ensay0 para la descendencia de madres expuestas a VDENL.

TTV-S (tasa de transmisién vertical hasta saliva): proporcién de madres infectadas que deja hijas con
saliva positiva. TTV-C (tasa de transmision vertical hasta cabeza): proporcion de madres infectadas
que deja hijas con cabezas positivas. TTVM (tasa de transmision vertical hacia machos): proporcion
de madres infectadas que deja grupo de machos infectado. TIF-S (tasa de infectividad filial):

proporcién de hijas con saliva positiva provenientes de madres que transmitieron verticalmente el
virus. TIF-C (tasa de diseminacid filial): proporcién de hijas con cabeza positiva provenientes de

madres que transmitieron verticalmente el virus. TIFM-M (tasa de infeccidn filial minima en machos):

proporcién 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 infeccion vertical efectiva
hasta saliva): promedio de hijas infectivas por madre infectada. TIVe-C (tasa de infeccién vertical
efectiva hasta cabeza): promedio de hijas con infeccién diseminada por madre infectada. NE: no
ensayado.
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Ninguna de las muestras de saliva tituladas directamente resulté positiva a VZIK. Sin
embargo, tras su amplificacion en células Vero, tres muestras (provenientes de la misma
madre) provocaron efecto citopatico en la monocapa celular y sus sobrenadantesriue
positivos por RT-gPCR. Para VDEN|, las seis cabezas de hijas positivas solo fueron

detectadas por RTgPCR tras su amplificacion en células €36.

Madres Salivas
expuestas a:

M32
M34
M36
M42
M45 :
VCHIK MS2 : NE
m o8 :
M127
M129
M143
M158
M159lIl

Grupos de
machos

Cabezas

VZIK M75 § NE

..................................................................................................................

$SS 8888

§$SSS 85888 ccccccccccccc G GG
123 4 567 89101112131415161718 4 56 7 89 10111213141516 1 23

Figura 3.9 Mapa de calor con muestras positivas (de color azul para el virus
chikungunya (VCHIK), ve  rde 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
gonadotréfico proveniente de madres de Aedes aegypti expuestas a los virus
dengue -1, chikungunyay Zika.  Se representan lasmuestras 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% (18} del total
de hembras provenientes de madres que transmitieron el virus verticalmente (tabla
3.4). En tanto, la TIFS para VZIK representé un 12%. Por su parte, el 16% (FGjde la
descendencia femenina de las madres que transmitieron VDEN verticalmente,
presentaron diseminacion viral en la cabeza (tabla 3.4).
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La TV a la descendencia masculina varié segun el virus. Las IM\alcanzaron valores

de 0 para VDENL (donde no seencontré ningun grupo de machos positivo de los 10
obtenidos y analizados en el 2CG); 33% para VCHIK y 50% para VZIK. En todos los
casos se observo gue la infeccion de la descendencia se comportd de forma heterogénea.
Para VCHIK, el 25% de las madres &dtadas transmitié el virus hasta la saliva de
hembras y a grupos de machos simultdaneamente, mientras que para VZIK no se hallo
coincidencia en la transmisién simultanea del virus a ambos géneros (tabla 3.4, figura
3.9). Por ultimo, las tasas de infeccidwertical efectiva (TIVe) que indican el promedio

de descendencia infectada por madre infectada, estuvieron por debajo del 15% en todos
los casos, tanto las TIVS de VCHIK (10%) y VZIK (2%), como la TIM@ de VDENL
(13%) (tabla 3.4).
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IV. DISCUSION

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

La dinamica de transmision de arbovirus (entiéndase VDENs, VCHIK y VZIK) pa.
aegypti ha sido pobremente estudiada en Cuba. Es por eso que la investigacion de los
modos en que esos virus se transmiten por sus vectores resulta novedosa y de
importancia capital en el campo de la arbovirologia. Los resultados aqui presentados
constituyen el primer estudio que demuestra la ocurrencia de TV de los cuatro serotipos
de dengue y el virus Zika en poblaciones cubanas Ae. aegypti en particular en dos
municipios de La Habana. Adicionalmente, las secuencias nucleotidicas obtenidas
confirmaron la identidad del virus y pertenecieron a los genotipos virales que circularon
en Cubd!9. 360) y |a regidn latinoamericand3®l. 362) en los periodos de estudio (2013
2014 y2018-2019), lo que demuestra la certeza y valor de estos resultados.
Durante el primer periodo de estudio, la ocurrencia de TV de los VDENSs &e. aegypti
se constatd practicamente en todos los meses analizados y en todas las areas de salud
del municipio (inclusive en aquella con menores reportes histéricos de incidencia de
dengue en la poblacién humana, como Manadé®). De manera similar, durante 2018
2019, se verificd la TV de ambos flavivirus tanto en el territorio catalogado de alta
transmision (Parraga), como en el de baja transmision (Pasteur). Variosutores
declaran que la TV no ocurre en determinadas poblaciones de mosquitos o0 que en
algunos contextos ocurre con baja frecuendi@4-306). Los resultados de la presente
investigacion sugieren quela TV deestos flavivirus en las poblaciones dée. aegypti
estudiadas, podria constituir un proceso fisiolégico intrinseco de la infecciéaynque su
frecuencia e intensidad pueden depender del contexto epidemiolégico, o de los
genotipos de los mosquitosy virus. Segun esta descrito, durante la colonizacion dee.
aegypti, los viriones pueden alcanzar los ovarios y el tejido reproductivo en genef&#)
y de esta manera perpetuarse en la proxima generacion
Si bien la relevancia epidemioldgica de la TVdavia esta en discusiofi® 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 huevdd 363). Una vez que estos huevos
eclosionan, a la par del desarrollo larvario ocurre la replicacion 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 conn humano infectado.
Hasta el momento no existen evidencias que aseguren tal hipétesis, 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 distribucion espacial de los VDENs en Arroyo Naranjo, durante el primer periodo de
estudio, se manifestd de forma estratificada. Las areas en las que se detectaron los cuatro
VDENs (Mantilla y Parraga) son las mas pobladas del municipio (anexo 2.2).
Previamente en La Haana se comprobé que territorios con mayor densidad poblacional
contabilizaban mayor cantidad de sitios de cria dée. aegypti64). En el municipio
estudiado, dadas las dificultades en el abasto de agua, los moradores se ven obligados a
almacenarla permanentemente, lo que podria dar lugar a sitios de cria dee. aegypfps>.
Todas estas caracteristicas favorecen la existencia de poblaciones de este culicido que
exhibe en estas &reas una presencia elevada (indice Casa Mi@)a=1,4;:
ICrarraga=1,1)330), De esta manera se potencia el contacto vectoombre y con ello el
riesgo de transmision de los VDENE).

Una explicacion analoga podria tener la distribucion de los VDENS en el resto de las areas
de salud. Asi, en orden decreciente de poblacién poredr 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 encontré (IGrimaE p h 0 Los Pined B#¥p h 0 capiE TN 0 Eiéctic)E W ¢ O
[Cwvanagua=0,17)330), Los elementos antes expuestos reflejan las probabilidades de
contacto vectorhombre en estas areas: potenciada para Grimau, Los Pinos y Capri, y
disminuida para Eléctrico y Managua.

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

facilita que en ellas converjan mayor nimero de personas. Dado el rango de vuel®de
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aegypti, se propone que la movilidad humana, mas que la dispersion del vector, es el
determinante principal de la amplificacion y distribucién de los VDENZS. 366, 367) Agj,

los VDENSs incrementan su potencialidad de dispersion en estas areas, debido al flujo
poblacional constanté366). De manera diferente ocurre en las areas de salud mas
periféricas (Capri, Eléctrico y Managua), donde el flujo humano disminuye, y por
consiguiente, la dispersion de los VDENS.

Lo descrito anteriormente soporta, de forma coherente, las diferencias en la frecuencia
de aparicion de VDEN entre las areas durante septiemas2013 y julio/2014. De manera
general, se aprecia una correspondencia entre los territorios que manifestaron mayor
variedad de serotipos de dengue en mosquitos (Mantilla, Parraga, Los Pinos, Grimau y
Capri), con aquellos en los que se encontr6 mas frecuiemente el virus en sus
poblaciones inmaduras deAe. aegyptdurante el periodo de estudio(Los Pinos, Grimau,
Mantilla y Parraga).

La asimetria en la distribucién de la TV de los VDENSs en las areas de salud de Arroyo
Naranjo durante 20132014 sugiri6 posibles habilidades diferenciales de las
poblaciones de mosquito para trasmitir horizontal y/o verticalmente los virus.
Poblaciones diferentes de una misma especie son capaces de manifestar diferentes
grados de susceptibilidad y transmision a un mismo virysy vicevers#s9. 368, 369)
determinado en gran medida genéticament@&’0-373), La heterogeneidad de la TV también
induce a pensar en una posible adaptacion mutua entre las poblaciones de mosquitos y
las cepas virales que favorezca la TV en aquellas qeeesicuentran mas expuestas a los
virus (a partir de la historia epidemiolégica de cada lugafj’4.

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

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

desarrollado durante 20182019 profundizé enalgunos de los aspectos antes sefialados
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con el fin de discernir las posibles causas de la heterogeneidad de la TV entre sitios.
Teniendo en cuenta estos elementos, se seleccionaron dos territorios urbanos, de
extensién territorial y densidad poblacional ©mparables, pero con historial
epidemiolégico contrastado, medido a través del registro de casos de dengue entre
2010-2017@34 (Pasteur, baja transmision y Parraga, alta transmisién). El uso de igual
cantidad de ovitrampas para la colecta de los huevos de. aegyptpermitié estimar y
comparar la abundancia relativa de las poblaciones del vector entre sitios.

