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Resumen

El dengue es una enfermedad viral causada por cualquiera de los cuatro serotipos del
complejo dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). Esta enfermedad afecta a mas
de 120 paises en varios continentes y se transmite al hombre por la picadura de
mosquitos del género Aedes (Aedes aegypti y Aedes albopictus), fendmeno conocido
como transmision horizontal. En Cuba no se ha demostrado la transmisién de dengue a
humanos por Aedes albopictus. En condiciones naturales, la hembra del mosquito es
capaz de transmitir los virus del dengue a su descendencia, fendmeno que se conoce
como transmisién vertical. Se postula que este fendmeno puede representar una
estrategia importante para el mantenimiento de los distintos serotipos en la naturaleza.
La verificacion de este fendmeno en Cuba es extremadamente importante y necesaria
para un mejor entendimiento de la dindmica epidemioldgica. Por esta razén el objetivo
de este trabajo fue detectar la ocurrencia de transmisién vertical de los virus del dengue
en estadios inmaduros de poblaciones de Ae. albopictus de La Habana durante el afio
2019. Se realizaron colectas de larvas en los municipios de Arroyo Naranjo, Cotorro,
Playa, Guanabacoa, Plaza de la Revolucion y Boyeros, las que se analizaron mediante el
empleo de técnicas moleculares para determinar la presencia de los virus del dengue.
De los 90 grupos formados, 14 resultaron positivos para al menos un serotipo de
dengue, 9 grupos del municipio Cotorro y 5 de Arroyo Naranjo, lo que demuestra la
ocurrencia de la transmision vertical en las poblaciones de Ae. albopictus de La Habana.
Los serotipos de DENV-3 y DENV-4 mostraron una frecuencia de aparicion de 6,7%,
mientras que DENV-2 un 5,6%. Se obtuvieron 4 secuencias nucleotidicas, una se agrup6
junto al genotipo Ill de DENV-3, mientras que las restantes tres secuencias se agruparon
al genotipo | y Il de DENV-4. La transmisidn vertical implica, en ultima instancia, que un
mosquito se alimenté de un humano virémico y fue capaz de replicar el virus para
transmitirlo a su descendencia. Este hallazgo constituye una alerta a las autoridades de
Salud Publica sobre el papel de esta especie en el mantenimiento de los serotipos de

dengue en la naturaleza y la dindmica de transmision de este arbovirus en Cuba.

Palabras clave: Transmision vertical, Ae. albopictus, vigilancia viroldgica, Dengue, virus

del dengue, genotipo, Cuba.



Abstract

Dengue is a viral disease caused by any of the four serotypes of the dengue complex
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). This disease affects more than 120 countries in
several continents and is transmitted to humans by the bite of mosquitoes of the Aedes
genus (Aedes aegypti and Aedes albopictus), a phenomenon known as horizontal
transmission. In Cuba, transmission of dengue to humans by Aedes albopictus has not
been demonstrated. Under natural conditions, the female mosquito is capable of
transmitting dengue viruses to her offspring, a phenomenon known as vertical
transmission. It is postulated that this phenomenon may represent an important
strategy for the maintenance of the different serotypes in nature. The verification of this
phenomenon in Cuba is extremely important and necessary for a better understanding
of the epidemiological dynamics. For this reason, the aim of this work was to detect the
occurrence of vertical transmission of dengue viruses in immature stages of Ae.
albopictus populations in Havana in 2019. Larval collections were made during this year
in the municipalities of Arroyo Naranjo, Cotorro, Playa, Guanabacoa, Plaza de la
Revolucidn and Boyeros, which were analysed using molecular techniques to determine
the presence of dengue viruses. Of the 90 groups formed, 14 were positive for at least
one dengue serotype, 9 groups from Cotorro municipality and 5 from Arroyo Naranjo,
demonstrating the occurrence of vertical transmission in Ae. albopictus populations in
Havana. DENV-3 and DENV-4 serotypes showed a frequency of occurrence of 6.7%,
while DENV-2 showed a frequency of 5.6%. Four nucleotide sequences were obtained,
one was grouped together with genotype Ill of DENV-3, while the remaining three
sequences were grouped with genotype | and Il of DENV-4. Vertical transmission
ultimately implies that a mosquito fed on a viraemic human and was able to replicate
the virus and transmit it to its offspring. This finding constitutes an alert to Public Health
authorities about the role of this species in the maintenance of dengue serotypes in

nature and the transmission dynamics of this arbovirus in Cuba.