Durante este segundo periodo (2018019), se encontro que las areas Pasteur y Parraga,

a pesar de su similar grado de urbanizacion, densidad y maviento poblacionales,
mostraron también un patron significativamente asimétrico en la distribucion de la TV

de los VDENSs, pero una distribucion analoga en la TV de VZIK. En Parraga,
particularmente, la TIM por VZIK fue significativamente menor que la desovDENS, lo

que pudiera guardar relacion con una mas larga historia de asociacion yeeolucion de

las poblaciones locales dée. aegyptcon los VDENSs que con VZIRe. 260), En esta ocasion

se verificd que la abundancia relativa de las poblaciones de aegyptino mostraron
diferencias significativas entre los sitios, por lo que la limitada TV de los VDENSs en el
area de salud Pasteur no estuvo ligada a ese factor. En este caso, las diferencias entre las
areas de estudio se concentraron en sus historiagpidemiolégicas en relacion a la
acumulacion de casos humanos de dengue, que pudiera deberse a una capacidad
diferencial de sus poblaciones deAe. 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 infeccion por arbovirus en mosquitos, normalmente exhiben una variabilidad
espacial y temporal onsiderableg37). También se plantea que las TIM obtenidas
OOCOAIT I AT OA AT 110 AOGOOAET O AA 46 OiI1T AAEAO
estos virus34. Al valorar el comportamiento de las TIM tanto por VDENs como por VZIK
durante 2018-2019, lama la atencién que con excepcion de Parraga/VDENSs, las TIM
01 OAI AO EOAOTT AAEAO j BPpq j} OAAT A ¢8¢Q8 3EI
TIM por VDENS se encontraron frecuentemente en areas especificas (Mantilla, Parraga

(en ambos periodos), Gmau y Los Pinos), lo cual puede sugerir una intensa circulacion
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viral en la poblacién vectorial de esos territorios. Elevadas TIM (48,2 y 31,9) se
registraron en estudios de campo realizados en paises endémicos a VDENs como
Filipinas e Indonesid?#0. 376), Se postula que esta via de transmisién conserva y favorece
la circulacion de estos virus en areas endémicés 42, todo lo cual sugiere que la TV no
solo es causa, sino también consecuencia de la persistencia de los VDENSs en una region
determinada.

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

Algunos estudios plantean que las tasas de TV varian significativamente entre los cuatro
serotipos de dengué&- 39, Asi se postula que VDEMN manifiesta las mayores tasas de TV,
seguido por VDEM vy, sin diferencia entre ellos, VDER y VDEN3W. Varias
investigaciones comprobaron que, similar a lo que ocurre en otros sistemas hospedero
patdgeno, la interaccidon ente los genotipos deAe. aegypty los arbovirus (interaccion
genotipo-genotipo) determina el comportamiento del mosquito en relacion al virus y
viceversd373. 377, 378) | a interaccion entre una poblacion de mosquitos y una cepa viral
podria establecer tagas de TV propias de este par y diferentes para otro sistendee.
aegyptirvirus. Este fenomeno pudo influir en el resultado de encontrar mayores
proporciones de individuos deAe. aegypten estadios inmaduros infectados con VDEN

1 (en el periodo 20132014) y VDEN2 (en el periodo 20182019).

En ambos periodos, se encontraron grupos dée. aegyptmulti -infectados con mas de

un VDEN, concentrados en las areas que exhibieron mayor variedad de serotipos, lo cual
es esperado. Sin embargo, no se registré la comécion VDENVZIK en grupos de
mosquitos durante el periodo 20182019. La cedeteccién de arbovirus/serotipos
diferentes en grupos de mosquitos del génerAedesolectados en el terreno se informo

en otras latitudeg40. 379:382), | 3 aparicion de mas de unDEN 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 cenfectados por varios serotipos. Resulta llamativa la
presencia de mas de un serotipo en grupos de en lawy pupas colectadas en el mismo
sitio de cria/ovitrampa. Se describe que la hembra dae. aegyptdeposita la totalidad

de los huevos de un ciclo gonadotréfico en varios sitios de ¢ con una preferencia

de oviposicion en recipientes con presenciade larvas de su especié4. Este
comportamiento favorece la dispersion déde. aegyptly con él, de los virus, al igual que
la mezcla de individuos provenientes de diferentes madres. De esta manera, no seria
raro encontrar en el mismo sitio de cria, indiiduos infectados con distintos serotipos.
Por otra parte, Angelet al., 201339 exploraron la presencia de los VDENs eke. aegypti
provenientes de zonas endémicas en la India, y encontraron que casi el 80% de los
mosquitos estuvo infectado verticalmente con varios serotipos. Sin embargo,
experimentos en los que se infectaron la linea celular C6/88% y mosquitos Ae.
aegypti38é) con VDENZ2 y VDEN4 demostraron que existe competencia inteserotipica.
Como consecuencia, la infeccion simultanea disminuyes titulos virales de ambos
serotipos8d) y |la presencia de la infecciébn con un serotipo limita la infeccién por un
segunddas38d). Teniendo en cuenta las evidencias anteriores, la capacidad de una hembra
de Ae. aegyptpara transmitir al unisono mas de urserotipo viral resulta controversial.

De cualquier forma, las canfecciones con varios serotipos de dengue en humanos se
documentan principalmente en las regiones donde este virus es hiperendémi@a), y
entre los factores de riesgo para padecerla se staca la elevada densidad de los
mosquitos del géneroAede&s”). Independientemente de las vias por las que aparecio
mas de un VDEN en grupos de mosquitos examinados, este hecho ratifica los rasgos de
endemicidad en la circulacion de estos virus en losr@orios estudiados y con ello el
incremento del riesgo de padecer formas graves de la enfermedd. 389),

Durante 2018 se identificaron manzanas en el area de salud Péarraga en las que se
colectaron huevos infectados periddicamente con VDER Si bien s posible que
mediante la alternancia entre humanos y vectores (transmision 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 comodascribio

anteriormente en ensayos de laboratorio para las especieAe. aegyptt”) y Ae.
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albopictug389). La existencia de criaderos permanente en estas manzanas, explicaria la
presencia constante de mosquitos que pudieron garantizar la transmision tanto
horizontal como vertical (inclusive por varias generaciones) de VDER| permitiendo la
circulaciéon sostenida del virus en las poblaciones de vectores y hospederos de esos
sitios. Otro elemento que se considera crucial para el mantenimiento de los arbowsru
por largos periodos, es la caracteristica de los huevos dee. aegyptide resistir la
desecacion y permanecer viables por meses hasta que condiciones favorables les
permitan la eclosiort)). Un estudio realizado enAe. albopictusdemostréo que VZIK
001 EK®E®@6 U OA OAPI EAe Al EOAOTI O GWIL LOAEAPAOO
mosquitos pueden fungir como reservorios de arbovirus, los que puede permanecer por
tiempo prolongado en las poblaciones mediante la transmision intervectorial (TV, TVN

y la depredacion de larvas infectadasyob.

Las secuencias parciales de los VDENs y VZIK obtenidas a partihdeaegyptcolectados

en el terreno, permitieron aportar informacion no solo sobre los virus circulantes, sino
ademas, sobre los genotipos virales, posibles origenes y relaciones filogenéticas. Asi, las
tres secuencias nucleotidicas de VDEN obtenidas (D1 _Pga 2013, D1 LP 2014 y
D1 Grm_2014) pertenecieron al genotipo V (Americano/Africano), que se ha
identificado en la mayoria de los aislamientos colectados en la region latinoamericana
durante la década de los 70 y hasta la actualid&2. Este genotipo se detecté también
en dos pacientes cubanos de Guantanamo/2010 y La Habana/2013, aunque este ultimo
se informo6 como un caso de dengue importado desde Barbadé%).

Los aislamientos de VDEN. cubanos secuenciados en el presente trabajo formaron un
subgrupo independiente, y se relacionan genéticamente con virus que circularon
previamente en Centro América (Nicaraga/2005, 2009 y México/2007) que marcan su
posible origen. La construccion filogenética realizada por Did¥%, con secuencias del
gen e de un aislamiento obtenido de un paciente en Guantanamo (2010), revelé su
cercania con aislamientos de Venezuela (20pPuerto Rico (2006) y Nicaragua (2005).
Estos resultados revelan concordancia con los del presente estudio en cuanto al posible
origen y relacion genética del VDEN detectado en mosquitos en Arroyo Naranjo (2013

y 2014).
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Por su parte, la secuencia delDEN-3 (D3_Mlla_2013) se agrupé dentro del genotipo lll,
de la misma manera que aislamientos cubanos obtenidos de pacientes de La
Habana/2009, Santiago de Cuba/2010 y 2011, Camaguey/2011 y Sancti Spiritus/2014
gue se secuenciaron en el Laboratorio Nacionale Referencia de Arbovirus del IPK,
segun demuestra un estudio realizado en 201¥%5. La secuencia D3 _Mlla_2013 se
relacion6 genéticamente con virus que circularon en el Caribe (Venezuela/2001 y
Puerto Rico/2006). Esto concuerda con el origen sugerido pddiaz (199[14] para el
VDEN3 que circulé en Cuba entre 2010 y 2014.a divergencia nucleotidica (2,%)
observada entre la secuencia cubanay las foraneas sugiere una posible evolugiGitu

de este virus que circuld, al menos, por siete afios en contextgeograficos diferentes.
Desafortunadamente, la ausencia de otras secuencias cubanas del gg@nm, impide
hacer andlisis méas profundos sobre la dindmica de transmision y evolucion viral.

La secuencia nucleotidica del VDEH (D4_Mlla_2013) perteneci6 agenotipo Il al igual
que otros aislamientos obtenidos de pacientes sintomaticos en el periodo 262014 en

La Habana, Las Tunas, Santiago de Cuba y Guantar#fmoEste genotipo circula en la
region Latinoamericana desde 1981, y se considera tiene un ogig asiaticd3®d. La
secuencia cubana se agrup6 en un clado junto a aislamientos provenientes de Venezuela,
Puerto Rico, Colombia y Brasil. Dentro de este, mostré una cercana relacion genética con
las secuencias brasilefias obtenidas en los afios 2012 y 2@ Bartir de sueros humanos

y manifestdé un 98,8% de similitud nucleotidica con un aislamiento obtenido de un
paciente en Jundiai, S&o Paulo. Una secuencia del genoma completo del virus detectado
en nuestro estudio podria confirmar esta hipétesis. Esta ret#dn sugiere que en ese pais
suramericano estuvo el posible origen del virus circulante en Arroyo Naranjénalisis
filogenéticos previos basados en el gee de aislamientos de VDEM colectados en
sueros humanos en varias ciudades cubanas ehperiodo de2010-2014, revelaron su
cercana relacion genética con VDEM colectados en Venezuela en varios afos,
sugiriendo su origen en ese pai®¥>. Sin embargo, en la construccion filogenética
realizada en aquel estudio no se incluyé ninguna secuencia proveniemnte Brasil.

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

Situaciones como esta se observaron previamente en varias regiones del mandon
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este y otros serotipo$t9s 394), De cualquier manerala ausencia de secuencias cubanas
adicionales del gerc-prm, impide profundizar en esta hipotesis.

La secuencia nucleotidica del VZIK (Z_Pga 2019, Numero de acceso: PP759388)
obtenida pertenecio al genotipo asiatico, linaje americano. La secuencia cubana se asocio
mas estrechamente con secuencias de Martinica y Guadalupe de los afios 2015 y 2016.
Este resultado concuerda con lo hallado previamente por Grubaugtt al., 2019360 en

un estudio realizado con nueve secuencias de viajeros provenientes de Cuba. La
mencionada investigacion encontré que los genomas cubanos del VZIK se agruparon con
otros de Méxi®m, CentrecAmérica y el Caribe, con lo que hipotetizaron que la epidemia
en la isla fue una continuacion de la epidemia en Las Américas y no introducciones de
los brotes que estaban teniendo lugar en Asia. Basados en la ubicacién de los genomas
del virus enla filogenia construida, los autores observaron evidencias de introducciones
multiples en Cuba: una de Centro América, y tres del Cari¥®.

En conclusion, la comprobacion de la TV de los cuatro VDENSs y el VZIK en poblaciones
naturales deAe. aegyptide La Habana, sugieren que esta via de transmision 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. aegypti portadoras de
virus y potencialestransmisoras, constituye un objetivo fundamental en la lucha contra

la re-emergencia y mantenimiento de los virus transmitidos poAede§9).

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

El conjunto de las evidencias mcontradas en el estudio realizado durante 2012019,
nos planted una nueva interrogante con respecto a la habilidad de las dos poblaciones
de Ae. aegyptevaluadas para trasmitir tanto horizontal como verticalmente los VDENs
y VZIK. Una habilidad diferencial de PTE y PRG para diseminar y transmitir un virus
sobre otro seria posible si estas poblaciones presentaran genofondos diferentes, ya que
el fenotipo susceptible/resistente a la infeccion en mosquitos esta considerablemente
determinado genéticamentdé370-373),
Las especies de mosquitos implicadas en la transmisién de patdégenos han sido

histéricamente estudiadas en Cublgfé. 397); sin embargo, las potenalidades de Ae.
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aegypti para trasmitir los VDENs, VCHIK y VZIK no se exploraron hasta ahora. El
presente estudio verifico, por primera vez, qué\e. aegyptide La Habana son capaces de
transmitir estos arbovirus de trascendental importancia médica desde #3 dpe (para
VCHIK) y 7 dpe (para VDEN y VZIK).

Ninguna de las muestras de saliva examinadas de las hembras de la poblacion PTE
expuestas a VZIK resultaron positivas. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran
que la poblacién PRG fue capaz de tramitir los flavivirus VDEN-1 y VZIK desde los 7
dpe, lo que ratifica aAe. aegyptcomo vector en las epidemias causadas por estos virus
en Cub#?). A pesar de la susceptibilidad demostrada por esta especie a la infeccion con
los flavivirus, la TT obtenidas a los 7 y 14 dpe para VDENy VZIK fueron bajas. Estudios
anteriores evaluaron la CoV de poblaciones dee. aegyptde diferentes partes de mundo

a cepas de VZIK pertenecientes al genotipo asiatico (el mismo de la cepa empleada en
este estudio), y tamlgn remarcaron el bajo potencial transmisor de esta esped¢?éd. 368,
398,399), |o cual contrasta con la rapida dispersion de VZIK por el continente americano.
La gran cantidad de poblacién humana susceptible a VZIK se sugiri6 como una
explicacion para bdancear el bajo potencial transmisor encontrado en las poblaciones
de Ae. aegypta este virug39®),

Dado el registro histdrico de casos de dengue superior en Parraga con respecto a
Pasteur, y comprobada una TV de los VDENs mayor en el primer sitio quesesegundo

(i.e. TIMvoendPéarraga)=9,8; TIMmpend{Pasteur)=1,3), se esperaba que las tasas de
transmision (TT) (horizontal) determinadas experimentalmente para VDEMN fueran
mayores en PRG que PTE. De igual forma, teniendo en cuenta el significativo nimero de
brotes y epidemias de VDENSs que tienen lugan Cuba (revisado efd))), esperdbamos
encontrar TT de VDENL mas elevadas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
VDENSs incluyen otros tres serotipos y la CoV de las poblaciones cubanas a ellos pudieran
diferir como se observé en otros estudiog. 401), |nvestigaciones 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 patég&ao por lo

gue otras combinacionesAe. aegypifivVDEN-1, pudieran exhibir resultados distintos.

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

recientes, es VCHIK. Resulta interesante que, aunque este alfavirus se encuentra
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activamente circulando en la region, no seegistra su transmision autdctona hasta el
momento en La Habana, a pesar de la importacion de casos de chikungunya en Guba
Los resultados obtenidos demostraron que las poblaciones d&e. aegyptievaluadas
fueron capaces de transmitir VCHIK (aunque cdmajas TT) tan temprano como tres dias
después de haber ingerido el virus (en el caso de PTE), lo cual sugiere que la ausencia de
circulacion local no esté ligada a la incompetencia de los vectores locales a este alfavirus.
Cortos PIE como los encontradosgmen a prueba la implementacion de estrategias de
control vectorial, favorecen la rapida propagacion de los casos autéctonos primarios y
pueden conducir a epidemias explosivas. De hecho, el PIE es considerado un factor
critico en la determinacion de la efiiencia de transmisién por un vecto@3s. 402), Estos
resultados alertan sobre el riesgo latente de introduccion y rapida dispersion del
alfavirus en la isla por las poblaciones de mosquitos cubanos y los elevados niveles de
poblacion humana susceptible.

Es importante sefalar que la transmision de arbovirus en la naturaleza no se evalla
exclusivamente a través de los parametros de CoV. La contribucién de la CoV ala CaV de
una poblacion de mosquitos, aunque esencial, es menos influyente cuando se compara
con otros factores ecebioldgicos tales como la antropofagia, supervivencia del vector,

su tasa de picada, entre otrd333). Por tanto, la influencia de estos ultimos factores puede
equilibrar la baja CoV de las poblaciones dée, aegyptievaluadas para losarbovirus

AT OAUAAT 6 U AOI AT 6AO 00 #Aeh 11 AOAI Agpbl EAA
provocar epidemiag403). En Cuba, a pesar de los esfuerzos por controlar las poblaciones
de vectores, Ae. aegypties una de las especies de mosquitos mas allamte y
extendida#%4). Esa distribucion y abundancia pueden contrarrestar las bajas tasa de
transmision detectadas facilitando brotes y epidemias de los VDENSs, VZIK y VCHIK.

El disefio experimental y las técnicas empleadas en los ensayos de laboratorio bén
pueden impactar la estimacion de los pardmetros de CoV. Los sistemas de alimentacion
artificial (como el usado en el presente estudio) son menos eficientes en asegurar la
infeccion y diseminacién en el mosquito si se comparan con el uso de modelos
animaleg399. 405, |o que puede subestimar los niveles de CoV. Por esta razon, se usaron
en la alimentacion artificial titulos virales (10 TCIDso/mL para VCHIK y VZIK, y 10

ufffmL para VDEN-1) mas altos que las viremias tipicas observadas en los hospederos
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naturales99. 405407)  Por otra parte, los virus congelados por largo tiempo (como el
utilizado en el presente estudio) aseguran una infeccidbn menor que la provocada por el
mismo titulo de un virus fresco (revisado eft%®). Adicionalmente se plantea gea los
métodos de colectale salivain vitro subestiman la cantidad de virus excretado durante
la alimentacionin vivo409-411) y |a sensibilidad de la titulacion viral usando ensayos de
cultivos celulares es inferior que la inoculacion de virus en ratonepor ejemplo, tal
como demostraron Smithet al., 2003410, Por altimo, es probable que las TDy TT para
los flavivirus ensayados fueran superiores a dpe tardios como informan otros estudios
(por ejemplo, a los 21 dpef87. 289), sin embargo, ese tiempo no se considerd en nuestro
trabajo dado que la esperanza de vida media de las hembrasAke aegypten el terreno
AOG CATAOAT T AT OA -19 tigy*12A430 @rinstronghet Tal., 2020414
demostraron, mediante ensayos de Co\ue una segunda alimentacion sanguinea no
infecciosa durante el periodo de incubacién del virus en el vector, acortd
significativamente los PIE deAe. aegyptexpuestos a VZIK, VDER y VCHIK, a partir del
incremento de velocidad de diseminacion dado pogl aumento de la permeabilidad de

la membrana basal que rodea el intestino en el mosquito. De esta manera, aun con bajas
TT, PIEs acortados darian lugar a un aumento significativo del nimero reproductivo
bésico (R), es decir, de la CaV de esta especistds resultados explicarian cémo con
una CoV relativamente baja en ensayos de laboratorio con alimentacion Unica (como los
nuestros), Ae. aegypti,especie con habitos de picador persistente, puede generar y
mantener epidemias explosivas en la naturale#&4. Las bajas TT pudieron estar
causadas, en parte, por estos factores, mas que por reales rasgos intrinsecos ligados a
una limitada habilidad de transmision en los mosquitos estudiados.

Ambas poblaciones deAe. aegyptiexhibieron altas Tl y TD para VZIKTI>79% vy
TD>65% a 14 dpe) y VCHIK (TI>95% y TD>86% a 14 dpe), similar a datos informados
anteriormente en Las América§68. 398, 415417) |g que sugiere una elevada permeabilidad
de las barreras de infeccion y escape del intestino medio. Opuestamentes Bos
poblaciones fueron menos susceptibles a VDENque a los otros virus, lo que resalta
una mayor eficiencia de la barrera de infeccién al intestino medio y/o la inmunidad del
mosquito para evitar la replicacion viral369. 418), A pesar de ello, la disainacién a los 14

dpe mostré una eficiencia similar en ambas poblaciones para los dos flavivirus, con lo
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gue, en principio, posibles habilidades diferenciales para transmitir horizontal y
verticalmente estos virus, no estan determinadas por diferentes niles de diseminacién

de los virus en ambas poblaciones de mosquito. Con relacion a la transmision, las bajas
TT observadas sugieren, de forma general, que las barreras de las glandulas salivares
juegan el papel mas importante en limitar la excrecion de vigj tal como se propuso
anteriormente (368, 369, 415417, 419, 420) Este fenOmeno resalta la importancia de evaluar la
transmision en los ensayos de CoV, ya que infecciones bien diseminadas no siempre van
acompafnadas de elevadas tasas de transmision.