Key words: Vertical transmission, Ae. albopictus, virological surveillance, Dengue,

dengue virus, genotype, Cuba.
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UTR Regiones no traducibles (de sus siglas en inglés)

Vi



Introduccion

Los vectores de mayor importancia en la transmisidon de los virus dengue (DENV) lo
constituyen Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762), originario probablemente del
Africa subsahariana a partir de una especie ancestral salvaje y zoofilica nombrada Aedes
aegypti formosus (1) y Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) nativo del sudeste
asiatico, las Islas del Océano Indico y el Pacifico Occidental donde se le conoce como “el
tigre asiatico” (2). Aedes albopictus es el vector principal en la transmisién de dengue en
Japoén en ausencia de Ae. aegypti, y se le considera el responsable de un brote de dengue

en la Metrdpolis de Japon en el afio 2014 (3,4).

En los ultimos 50 afios la incidencia de fiebre por dengue en las poblaciones humanas
experimentd un incremento dramdtico, con una expansiéon a mas de 100 paises. Se
estima que ocurre un promedio de 100 a 400 millones de nuevos casos anuales por alglin
serotipo de dengue. Es imposible separar la explosion epidemiolégica del dengue en los
ultimos ainos y la distribucidn geografica del vector, condicionada esta por el cambio
climatico, que puede empeorar en gran medida a pesar de los esfuerzos

gubernamentales por detener su avance (5).

En las Américas la presencia de Ae. albopictus se informd por primera vez en 1985 en el
Estado de Texas, Estados Unidos. Se postula que su introduccion ocurrié a través del
comercio de gomas de autos usados (6). A partir de aqui se observé una amplia y
acelerada distribucion por todo el continente (7, 8). Las actuales condiciones climaticas
gue incluyen el rango de temperaturas donde puede sobrevivir Ae. albopictus es un
factor esencial en los modelos predictivos de la distribucion de este vector. Dichos
modelos predicen la colonizacidon de territorios como el norte de los Estados Unidos y el
sur de Canada en pocos anos (9, 10). En Europa Ae. albopictus fue detectado por primera
vez en Albania en 1979 y posteriormente en Italia en 1990 (11). En la actualidad se
encuentra establecido en mas de 20 paises y se le considera el responsable de brotes de

dengue y Chikungunya en Croacia, Francia e Italia (11). Los modelos de dispersiéon



predicen la futura expansidn sustancial de esta especie hacia las zonas del norte y el este
de Europa en los préximos afios, se espera que alrededor del 83% de las areas urbanas

sean aptas para sostener a esta especie (12).

Aedes albopictus es un mosquito con una marcada plasticidad ecolégica (13), a la que se
le atribuye su acelerada expansién global, fuertes aptitudes competitivas,
comportamiento en la alimentacidn, competencia vectorial y sobre todo su habilidad
para entrar en diapausa para escapar de las condiciones ambientales desfavorables para

su desarrollo (14, 15).

En Cuba la presencia de Ae. albopictus se informd por primera vez en 1995 en el
municipio de La Lisa, ubicado en la provincia de La Habana (16). En la actualidad, este
mosquito se encuentra distribuido en todas las provincias del pais (17). El papel que
juega esta especie en la transmisién de dengue en Cuba auln es incierto, debido a que
todas las investigaciones realizadas hasta el momento se centran en el papel de Ae.

aegypti como vector principal.

En la literatura se informd la transmisién vertical de los DENV en Ae. albopictus en varios
paises como Brasil (18), Colombia (19), México (20), Filipinas (21) y Tailandia (22). Varios
autores concuerdan en la factibilidad de la vigilancia molecular de los arbovirus en
general en estadios inmaduros de mosquitos del género Aedes (18, 23). La colecta de
mosquitos en estadios inmaduros de desarrollo (larvas y pupas) conlleva mucho menos
riesgos que la captura de adultos. Debido a que el monitoreo de estas especies puede
brindarnos informacidon de los arbovirus que puedan circular en la naturaleza, se
propone la introduccidén y sistematizacidon de estos procedimientos como una fuente

complementaria de informacién para los sistemas de vigilancia virolégica.

Teniendo en cuenta las investigaciones precedentes sobre la transmisién vertical de los
DENV en Ae. agegypti (24) y un informe previo sobre Ae. albopictus (25) en Cuba y su
posible implicacion en el mantenimiento de la circulacidon viral en la naturaleza, es de
mucha utilidad actualizar las investigaciones en una especie no menos importante y el

papel que pudiera desempeifiar en las epidemias de dengue en Cuba.



Objetivo General

Determinar la ocurrencia de transmision vertical y el comportamiento espacial de los
virus del dengue en estadios inmaduros de poblaciones de Aedes albopictus en La

Habana en 2019.

Objetivos Especificos

1. Identificar los serotipos de los virus del dengue encontrados en estadios
inmaduros de Ae. albopictus.

2. Analizar la distribucién espacial de los virus del dengue en poblaciones
inmaduras de Ae. albopictus de La Habana.

3. Determinar los genotipos de los virus encontrados.



1. Revision Bibliografica

1.1 La enfermedad del dengue

El dengue es una de las enfermedades tropicales mas comunes que afectan a los
humanos causada por la picadura de un mosquito del género Aedes (26). En las décadas
recientes el dengue es un problema de salud publica internacional. La incidencia del
dengue se multiplicéd 30 veces en los ultimos 50 afios y se estima que mas de la mitad
de la poblacion mundial vive en zonas de riesgo de contraer la enfermedad (27). La
infeccidn por cualquiera de los serotipos de dengue puede producir diferentes formas
clinicas que van desde una forma asintomatica a una sintomadtica. Esta ultima inicia con
un estado febril agudo inespecifico (fiebre indiferenciada), la cual clinicamente es
indistinguible de otras infecciones virales. La fase febril persiste generalmente de 2a 7
dias, los pacientes desarrollan fiebre alta repentina, acompafiada o no con exantema,
malestar general, mialgias, artralgias, dolor de cabeza, de garganta, retro-orbital,

anorexia, nduseas y vomitos (28).

La anterior clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de los estados de
la enfermedad del dengue, se componia de tres categorias de enfermedad: fiebre no
diferenciada (DF) y dengue hemorragico (FHD) (29). La FHD se clasificd a su vez en cuatro
grados de gravedad, con los grados Il y IV definidos como Sindrome de Choque por
dengue (SCD). La utilidad de esta clasificacion fue cuestionada por considerarla rigida y
demasiado dependiente de resultados de laboratorio y no inclusiva de enfermos de
dengue con otras formas de gravedad, tales como la afectacion particular del sistema
nervioso central (SNC) (encefalitis), del corazén (miocarditis) o del higado (hepatitis
grave). En 2009 se introdujo una clasificacidn revisada de la OMS que sustituyd las
clasificaciones anteriores por dengue/dengue grave (30). Sin embargo, por razones
practicas fue conveniente dividir el gran grupo de pacientes con dengue no-grave en dos
subgrupos: pacientes con signos de alarma y aquellos sin éstos; teniendo muy en cuenta
gue los pacientes con dengue sin signos de alarma pueden desarrollar dengue grave

(31).



La infeccion por un serotipo desarrolla inmunidad tipo-especifica a largo plazo en los
convalecientes, y la progresion a formas graves de la enfermedad es frecuentemente
asociada con una infeccion secundaria por algun serotipo heterélogo (32). Otras
hipdtesis sostienen cambios en la virulencia del virus, susceptibilidad genética, la

tormenta de citosinas y la respuesta inmunoldgica del hospedero (33).

La incidencia exacta del dengue es dificil de determinar, pero las estimaciones del
numero real de infecciones anuales por dengue oscilan entre 284 y 528 millones, de los
cuales 96 millones son casos aparentes (34). Los casos aparentes se definen como todas
las infecciones sintomaticas, incluidas las que no son detectadas por los sistemas de
notificaciéon. En los informes de casos de dengue en 76 paises se observé un aumento
sustancial en la incidencia del dengue entre 1990 y 2013. El nimero de casos aparentes
se duplicd en cada década, de 8,3 millones en 1990 a 58,4 millones en 2013. Entre los
casos ocurridos en 2013, 10,5 millones se trataron en un entorno hospitalario, 28,1
millones de casos se trataron en un entorno sanitario ambulatorio, y 19,7 millones
permanecieron fuera del sistema sanitario. Las mayores tasas de incidencia
estandarizadas por edad se dieron en el Sudeste Asiatico, con una media anual de 34,3

casos por 1000 personas (34, 35).