Las bgas TT estimadas en las poblaciones de mosquitos examinadas pudieran sugerir la
participacion de otros vectores, ademas dAe. aegyptien la dinamica de transmision de
estos arbovirus en el contexto nacionalAedes albopictugregistrado en Cuba desde
1995(“21)) pudiera estar involucrado en la transmision natural de estos flavivirus, como
se informo en otros sitios (revisado eff?2)). Recientemente se comprobd la TV de los
VDENSs en cinco de 16 grupos dae. albopictuscolectados en 2019 en el municipio
Arroyo Naranjo (uno de ellos proveniente del area de salud Parra§@y, lo que sugiere
una posible vinculacion de esta especie en la transmisién de los VDENs en La Habana.
No obstante, la CoV de poblaciones locales Ale. albopictusio ha sido explorada, Ique
impide realizar afirmaciones mas categéricas. Sin embargo, dado que este mosquito es
mas generalista queAe. aegyptf24) es menos probable que se alimente de humanos
como minimo dos veces para permitirle la adquisicion y transmisiéon de un
arbovirus®25, En afios recientes se observo un incremento en la domiciliacion de este
culicido, aunque continda mayormente confinado al espacio periurbaftéf), lo que
limita su contacto con grandes poblaciones human#&&) y lo convierte en un vector
menos signifiativo en la transmision de estos arbovirus en el contexto cubano actual.
Una muestra de eso son los resultados de las colectas de huevode@esspp. realizadas
durante 2018-2019 en las viviendas de Parraga. Tal como se expuso en el capitulo 3, solo
el 02% de los mosquitos colectados, fueroAe. albopictugseccion 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 202815 en Las Américas, no

provocé brotes en La Hahna, mientras que la emergencia de VZIK si condujo a una
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epidemia en todo el pais? La vigilancia activa y cuarentena de los casos sintomaticos
importados pudo jugar un rol muy importante en la modelacién del escenario
epidemiolégico en Cuba. Es necesarie@cordar que en las infecciones por VCHIK la
proporcion de asintomaticos (4-28%)(13% es significativamente menor que en las
infecciones por VZIK(hasta80%)(16)). Antes de 2013, casos importados de cikungunya

no condujeron a una transmision autéctona sigficativa en algunos territorios (revisado
en3%)), Entre 2006 y 2011, algunos paises registraron casos importados de
chikungunya (por ejemplo, Brasil, Guyana Francesa, Guadalupe, Martinica, Australia),
pero estos no causaron la dispersion del alfavirus essos territorios en aquel momento,
incluso en presencia de poblaciones d&e. ageyptiLos autores atribuyen este escenario
OA1T DAOOGA A 1T A OECEI AT AEA AAOEOA A 1760 AAO
dispersion del virus estuvo obstaculizada porrazones entomolégicas o ecoldgicas
ET AAOA Oi138.10kds Aiotesis podrian ser una circulacion silente o diagndstico
erroneo de las infecciones con VCHIK, aunque esa explicacion es menos plausible, ya que
habitualmente las personas infectadas con V@K 'y que manifiestan sintomas clinicos
requieren atencion médicd!’9, lo cual descubriria facilmente la circulacién del virus.

Los estudios de CoV constituyen herramientas valiosas en la determinacion de las
potencialidades vectoras de una especie, asino en la estimacion de parametros para

el estudio de las dindmicas de transmision por vector&ss 427. 428) Ante el riesgo
constante que representan la presencia en Cuba de mas de 70 especies de mosquitos y
otros artropodos de conocidas potencialidadewectorag?l?), asi como los constantes
eventos de emergencia y remergencia de patdogenos a nivel glob&®, resultaria
estratégica la creacion de capacidades en Cuba para el desarrollo de este tipo de estudios
en el marco de las voluntades nacionalesA EI B1 Al AT OAO Ai1@oAT £ NOA
En conclusidn, la evaluacion de la competencia vectorial de mosquitos de PTE y PRG
demostro la habilidad similar de estas poblaciones y en general, de aegypti,para
transmitir los VDENs y VZIK en Cuba. Adem&® comprobd la potencialidad de estas
poblaciones para transmitir VCHIK, lo cual constituye una alerta sobre el riesgo real de
dispersion de este alfavirus en el pais. Estos resultados, junto a la elevada abundancia y

amplia distribucion de esta especielos sitios urbanos a lo largo de la isla, subrayan la
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importancia del control de Ae aegyptiy la vigilancia de los arbovirus para prevenir

futuros brotes.

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

Las evidencias reunidas hasta ahora sugieren que las diferencias en la TV natural de los
VDENSs entre los sitios de estudio, no se debié a una mayor abundancidAdeaegypten
Parraga que en Pasteur, ni a habilidades incrementadas dRG para infectarse,
diseminar y transmitir horizontalmente, al menos, VDEM.. De esta forma, la evaluacion
de la capacidad de ambas poblaciones de culicidos para transmitir verticalmente los
virus podria esclarecer el panorama. Los estudios experimen&s de TV de arbovirus
son escasos Yy heterogéneos (revisado @#), por lo que los resultados obtenidos
fertilizan un campo de investigacion poco explorado.
La TV natural de los VDEN, VCHIK y VZIK ee. aegyptise documenta en disimiles
lugares del muna(31. 32,39, 41,431434)  gunque, hasta donde conocemos, esta es la primera
vez que se evalla simultaneamente la habilidad de transmision de estos tres arbovirus
en Ae aegyptia su descendencia. Nuestros resultados ratifican la capacidad observada
en laspoblaciones PTE y PRG para transmitir verticalmente de forma natural los VDENs
y VZIK en el terreno, asi como el potencial para transferir VCHIK a su progenie.
Resultados experimentales publicados muestran alta variabilidad en la TV de los
flavivirus (28.317) Sanchea/argaset al., 2018317), en experimentos corie. aegypdVDEN
2, informaron TTVs en el 22CG que oscilaron entre 4%2%, en tanto Castroet al.,
200435), usando el mismo modelo experimental, observaron valores de 27%. Otras
infecciones deAe. aegypticon VDENL1, produjeron TTVs de 0%, 3% y 8%36-438), Por
otra parte, ensayos de laboratorio con el mismo vector y VZIK, obtuvieron TTV d&%
en el 1erG(C?6. 433) y valores de 3%*33), 21%, 76% y 100%®), en el 2°CG. Las TTVs de
VDEN1 y V4K obtenidas en nuestro estudio, estuvieron por encima de las TTV media
antes referidas, lo que sugiere una habilidad superior de transmisién de estos virus a la
descendencia en las poblaciones evaluadas.
La proporcion de descendientes infectados por TV abién registra variaciones entre

los estudios. En el model®e. aegyptVDEN?2, las TIFM encontradas en el®1CG fue
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0,5%(317), mientras que en el CG alcanzaron valores de-3%®@17) y 5%(43%5), Por otro
lado, Ae. aegyptiinfectados con VDENL dejaron el 0,13% de su descendencia
infectada“3®), mientras que en infecciones con VDEMN no sobrepasaron el 0,14%39),

La mayoria de los ensayos cofse. aegypty VZIK documentan TIFM que oscilaron entre
0,49-9%(35, 43, 433, 440442) mayormente en el 2°CG, aunque estudios excepcionales
estimaron TIF de 966%(28) y 6-10%“6),

La poca cantidad de mosquitos que sobreviven hasta e1°€G y dejan descendencia
impacta en la estimacion de los parametros TV, lo cual se reconoce como una
debilidad/limitacion en los estudios de TV. Este hecho hace que en determinadas
ocasiones los indices de TV deban ser interpretadas con caut&ia37).

Multiples factoresinfluencian la eficiencia de la TV de flavivirug pueden hacer variar
sus indices de un ensayo a otf87. 433, Entre estos elementos se encuentran los
asociados al disefio experimental (método de infeccion, temperatura de cria de
mosquitos, intervalos entre la infeccién inicial y la segunda toma dersgre, sensibilidad

de las técnicas de deteccion viral, etc) y los dependientes de los rasgos biologicos del
modelo de estudio empleado (especie y poblacion de mosquito, tiempo de colonizacién
de la misma, los virus, sus pases, el genotipo viral, origen gedfico, fase de desarrollo
del mosquito examinada, fecundidad y fertilidad de la poblacién, tamafio de la muestra,
ciclo gonadotrofico, entre otrosy27. 241, 308, 389, 443446)

Estudios previos encontraron baja o ninguna TV en eleTGL 317, 389, 433, 447)
probablemente debido a la pobre diseminacién viral hacia los tejidos reproductivos
antes de la produccion y puesta del primer lote de huevos (entre tres y ocho dias
generalmente)317. 433) y/o la disminuida permeabilidad al virus en ovarios nulipars
durante la ovogénesi&?.317.433) Sin embargo, TTV y TIFM no despreciables se estimaron
en todas las combinacionesf\e. aegyptiz virus, excepto en PR&/DEN1 en el ¥ CG.
Manuel et al., 202028) comprobaron que las TTV y TIF de VZIK eAe. aegypti
aumentaron en la medida que se incremento el tiempo de incubacion extrinseca del
virus y decrecieron del segundo al tercer ciclo gonadotréfico; con lo que concluyeron
que mas que el numero de CG, el tiempo de exposicion de los ovocitos al virus en los
tejidos reproductivos es decisivo en la TV. En nuestro caso, la oviposiciéon deiCiG

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

Estudios experimentales realizados en los modelo&e. aegyptVDEN2 y Ae. aegypt
VZIK comprobaron la infeccion de los ovarios (oviductos y ovocitos) tras la diseminacién
del virus al hemocele del mosquit&17. 433)., Sin enbargo, observaron que solo una
fraccidbn menor de hembras con ovarios infectados produjo progenie infectad?), por

lo que especularon que probablemente los ovocitos no se infecten cominmente, y solo
aguellas madres con ovocitos infectados, transmiten verticalmente el virus. Al igual que
existen barreras a la infeccion de las glandulas salivares, se propone qaénfeccion de

los ovarios y/o los ovocitos por arbovirus esta limitada por factores/barreras a ese
nivel(@6.433) Ademas, recientemente se describié quee. aegyptiransmite a su progenie
una memoria inmunoldgica antiviral a través del mecanismo conoaid como
estimulacién inmunitaria transgeneracional (en inglés transgenerational immune
priming (TGIP)). Como consecuencia la descendencia queda protegida de la infeccién
con el mismo arbovirus por varias generacioné$). Sin embargo, se observé que ese
grado de proteccion muestra una variabilidad intefindividuo sustancial“48. 449, Aunque

las vias y mecanismos inmunol6gicos que operan en la TV de arbovirus en mosquitos
son desconocidos, la TGIP pareceria ser una posible pista a seguir para encontrar la
respuesta.