Las infecciones inaparentes por DENV son un componente importante en los brotes
globales de dengue porque pueden servir como una fuente de infeccién al mosquito.
Tiempo atrds se asumia que las personas con infecciones inaparentes no eran capaces
de infectar mosquitos porque no alcanzaban niveles suficientemente altos de viremia
(36). Sin embargo, Duong et al. demostraron que las personas con infecciones naturales
por los DENV vy sin sintomas clinicos pueden contribuir a la dindmica de transmisién a
través de la eficiente infeccion de mosquitos Ae. aegypti. Independientemente de los
mecanismos subyacentes, esos resultados confirman la hipdtesis de que la transmisién
de los DENV de humanos a mosquitos puede ser "silente" ya que ocurre en ausencia de

enfermedad aparente (37).



1.1.2 El dengue en Cuba

Desde el siglo XVIIl y hasta mediados del siglo XX (1945) en Cuba existieron informes de
brotes que bien podrian atribuirse a la enfermedad del dengue (38). Sin embargo, no es
hasta 1977 que por primera vez se confirma a nivel de laboratorio la ocurrencia de una
epidemia causada por DENV. El agente etioldgico aislado en esta epidemia fue DENV-1,
se estima que se infectd el 50% de la poblacién con un cuadro benigno (39).
Posteriormente, en 1981 se produce otra epidemia esta vez el agente causante fue
DENV-2, que concluyé con 158 fallecidos, de ellos 101 nifios (40). Luego de esta
epidemia, en Cuba se desarrollé una campafia de lucha contra Ae. aegypti, que permitio
gue el pais se mantuviera libre de transmision por mas de 15 afios. En 1997 se produjo
una nueva epidemia, esta vez el agente etiolégico fue DENV-2, localizada
fundamentalmente en la provincia de Santiago de Cuba, con 3012 casos confirmados y
12 fallecidos (41). En el afio 2000, se informd la circulacion del DENV-3 (42).
Posteriormente, en 2006 ocurrid un incremento de la transmision. Se detectaron casos
de dengue en 8 provincias del pais (Camagiiey, Ciego de Avila, Cienfuegos, La Habana
(antes de la division en Artemisa/Mayabeque), Guantanamo, Villa Clara, Las Tunas y la
Ciudad de La Habana, donde se aislaron los serotipos 3y 4 (43). A pesar de los esfuerzos
para controlar la transmisidon del dengue en Cuba, durante las ultimas décadas se

informa la circulacion de varios serotipos en el pais (43).

1.2 Los virus del dengue

1.2.1 Clasificacion, estructura y organizacion del genoma

Los virus del dengue (DENV) pertenecen al género Flavivirus de la Familia Flaviviridae,
poseen un ARN monocatenario de polaridad positiva de aproximadamente 10,7 kb de
longitud rodeado de una nucleocapside de simetria icosaédrica, de 30 nm de didmetro,
la cual estd constituida por una proteina C (cdpside) de ~11 Kd. Esta estructura se
encuentra contenida por una bicapa lipidica de 10 nm de grosor; en la que se encuentran
insertadas las proteinas estructurales E (envoltura) y M (membrana) de ~53 kd y ~26 Kd
respectivamente, dando lugar a proyecciones que sobresalen de la superficie de los
viriones. El genoma posee un Unico marco abierto de lectura (ORF, del inglés Open

Reading Frame), que se encuentra flanqueado por regiones no traducibles (UTR, del
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inglés Untranslation Regions) que van desde aproximadamente 100 nucledtidos en el
extremo 5'UTR hasta aproximadamente 400-700 nucledtidos en el extremo 3'UTR. El
ARN de las particulas virales maduras codifican para una poliproteina que es escindida
en tres proteinas estructurales (C, My E) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5) (44).

1.3 Origen geografico de los DENV.

Existe una fuerte evidencia que sugiere que los DENV se originaron en primates no
humanos (DENV selvatico) en Africa y Asia. Se estima que los DENV selvéticos
emergieron hace unos mil afios, sin embargo la transmisidén entre humanos quedd
establecida hace tan solo unos cientos de afios (45, 46). Malasia se considera una zona
donde todos los serotipos del dengue evolucionaron de forma independiente a partir de
un linaje ancestral silvestre (45). La primera cepa de DENV-1, la cepa Mochizuki, fue
aislada en 1943 en Japdn, y en 1977 y 1984 se informaron casos en las Américas y Africa
respectivamente (47). El DENV-2 se calcula que divergio de su ancestro selvatico hace
aproximadamente unos 400-600 afios (45). Este serotipo se notificd por primera vez en
1944 en Asia (Papua, Nueva Guinea e Indonesia), en 1964 en Africa (Nigeria) y en 1953
en América (Republica de Trinidad y Tobago) (47). EI DENV-3 se notificé por primera vez
en 1953 en Asia (Filipinas y Tailandia), en 1963 en América (Puerto Rico) y durante 1984-
1985 en Africa (Mozambique) (47). El DENV-4 se notific por primera vez en Asia (en
Filipinas y Tailandia) en 1953 y en las Américas (Brasil, Cuba, Dominica, Puerto Rico y las

Islas Virgenes de EE.UU.) en 1981 (47).

1.3.1 Serotipos, genotipos y linajes de los DENV

El DENV puede clasificarse en cuatro serotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4) que comparten aproximadamente un 65% de similitud en la secuencia de
aminodcidos. Cada serotipo incluye varios genotipos. Un genotipo se define como un
grupo de aislados de DENV que no tienen mas de un 6% de divergencia en su secuencia
de nucledtidos en una region dada del genoma (46). Cada uno de estos serotipos se

dividen a su vez en varios genotipos o clados, como también suelen definirse (tabla 1).



Tabla 1. Clasificacidn de los genotipos de los DENV y su distribucion geografica. Fuente (27, 48, 49)

Serotipo

Genotipo

Origen geografico

DENV-1

Sudeste de Asia, China y el este de Africa.

Tailandia (décadas de 1950 y 1960).

Cepas selvaticas colectadas en Malasia.

Islas del Oeste del Pacifico y en Australia.

América, oeste de Africa y algunas cepas
de Asia.

DENV-2

Asiatico 1

Malasia y Tailandia.

Asiatico 2

China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas.

Cosmopolita

Australia, Africa, Islas del Océano Pacifico
e indico y Medio Oriente.

Americano

América Latina, el Caribe, la India e Islas
del Pacifico en las décadas 1950 y 1960.

Asidtico/Americano

Aislamientos de origen asiatico, y
colectados en las Américas.

Selvatico

Aislamientos colectados en humanos,

mosquitos selvaticos o monos centinelas
tanto en el Sudeste Asiatico como en Africa
Occidental.

DENV-3

Malasia, Filipinas, Indonesia y de las Islas
del Pacifico Sur.

Tailandia, Bangladesh y Vietnam.

India, Sri Lanka, Samoa, Africa y
aislamientos colectados desde 1994 a la
fecha, en Latinoamérica y el Caribe.

Cepa prototipo aislada en Filipinas en el
afio 1956 y aislamientos de Chinay
Malasia de los 80. En la India 2013.

Puerto Rico de los afios 60 y 70, asi como
un aislamiento de Tahiti de 1965.

DENV-4

Tailandia, Filipinas, Japdn y Sri Lanka.

Indonesia, Malasia, Tahiti, Las Américas y
el Caribe.

Aislamientos recientes de Tailandia.

Aislamientos selvaticos colectados en
Malasia.




1.3.2 Diversidad genética de los DENV

Cada serotipo contiene un niumero determinado de genotipos, que generalmente se
asocian con diferentes regiones geograficas (tabla 1). Esta diversidad genética de los
DENV, al igual que otros virus ARN, se atribuye a la baja fidelidad de su ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp, del inglés RNA-depending RNA-polimerase, codificada por
NS5), la cual opera en ausencia de actividad correctora de errores e introduce una
mutacion por cada ciclo de replicacién viral (50). Esto provoca la acumulacién de
genomas virales genéticamente distintos, organizados alrededor de una secuencia
consenso en cada hospedero. Se postula que estas variantes intrahospedero, llamadas
también cuasi especies, interactian a nivel funcional y colectivamente contribuyen a la
adaptacion general de la poblacién viral, lo cual tiene importantes implicaciones para la
patogénesis del virus (51). La baja fidelidad de la RdRp y rdpida velocidad de replicacién,
otorgan a los arbovirus en general la capacidad de adaptarse rdpidamente a los
ambientes fluctuantes que le impone la alternancia de hospederos. No obstante, los
analisis basados en el estudio de presiones selectivas por sitio, a través del calculo de la
tasa de sustituciones no sinénimas sobre las sinénimas (dN/dS), sugieren que la mayoria
de las mutaciones de los DENV son deletéreas (dN/dS<< 1) y que estan sujetas a una

fuerte presion purificadora (52).