La TV en mosquitos ocurre a través de dos mecanismos: (i) la transmision transovarica
(TOT) donde el virus infecta el germario en la ovariola y garantiza tasas de TV mas altas
y una diseminacion extensiv&s9 y (ii) el mecanismo transhuevo (mnsiderado menos
eficiente que la TOT), donde el virus infecta el huevo durante la oviposicié®. Dadas

las frecuentes bajas tasas de infeccion por TV, se hipotetiza que este ultimo mecanismo
tiene lugar para los flavivirug30?. No obstante, patrones @nsistentes con infecciones
estabilizadas que alcanzan altas tasas de TV se documentaron para VEAE&h Ae.
albopictug389, asi como para VDEIS(@") y VZIK28) en Ae. aegyptilo que sugiere que esa
amplia y eficiente diseminacion en la progenie puede se&sperada también en estos
casosV). De hecho, varios estudios sugieren que también puede ocurrir la colonizacion
del germario y con ello la infeccién de mayor cantidad de miembros de la progenie, como

ocurre con los orthobunyavirug?!. 28), Sin embargo, so escasos los trabajos que indagan

86



Capitulo IV. Discusion

en estos mecanismos para las combinacione&e. aegyptiflavivirus y Ae. aegypt
alfavirus(317. 433) por lo que esta es una tematica practicamente virgen. Asi de
inexplorado resulta el tropismo viral en la descendencia fectada, al igual que las
barreras (tanto anatdmicas, fisioldgicas como inmunoldgicas) que encuentra el virus a
la colonizacién del nuevo insecto. Un modelo prometedor para el estudio de esta via de
transmision lo constituye el sistemaAe. aegypti virus especificos de insectos (ISVs en
inglés), entidades descubiertas en su inmensa mayoria a partir de las técnicas de
secuenciacion masiva, algunos de los cuales se agrupan dentro de los géneros flavivirus
y alfavirus, son transmitidos exclusivamente en la pdacion de insectos y por via
vertical#>1), El esclarecimiento de los mecanismos a través de los cuales los arbovirus
infectan la descendencia de una hembra, permitirA evaluar mas certeramente las
implicaciones epidemioldgicas de este modo de transmision.

Se afirma que VZIK exhibe indices de TV ligeramente superiores que los VDENsSIn
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
infeccibn minima por los VDENs y VZIK encontradas en el terreno entre las arekes
estudio, deben ser consecuencia de una circulacion diferencial de estos virus en las areas
mas que de habilidades diferenciales de las poblaciones de mosquitos para transmitir
verticalmente estos flavivirus. No obstante, el serotipo que marcdé una difareia
significativa entre las areas de salud Pasteur y Parraga durante 2018, en cuanto ala TV
fue VDENZ2, por lo que investigaciones futuras deberan enfocarse en los parametros de
TV de cada serotipo de dengue. De hecho, en Parraga la TIM encontrada p&&aN1
(0,9) fue similar a la de VZIK (0,8), lo que apoya los resultados obtenidos en los ensayos
de CoV y TV. Ademas, el genotipo de VZIK utilizado en los ensayos de TV (genotipo
africano) fue diferente al encontrado en el terreno (genotipo asiatico), loual pudiera
modificar las potencialidades de TV de ambas poblaciones.

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

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

De cualquier forma, las evidencias de TV en el terreno son dependientes de los virus que
estan drculando en un territorio en un momento dadd?*s2. 453) y eventualmente, de la
intensidad de esa circulacién. Aunque las poblaciones humanas locales no fueron
encuestadas en nuestro estudio, la base de datos epidemiologicos de la provincia La
Habana, regisrd, durante 2018, casi dos veces mas casos de dengue en Parraga que en
Pasteur334), o que podria justificar el incremento de mosquitos infectados por TH en
Parraga y por consiguiente mayores probabilidades para su TV. Este contexto
epidemioldgico se pua desarrolladar con independencia de las habilidades similares
comprobadas de estas poblaciones para trasmitir los VZIK y VDHENY quizas el resto

de los serotipos). Debemos recordar que el fenémeno de transmision de arbovirus por
mosquitos es un procesa@omplejo en el que, ademas del virus y el vector, participa el
hospedero vertebrado (en este caso el humano), todos bajo la influencia de factores
abidticos como temperatura, humedad, eté3. 374). En cuanto al ser humano, la infeccién
con un arbovirus no solo esta condicionada por determinantes biolodgicos (estatus
inmunoldgico, genes, microbiota, etc®3. 165 sino también por habitos, actitudes,
practicas, situacion socieecondmica, etc., que definen en gran medida los niveles de
exposicion a los virts (en este caso mosquitos infectadogy4-456). 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, practicas y nrel socicecondmico de las personas que habitan estas areas son
diferentes, lo que pudiera definir su exposicion a los patégenos y por tanto justificar la
mayor cantidad de casos de dengue en Parraga que en Pasteur. Es por eso que resulta
vital en el control y prevencion de los agentes infecciosos, el trabajo comunitario,
educativo y de comunicacién con las poblaciones humart&s-460),

Por otro lado, los datos sobre TV de VCHIK en condiciones experimentales son escasos
y presentan informes contradictorios@9. 461. 462) De las tres publicaciones encontradas
gue ensayan TV e\e. aegyptien una de ellas los autores no detectan ™8, mientras

gue en las otras dos se documentan grupos de la descendencia infectados con VCHIK en
el 1erC3462) y 3erC(G329). Otros pocos estudios informan ademas TV de VCHIK Aa.
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albopictug463. 464) Sin embargo, en ninguno de ellos se estiman los parametros de TV
referidos anteriormente, sino tasas de infeccion minima entre la descendencia de
madres expuestas, lo que impiel una comparacién cuantitativa. Un metanalisis
concluyé que las TTV del género alfavirus en mosquitos son significativamente
inferiores que la de los flavivirugt), aunque nuestros resultados no dan fe de ese
comportamiento, al menos no para los virus gspecie de mosquito estudiados.

Dadas las diferencias en el examen de la progenie para la deteccion de la infeccion entre
CGs, no resulta valida la comparacion de los parametros de TV entre ellos. Sin embargo,
llama la atencion que mientras las TTV de $oflavivirus se incrementaron del ®r al 2do
CG, la de VCHIK no lo hizo, alcanzando valores similares entre ambos ciclos (49%Q
y 47% 20°CG). Este resultado puede guardar relacion con los menores tiempos que
necesita VCHIK para lograr mayor diseminaciv en estas poblaciones (figura 3.7),
proceso esencial para la TV. Los flavivirus, por el contrario, manifestaron una
diseminacién significativamente diferente entre los 7 y 14 dpe (figura 3.7), lo que
pudiera explicar el comportamiento observado.

Los elevalos indices de TV encontrados en algunos trabajé%317), de conjunto con las

no despreciables TTV y TIFM expuestas en el presente capitulo, promueven que esta via
de transmisibn sea mejor considerada tanto desde el punto de Vvista
académico/investigativo como desde el control vectorial y la salud publica. La
importancia de la TV de los VDENSs, VCHIK y VZIKAs® aegyptha sido subestimada y
pudiera constituir una fuerza potencial que tribute a la epidemiologia de la infeccion por
arbovirus@17),

Como seesboz0 anteriormente, la conexion entre las vias de TH y TV en mosquitos
continla siendo un asunto angular en el estudio de la dinamica de transmision de
arbovirus. En particular, la TV se cataloga, por algunos autores, como un modo de
transmision poco importante para la persistencia epidemiolégica de los vird&). Sin
embargo, si comparamos las tasas de TV y TH obtenidas en nuestro estudio, observamos
que la mas baja TTV global en ePF®CG sobrepaso el 40%, mientras que la mayor TTH
(determinada como elpor ciento de hembras infectadas con salivas positivas para cada
virus) no sobrepasé el 20%. Aun cuando son conocidas las limitaciones de los ensayos

de CoV en la determinacién de las P9, la frecuencia con que una hembra infectada
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transmite los virus a su progenie, no parece ser comparativamente despreciable. Desde
este enfoque, se deberia reflexionar sobre las potencialidades de la TV para erigirse

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

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

La comparacion entre los virus detectados en las poblaciones inmaduras Ale. aegypti
y en humanos (informado por el Ministerio de Salud Publica de Culty. 466.467) durante
los periodos estudiados (20132014 y 2018-2019), coincidié en la presencia de los
VDEN2, VDEN3 y VDEN4 durante 2013-2014, asi como VZIK, VDER y VDEN3
durante 2018. Sin embargo, llama la atencién que VDEN de mayor prevalencia en el
periodo 2013-2014 en larvas y pupas de Arroyo Naranjo, y presente también, aunque en
menor proporcion durante 2018 en Parraga; no se registrdé en ninguna de las muestras
humanas examinadas por elaboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK
durante los intervalos 2013-2015, ni 2017-2018. Un conjunto de elementogpudiera
explicar este fendmeno: iEn Cuba, la vigilancia virolégica de los arbovirus se realiza en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK, adonde llegan las muestras
provienen de pacientes sintomaticos que, por lo general, han desarrollado formas graves
de la enfermedad (en el caso de dengue); ii) Globalmente, existe una preponderancia de
los casos asintomaticos sobre los sintomaticos en la enfermedad pdenguel®). La
frecuencia relativa entre ellos varia de acuerdo con el contexto epidemiologico, el
estatus inmunoldégico del paciente y los serotipos y genotipos circulanté&). En Cuba,
la investigacion mas reciente apunta a una relacion asintomaticos/sintomaticos de
13/1 468)_jii) Demanera general, VDEM no se asocia con manifestaciones severas de la
enfermedad en Las Américds®, aunque se plantea que puede jugar un papel
importante en la sensibilizacion de la poblacién humana para una segunda infeccién por
dengu€?69-471) iv) Por otro lado, se demostré que las personas con infecciones naturales
por VDEN vy sin sintomas clinicos contribuyen a la dinamica de transmision a través de
la eficiente infeccion de mosquitog\e. aegypff’2). Duonget al., 2015472) observaron que
personas con infecciones asintoméaticas o pr&ntomaticas infectaron mosquitos con

una viremia en sangre 100 veces mas baja que lo que lo hicieron los casos sintomaticos.
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Estos mosquitos infectados desarrollaron una carga viral mayor en cqaracion con
aguellosAe. aegyptalimentados sobre las personas con infecciones sintomaticas, lo que
interpretaron como un mayor potencial de transmisién. v) También se debe tener en
cuenta que las personas asintomaticas o pigntomaticas estan expuestaa la picada de
vectores de varios lugares que visiten ya que, por lo general, no interrumpen su rutina
diaria, lo que los convierte ademas en una fuente importante en la dispersion de estos
virus(366. 472). Tampoco se debe descartar que las personas irtietas por dengue y que
manifiestan sintomas leves, comiunmente no asisten a los centros asistenciales y portan
la infeccidn sin aislamiento que evite la transmision. Esta realidad, ademas de potenciar
la dispersion arboviral, impide que los sistemas de vilgincia puedan detectarlos y
tipificarlos.

Lo descrito anteriormente sugiere que el VDEN circulante entre 2013 y 2014 y
probablemente también en 2018, provoco6 una gran cantidad de casos asintomaticos o
con sintomas leves que favorecio posiblemente una gradispersion del serotipo de
mayor tasa de transmision vertica® e impidi6 su deteccidon por los sistemas de
vigilancia establecidos en el pais. De forma similar, Ferreira de Lined al., 2020473
describieron una posible circulacién silente de VDES en San Paulo, Brasil, a partir de
su deteccion erAe. albopictusolectados como huevos, sin que hubiera registro de casos
en la ciudad.

Por otro lado, durante nuestra experimentacion encontramos TTV globales superiores
al 44% para todos los virus en el 2CG; es decir que al menos 4 de cada 10 hembras
infectadas transmitieron los virus a algin miembro de su descendencia; mientras que,
como minimo, un promedio del sp mb AA T A AAOAAT AAT AEA OEAO
Tomando estos valores como referencia y con l&videncias obtenidas de los ensayos
de terreno, podemos recomendar el monitoreo de la TV de arbovirus &e. aegyptcomo
una herramienta que complemente la vigilancia de estos agentes en humanos, en el
contexto cubano.

Los sistemas de vigilancia de adwirus son de suma importancia, ya que monitorean la
circulacion viral y emergencia de nuevos enté&®). Las Organizaciones Mundial y
Panamericana de la Salud, asi como varios autores, ponderan la estimacion de las tasas

de infeccion en poblaciones de mosidtos para determinar los niveles de transmisién de
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un patégeno dado en la poblacion humar®. 474. 475), La vigilancia entomevirologica o
xeno-vigilancia son los términos empleados para acufar los procedimientos de
basqueda de virus en mosquitos como indicador directo de infeccion en humarss.
Ademas, dado el elevado numero de asintomaticos y levemensamtomaticos que
provoca la infeccion por estos arbovirugé 159, la busqueda de este patégeno en
mosquitos, constituye una herramienta necesaria y oportunaEn este sentido se
propone la operacionalizacién de la vigilancia entomeiroldégica en puntos cédientes
(hotspots en inglés)48. 476) como parte de sistemas de alerta temprafd”. 478 que
avizoren la aparicion de brotes de arbovirus. Mientras la mayoria de las experiencias se
centran en la pesquisa de mosquitos adult¢&4 479481) algunos autors han
recomendado la xenevigilancia molecular en estadios inmadurospor ser tan
informativa como el monitoreo de adulto$36. 49. 432, 453) ademas quedesde el punto de
vista practico, la colecta de larvas en el terreno resulta mas facil y segura quedé&
imagoB10), Estas propuestas constituyen un complemento a la vigilancia clinica y no
deben remplazarla antes de que la correlacion entre las tasas de infeccién en
poblaciones humanas y de mosquitos sean mejor entendidé3. Con este fin, préximos
estudios deberanmonitorear la presencia de arbovirus en mosquitos adultos y larvas en
una misma area con el fin de establecer posibles correlaciones y causalidades en la
infeccion de ambos estadios. De cualquier manera, la introduccion gradual y progresiva
de la vigilancia entomavirologica en los programas de vigilancia de arbovirus en Cuba
es altamente recomendada, ya que podria proveer a los sistemas de vigilancia
arboviroldgica, de otra fuente de informacion para enriquecer la que se obtiene a partir

de los sistemas de vigilancia implementados actualmente.

4.5 Estimacion del aporte de la transmision vertical a la
transmision horizontal
Aunque demostrada la TV de los VDENSs, VCHIK y VZIK, su relevancia epidemioldgica es
controversial, ya que el mantenimiento ddos virus en la poblacion de mosquitos a
través de la transferencia materna, por si sola, no garantiza el contagio de vertebrados.
La infeccion de un hospedero vertebrado requiere necesariamente la inoculacion del

virus presente en la saliva de hembras daosquitos vectore$30. 43.44) No obstante, hasta
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el momento no existe ninguna evidencia de la presencia de particulas virales infectivas
de VDENL1, VCHIK ni VZIK en la saliva d&e. aegyptinfectadas verticalmente. En este
estudio se demuestra, por prinera vez, la capacidad infectiva de hembras recién
emergidas para transmitir VCHIK y VZIK, a través de la deteccion de virus infecciosos y
con capacidad replicativa en su saliva. También encontramos diseminacién de VBEN
en cabezas de la descendencia femaa. Las secuencias nucleotidicas de VCHIK
obtenidas de muestras de saliva y VDEN de cabeza de hijas confirman nuestro
diagndstico y hacen mas robustos nuestros hallazgos.

Pocos estudios que involucran diversas combinaciones de especies de mosquitinsis
demostraron que hembras infectadas verticalmente pueden transmitir horizontalmente
los virus. Por ejemplo, hijas descendientes déedes (Protomacleaya) triseriatus
expuestas a VLAC (OrthobunyavirusBunyaviridag)(482-485) de Aedes (Ochlerotatus)
dorsalis expuestas al virus de la encefalitis de California (VEC) (Orthobunyavirus,
Bunyaviridag“st) y de Ae. albopictusa VZIK#87) infectaron ratones recién nacidos a
través de su picada. Asimismo, otro estudio mostré que una cejzfemenina deAe.
aegypti, altamente susceptible a VDEIY, produjo descendencia infectada que secret6
saliva positiva al virug363), Ademas, estudios recientes detectaron mediante RJPCR
genomas de VZIK en glandulas salivaré®) y salivag43. 46) de hanbras de Ae. aegypti
verticalmente infectadas en el laboratorio. Sin embargo, la deteccion de genomas virales
por si solos no prueba la presencia de particulas virales infeccio§és También se debe
considerar que la mayoria de estos reportes demuestragl potencial infectivo de estas
hembras usando colonias de mosquitos o cepas seleccionadas, altamente susceptibles a
los virus“3. 46. 363) Varios estudios demuestran que mosquitos colonizados o
seleccionados en el laboratorio son mas permisivos a la inf@on y diseminacion viral
gue los mosquitos de terren@?88. 489), |o cual probablemente también se podria traducir
en una mayor propension para la TV y conducir a estimaciones poco fidedignas. En
nuestro caso, la primera generacion dée. aegyptno colonizados mostrd su capacidad
para transmitir verticalmente los VDEN1, VCHIK y VZIK a su descendencia que pudo, a
su vez, ser infectiva (en el caso de los VZIK y VCHIK), proporcionando, por tanto, una

imagen mas realista de la dinamica de transmision de arbious.
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En relacion a VZIK, la THS obtenida (12%) concuerda con resultados anteriores que
informan la deteccion de ARN viral en-A7% de las glandulas salivaré$*? y entre 2-
17% de la saliva de hembras dAe. aegyptiverticalmente infectadag*3 46). 3n embargo,

otro estudio conducido por Nufiezet al., 202045 no encontré6 VZIK en la saliva de
hembras deAe. albopictusinfectadas verticalmente en el laboratorio. A pesar de las
diferencias metodologicas entre estos estudios, en su conjunto sugieren quea
proporcion de hijas de mosquitos infectados con VZIK pueden mantener la circulacion
de este virus no solo entre la poblacién del vector, sino también desencadenar la
transmision a humanos.

Se estima que el PIE de VZIK é&e. aegyptivaria entre los 7y 10 diag?89. 398, 427, 490)
aunque puede alcanzar los 14 dias para ciertos genotipos del flavivifé¥). Teniendo en
cuenta que hembras adultas son potencialmente capaces de trasmitir el virus justo
después de su emergencia, una significativa reduccidiel PIE se estimaria en el 12% de
las hijas provenientes de madres que transmitieron el virus verticalmente (tabla 3.4).
Segun la TIVES, el 2% de la descendencia femenina de cada hembra infectada con VZIK
bl AOpA OEAOAAAOG OO0 A RéEsAIE Biéresénte &k Qiferérites j OAAT /
estudios de CoV en diversas partes del mundo destacaron el relativamente bajo
potencial de transmision deAe. aegyptilo cual contrastaba con la rapida dispersién de
VZIK a lo largo de varias regioné¥8. 427.490) A |a |uz de los resultados presentados aqui,
ademas de la gran cantidad de poblacion humana susceptible a VZIK y la elevada
abundancia y antropofilia del vectof398), el potencial infectivo de hembras infectadas
verticalmente también pudo balancear la bajacapacidad de las poblaciones dée.
aegyptipara transmitir horizontalmente este virus.

Esta es la primera vez que se demuestra que hembras descendientes de madres
infectadas con VCHIK pueden excretar particulas virales en su saliva. Para lograr una
contribucién tangible de la TV a la TH no solo basta con la infectividad de la
descendencia, también se debe tener en cuenta la frecuencia y proporcion con que las
i AAROAO ET ZAAOAAAO OPOI AOAAT 6 EEEAO ET ZAAOEOA
I) la mitad de las madres infectadas con VCHIK produjo al menos una hija infectiva (¥TV
S=50%), ii) el 19% de las hijas provenientes de madres que transmitieron verticalmente

el virus, tuvieron salivas positivas (TIFS=19%), y iii)) una de cada 10 hembras
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descendienes de una madre positiva a VCHIK, pudieron, teéricamente transmitir el
virus en la saliva (TIVeS=10%) (tabla 3.4). Aun cuando tamafios de muestra superiores

u otras combinaciones de poblacion de mosquiggepa viral, pudieran arrojar
estimaciones diferentes nuestros resultados destacan el potencial epidemioldgico de la
TV de VCHIK e\e. aegypti Como se afirmé anteriormente para VZIK, la TV de VCHIK
probablemente asegure la circulacion del virus en la naturaleza y contribuya a su TH. A
diferencia de los ersayos de infeccién con VDEN, 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 infeccion por via materna.

Como se expuso previamente, no se detécVDEN1 en la saliva de ninguna de las hijas
de madres infectadas, aunque si en la cabeza de seis de ellas. No obstante, no se puede
descartar el potencial de la TV para desencadenar TH también para este virus, ya que es
conocido que los métodos de colég in vitro de saliva subestiman el nimero de salivas
positivas y la cantidad de virus en elld$%). Ademas, la presencia de VDENen cabezas

del 16% de la descendencia femenina después de la amplificacion en cultivos celulares,
indicé la existencia de virus funcionales. Aunque el tropismo viral en mosquitos
infectados verticalmente todavia se desconeg la diseminacion a la cabeza se considera
usualmente como un proxy del potencial transmisor de un vectGpo. 491-493) | a no/baja
deteccién de VDENL en la progenie pudo deberse a bajas cargas virales o capacidades
limitadas (en cuanto a sensibilidad) @ deteccion viral. En nuestros experimentos
observamos, incluso después de la amplificacion en células, 15 muestras de salivas con
Ct>34 para VCHIK, similar a lo descrito previamente en ensayos semejantes con 21K
Durante el 2oCG, se encontraron faitias con hijas positivas y grupos de machos
negativos y viceversa, asi como una gran heterogeneidad en la infeccion de la progenie
en general (figura 3.9). Bosiet al., 1992436) observaron una extensa variacion en las
TIF en familias de Ae. albopictusinfectadas con VDEMN y concluyeron que las
poblaciones, asi como los individuos que las componen, pueden variar ampliamente en
su habilidad para transmitir verticalmente el virus.

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

verificaron la capacidad de machos infectados intréoracica®15 318 319) y
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verticalmente®1?) para transmitir por via sexual los VDENs, VCHIK y VZIK a hembras
virgenes, lo cual confiere a este género mayor importancia que la que hasta hoy se habia
dado en la dinamica de transmision de arbovirus en poblaciones d&e. aegypti La
conducta altamente poligama de los machos dee. aegyptse sugiere como un posible
factor de apoyopara la transmision sexual de arbovirus, que se presenta como otra via
potencial para el mantenimiento de estos en la naturale£83. Aunque futuros estudios
deberan investigar sobre el potencial de diseminacion y transmisién vertical y
horizontal ulteriores en hembras infectadas sexualment&?”), una modelizacion
matematica concluy6 que ambas vias de transmision (vertical y venérea) activas pueden
asegurar la sostenibilidad de los virus en las poblaciones de mosquit&9.

3E AEAT AOOGRLOOT QHEOGOAG AA OOAT Of EOCE&T OA
mantenimiento de los virus en la naturaleza durante condiciones adversas para la TH

(i.e. escasez de vertebrados susceptibles, inviernos/sequias, entre otr@s)y4); sus
implicaciones en el manteniménto de epidemias mediante la generacién de nuevos
ciclos de TH son elementos a considerar. El hallazgo de hembras con potencial infeccioso
via TV (y no mediante TH) inmediatamente después de su emergencia demuestra la
capacidad de esta ruta para producinembras infectivas que no necesitan del encuentro

con un hospedero en fase virémica, ni de un PIE para adquirir el estatus infeccioso, lo
AOAT ET AOAI AT OAOpA A1 ObPAOpT AT ET ZAAOEOI 6
de transmision de arbovirus.De esta forma, el tiempo necesario para que se produzca

un nuevo caso humano se reduciria significativamente para los flavivirus que requieren

b

A A

normalmenteentre7-pt ApAO DAOA NOA OT A EAI AOA OA OOOA

de adquirir el virus de un rumano49. 495, De la misma forma encontramos que a partir

AA OT A T AAOA ET ZAAOAAA OAOEAO EEEAO DPOAAAI
ademas, se multiplicaria el numero de hembras infectivas en una poblacion dada.

Estos resultados poseen umalor epidemioldgico importante, si tenemos en cuenta que
pudieran modificar los modelos de prondsticos de epidemias de arbovirus a partir de la
modificacién del R, pardmetro tedrico que proporciona informaciéon acerca de la
velocidad con que una enfermedd puede propagarse en una poblacion

determinada9). La modelacion matematica de epidemias y el consecuente prondstico

96

C



Capitulo IV. Discusion

del nimero de nuevos casos en el tiempo, resultan valiosisimos para la preparacion de
los sistemas de salud en la atencion a pacientesggpuesta a brote§97).

Desde el punto de vista académico, estos resultados son igualmente trascendentales. Es
ampliamente aceptado en la literatura cientifica especializada que la forma en que un
mosquito adquiere la infeccion por un arbovirus es mediae la ingestion de sangre de

un hospedero en fase virémica. Esta es practicamente la Unica fuente descrita de
adquisicion de particulas virales por el mosquito, las cuales se replican en su epitelio
intestinal y diseminan al hemocele para llegar a las gldolas salivares y ser excretadas
posteriormente en la saliva durante una préxima picada, infectando asi a un nuevo
vertebrado(#98-500), | a TH, es considerada la principal ruta de transmisién de los
arbovirus“9), y desde el punto de vista del humano, estalmente cierto (las personas

se infectan a través de la picada de mosquitos infectados). Sin embargo, a la luz de los
conocimientos aportados por la presente investigacion, se debe reflexionar si, desde el
punto de vista del mosquito, la adquisicion deok virus a partir de la alimentacion sobre

un humano en fase virémica puede seguir siendo la via de infeccion mas importante, o si
la TV constituye un modo comparablemente significativo de adquisicion de la infeccion.
De cualquier forma, para ser rigurosos se deberia reconocer un cambio en ese
paradigma de infeccién y aceptar que, ademas, los mosquitos (al mers. aegypl
pueden ser infectados y transformarse en infectivos a partir de su progenitora. Por
supuesto, el campo de la TV de arbovirus en mosquitos necesita y amerita estudios
profundos de los factores fisioldgicos, genéticos, anatomicos, inmunolégicos, etc. que
determinan su ocurrencia.

La TV ha sido enormemente olvidada y subestimada por décadas, probablemente debido
a la escasez de informes, asociada a las dificultades técnidas. Il deteccion de bajas
cargas virales) para su demostracion en el terreno o Eboratorio @9, En este sentido,
capacidades de deteccion viral mas sensibles permitirian estimaciones de TV mas
precisas. Otro elemento a considerar es la carga viral en saliva que alcanzan estas
hembras infectadas verticalmente. En nuestro estudio, sofudimos estimar las cargas
virales directamente en menos del 50% de las hembras con salivas positivas a VCHIK
por TV, lo que nos impide elaborar conclusiones mas globales en relacion a los titulos

virales que alcanzan los arbovirus en la saliva de mosqgog infectadas verticalmente.
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No obstante, en el modelcAe. aegyptVCHIK, estos valores fueron comparables con
titulos previamente obtenidos en hembras infectadas por via oral (ver tabla 3.3). Esto
podria sugerir que la carga viral en saliva a partir de [&V podrias ser suficiente para
infectar un humano. Sin embargo, los titulos virales umbrales en salivas que garantizan
la infeccién eficiente del hospedero vertebrado dependen de varios factores como el
estatus inmunologico de este Ultimo, y no estan todéa del todo determinado$°01-504),

Es por eso que estudios futuros debieran comprobar la infectividad de hembras
contagiadas verticalmente usando modelos animales.

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

En resumen, los resultados obtenidos en la presente investigacién (i) verificaron la
ocurrencia de TV de los VDENs y VZIK en poblaciones cubanasAde aegyptien
condiciones naturales, (ii) determinaron un patrén de distribucién espeaio-temporal en

los territorios evaluados vy (iii) constituyen la primera estimacion de los parametros de
competencia vectorial y transmision vertical de poblaciones locales d&e. aegypta los
tres arbovirus mas importante en la region, alertando sobre fapotencialidades reales
de introduccién y dispersion de VCHIK en Cuba. Por ultimo, demostramos la
trascendencia epidemiologica de la TV de arbovirus efse. aegypti al comprobar que
hembras infectadas verticalmente son potencialmente capaces de transmitas virus
horizontalmente en su saliva, y de la misma forma, a partir de una madre infectada varias
EEEAO POAAAT OEAOAAAOG Al AOOAOOO ET AAAAET OI
la inclusion del monitoreo de la TV erAe. aegypticomo una herramenta util para la

vigilancia de arbovirus en Cuba.
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CONCLUSIONES

La deteccidn de la circulacién simultanea de los cuatro serotipos de dengue y del
virus Zika en estadios inmaduros deAe. aegyptien varias areas de La Habana
constituye la primera evidencia de la transmision vertical de estos virus en Cuba.
Las frecuencia y tasas de infeccion por los virus del dengue sugieren su
circulacion sostenida en las poblaciones del vector de los sitios estudiados y
avalan la utilidad del monitoreo de la transmision vertical de arbovirus eedes
aegypticomo una herramienta paraa vigilancia virologica.

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

La comprobaciénexperimental de la transmision vertical de los VDEN, VCHIK

y VZIK en las poblaciones dé\edes aegyptevaluadas, durante el primer y
segundo ciclos gonadotroficos, tanto a machos como hembras de la descendencia;
confirman los resultados encontrados en audiciones naturales y refuerzan la
importancia del control de las poblaciones preadultas del vector en la
prevencion de la circulacion de arbovirus.

La deteccion de particulas virales infecciosas de VCHIK y VZIK en la saliva de
hembras deAe. aegyptinfectadas verticalmente, demuestra la capacidad de esta
via de transmision para generar vectores con potencialidad para infectar
horizontalmente hospederos vertebrados. Asimismo, la presencia de VDHENN
cabezas de hembras infectadas verticalmente alerta s@bla posible ocurrencia

de este mecanismo también en el pake. aegyptiVDEN1.
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RECOMENDACIONES

Evaluar los parametros de competencia vectorial y transmision vertical de
poblaciones cubanas dée. aegypta los cuatro serotipos de dengue.

Profundizar en los mecanismos y factores que influencian la transmision vertical
de arbovirus enAe. aegypti

Conprobar la capacidad infecciosa de hembras ddée. aegyptiinfectadas
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 Formula y significado de la capacidad vectorial (CaV) de un sistema
vectorial dado. Tomado d&33).

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

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

TI: tasa de infeccion con un patdgeno dado (proporcion de vectores infectados)

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

(T1*TT): competencia vectorial o proporciéon de vectores que, luego de alimentarse sobre
un hospedero infe ctado, son capaces de transmitir la infeccion a un nuevo hospedero.

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

1/-In p: probabilidad de sobrevivencia de un vector al periodo de incubacién extrinseco
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Anexo 2.1. Poblacién y fondo habitacional por areas de salud del municipio Arroyo
Naranjo en 2013.

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

Fuentes:(329)

Anexo 2.2 Datos sociegeograficos de las areas de salud Pasteur (municipio Diez de

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

Area de Poblacion Extension territorial Total de Manzanas Universo

salud humana muestreada muestreadas ..
(Viviendas + locales)

Pasteur 24091 94,22 Ha 106 8544

Parraga 40960 92,61 Ha 130 15199

Fuentes:(329)

Anexo 2.3. Cebadores utilizados para amplificar el gen-prm y serotipificar los virus
del dengue, adaptada de#0),

Cebador Secuencia5'-3' Posicion en TE.l||6,1 del Serotipo
el genoma amplicon (pb)
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAAI  134-161 - -
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1-TS1) VDEN1
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1-TS2) VDEN2
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1-TS3) VDEN3
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TS4  CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1-TS4)  VDEN4
Anexo 2.4. Cebadores utilizados para la amplificacion especifica del virus Zika durante

la secuenciacion nucleotidica de su genoma completo

Cebador * 3AAOAT AMEBA] | v Talladel amplicon (bp)
VZIK- 1S AGTTGTTGATCTGTGTGAGTCAC
VZIK-940R AATCAGCAGTATCATGACCAAGT 939
VZIK-882S TTAGCAGCAGCTGCCATCGC
VZIK-1883R GGTACACARGGAGTATGACACG 1001
VZIK-1785S GCTGGAGCTCTGGAGGCTG
VZIK-2743R  ATCCCACAACGACCGTCAGTT 998
VZIK-2708S GGAGCTCAACGCAATCCTGGA
VZIK- 3824R TGTCCAATTAGCTCTGAAGATG 1116
VZIK-3581S AGTGCTTGTGATTCTGCTCATGC
VZIK-4571R  GTACCACGCTCCAGCTGCA 290
VZIK-4525S TGGTCCTGATGACCATCTGTG
VZIK-5600R GGTGTCCATAATTGGTGAGTTG 1075
VZIK-5422S TACTACAGCCAATYAGAGTCC
VZIK-6529R CGAGGTTGTCAATGGCTTCCT 1107
VZIK-6388S CGAGGTGGATGGAYGCCAGAG
VZIK-7512R CACAAAGTGGAAGTTGCSGCTG 1124
VZIK-7329S ACGGCAGCTGGCATCATGAAG
VZIK-8215R TGCTGGTGTATGGGCACAACA 886
VZIK-8138S AGAAGCACGGACGCTCAGAG
VZIK-9143R CATCCAGTGATCCTCGTTCAAG 1005
VZIK-8935S CAGTGGAAGCTGTGAACGATC
VZIK-10310R GTGGATAGGTARTCCATGTAC 1375
VZIK-10220S TCTCATAGGGCACAGACCGC
VZIK-10642R TCCCTCTTCTGGAGATCCAC 422
* A 100 ACAAEeT AAl AAAAAT O AO AAI OAA

secuenciakJ776791.2
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Anexo 2.5 Efecto citopatico (columna 2) en monocapa de células Vero expuestas
homogenado de cabezas de hembras dedes aegypiinfectadas con virus Zika (cepa
KU955592). La columna 1 representa el control negativo del ensayo que consistio «
medio de cultivo DMEM suplementadaon suero fetal bovino 2%.
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Anexo 2.6 Cebadores utilizados para la amplificacion especifica del virus Chikungunya
durante la secuenciacién nucleotidica de su genoma completo (tomado @)

Cebador * 3AAOAT ABA] | v Talladel amplicon (bp)
Chik-1S ATGGCTGCGTGAGACACAC

Chik-1488R TGTATGGGATCAGGTCGGTT 1487
Chik-1332S GCAGAAAACACACACGGTCT

Chik-3143R TGAGACCACTGCCTATCATTTA 1811
Chik-3067S GACCTTCGATACATTCCAAA

Chik-4572R CACGCGAACAATATCGCAGT 1505
Chik-4546S CAAGTAGAGCTGCTGGATGA

Chik-6302R CACGTTGAATACTGCTGAGT 1756
Chik-6224S ACACACTACAGAATGTACTGGC

Chik-7711R TGGCTTCTGTTGGGGTACCG 1487
Chik-7673S CCAGCTGATCTCAGCAGTTA

Chik-8877R CGTACATGAGTGACTAATCTTC! 1204
Chik-8797S CAGCACCGTGTACGATTACTGC

Chik-10477R TGTCGAAAGGTGTCCAGGCTG 1680
Chik-10390S GAAATAACATCACTGTAACTGC!

Chik-11270R GCCTGCTGAACGACACGCAT 880

LA 1T O0i ACAAEE®&I

ARl

secuencia MW281311.1
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Anexo 3.1. Variacion temporal de la proporcion de los virus del dengue detectados en
los grupos de estadios inmaduros deAedes aegyptien Arroyo Naranjo durante
septiembre 2013-julio 2014.

Anexo 3.2. Secuencias nucleotidicas de los virus del dengue obittas de las muestras
de Aedes aegypinmaduros colectadas en las areas de salud de Arroyo Naranjo durante
2013-2014.

Nombre Serotipo Area de Secuencia nucleotidica
salud/fecha
D1_Pga_2013 | VDENI Parragal TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTG(

CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCG
octubre-2013 | TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAA
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCC
CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGC
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTGAGCAGGAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCAC
GTGTCAATATG
TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTG(
CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCG
TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAGGAAA/
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCC

D1 LP 2014 VDEN1 Los Pinos/
febrero-2014
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CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGG
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTAAGCAGGAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCA(C
GTGTCAATATG

D1 _Grm_2014

VDEN1

Grimau/ abril-
2014

TTCTAGCCATACCCCCAACAGCAGGAATTTTGC
CTAGATGGAGCTCATTCAAGAAGAATAGAGCG
TCAAAGTGTTACGAGGTTTCAAAAAAGAGATCT
CAAGCATGTTGAACATAATGAACAGGAAAA
GATCCGTGACCATGCTCCTCATGCTGCTGCCC
CAGCCCTGGCGTTCCATTTGACCACACGAGGG
GAGAGCCACACATGATAGTTAGTAAGCAGGAA
GAGGAAAGTCACTCTTGTTTAAGACCTCTGCA(C
GTGTCAATATG

D3_Mlla_2013

VDEN3

Mantilla/
septiembre-
2013

ACTATCTATATGCTGAAACGCGTGAGAAACCGH!
GGGTCAACTGGATCACAGTTGGCGAAGAGATT
CTCAAAAGGACTGCTGAACGGCCAGGGACCA/
TGAAATTGGTTATGGCGTTCATAGCTTTCCTCA
ATTTCTAGCCATTCCACCAACAGCAGGAGTTCI
GCTAGATGGGGAACCTTCAAGAAGTCGGGGG

ATTAAGGTCCTGAAAGGCTTCAAGAAGGAGAT
CAGACATGCTGAGCATAATCAACAC

D4_Mlla_2013

VDEN4

Mantilla/
octubre-2013

TCTATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCGCGTA
AACCCCTCAAGGGTTGGTGAAGAGATTCTCAA
GGACTTTTTTCTGGGAAAGGACCCTTACAGAT(C
TGCTAGCATTCATCACGTTTTTGCGAGTCCTTT
TCCCACCAACAGCAGGGATTCTGAAGAGATGG
ACAGTTGAAGAAAAATAAGGCCATCAAGATACT
ATTGGATTCAGGAAGGAGAGBCCGCATGCTGA
ACATCTTGAACGGGAGAAAAAGGTCAACGATA
ATTATTGTGCTTGATTCCCACCGTAATGGCGTT]
CTTGTCAACAAGAGATGGCGAACCCCTCATGA
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Anexo 3.3 indices de ovitrampa positiva (IOP) y densidad de huevos (IDH) deedes
aegypti estimados en las areas de salud Pasteur (PTE) y Parraga (PRG) durante los 11
meses de estudio (mayo 2018marzo 2019). Se representan los valore de cada indice

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

Anexo 3.4 Secuencias nucleotidicas de los virus dengde chikungunya y Zika
recuperadas de la descendencia de madres infectadas durante los ensayos de

transmision vertical.

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

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

Fragmento 2 (2297 bp, de nt 7991 a 10287, gen nsb5)
CCCGTGTTGGTGCAAAGCTATGGGTGGAACATAGTCCGTCTTAAG
AGTGGGGTGGACGTCTTTCATATGGCGGCTGAGCCGTGTGACACG
TTGCTGTGTGACATAGGTGAGTCATCATCTAGTCCTGAAGTGGAA
GAAGCACGGACGCTCAGAGTCCTCTCCATGGTGGGGGATTGGCTT
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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 )
GTCGCCGAACGTTTGTAGACAGAGGCTGGGGTAATGGCTGCGGACT
ATTCGGAAAAGGAAGTCTATTGACGTGTGCCAAGTTCAAGTGTGTGA
CAAAACTAGAAGGAAAGATAGTTCAATATGAAAACCTAAAATATTCAG
TGATAGTCACTGTCCACACTGGGGACCAGCACCAGGTGGGAAACGA
GACCACAGAACATGGAATAATTGCAACCATAACACCTCAAGCTCCC
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