Los estudios epidemioldgicos moleculares pueden identificar el recambio (extincion y/o
reemplazo) de genotipos y linajes de DENV. En una determinada regidn geografica, un
genotipo o linaje en particular podria surgir y persistir durante varios anos y luego
extinguirse y ser reemplazado por un genotipo o linaje completamente nuevo. El cambio
de linaje puede darse por un proceso estocastico o surgir debido a variaciones en la

aptitud de los DENV (53).

La introduccidon de nuevos grupos de virus a poblaciones con “ingenuidad™ seroldgica
tiene el potencial para causar brotes sin precedentes y se asocié con manifestaciones
mas graves de dengue (27). Por ejemplo, la introduccion del genotipo
asiatico/americano de DENV-2 en el Caribe en 1981 se asocid con tasas mas elevadas de
las formas graves de la enfermedad (54). La sustituciéon del genotipo asiatico/americano

del DENV-2 por el genotipo asiatico 1 del DENV-2 en Vietnam se atribuyd a niveles mas



elevados de viremia en los pacientes (55). Un estudio en Peru encontré que el linaje Il
del genotipo asiatico/americano del DENV-2 se asocio con un brote grave de dengue en
2010 y 2011. Este linaje fue genéticamente diferente del linaje | del genotipo
asiatico/americano del DENV-2 que circuld previamente en ese pais (32). En India, la
introducciéon de un nuevo linaje de DENV-2 Cosmopolita también se asocié con un
aumento de las manifestaciones graves del dengue (56). El Linaje | del genotipo asiatico
de DENV-2 se asocid con una mayor tasa de replicacién de DENV en humanos y
mosquitos comparadas con el genotipo asiatico/americano del DENV-2. Esto puede
asociarse con una mayor transmision tanto en humanos como en vectores, lo que puede

conducir a brotes en regiones donde este linaje es dominante (56).

1.4 Transmision de los DENV

En la literatura se informan dos ciclos de transmision de los virus del dengue bien
definidos: ciclo de transmisién urbana (ciclos de transmisién en las ciudades donde
estan presente los seres humanos) y ciclo de transmision selvatico (areas forestales).
Ambos ciclos difieren ecoldgica y evolutivamente. Los ciclos urbanos ocurren en 128
paises donde los principales vectores son Ae. aegypti y Ae. albopictus (27). La
transmisién vertical (del mosquito hembra a su descendencia) es esencial en el
mantenimiento de ambos ciclos urbano y selvatico, especialmente mientras transcurre
la estacién de seca o los periodos interepidémicos (57). Hasta el momento no se
reconocen otras rutas de transmisidon que no incluyan directamente al vector como
pudiesen ser: transfusion de sangre, trasplante de drganos, transmision perinatal,
tampoco existe evidencia que pueda transmitirse por via del semen como confirmaron

estudios con el virus del Zika (58, 59).

Los virus del dengue mantienen un ciclo replicativo natural exitoso al transmitirse a
humanos por mosquitos del género Aedes, por lo que se considera un arbovirus (del
acronimo, arthropod-borne, transmitidos por artrépodos). Hasta la fecha se conocen
cuatro serotipos (DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4) que, a pesar de ser genéticamente
distintos, causan enfermedades similares e incluso comparten caracteristicas
epidemioldgicas (60, 61). La infeccidn por un serotipo puede causar inmunidad a
mediano plazo, sin embargo, la infeccidon por otro serotipo es un factor de riesgo para

desarrollar las formas graves de la enfermedad (62, 63).
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1.5 Biologia de Aedes albopictus

Aedes albopictus (Skuse, 1894) es una especie invasora originaria del este de Asia. En el
transcurso de las Ultimas cuatro décadas colonizd exitosamente los continentes de
América, Europa y Africa (64). Se postula que su acelerada distribucién se favorece por
el comercio internacional, especialmente de neumaticos usados (65). La presencia de
Ae. albopictus se registré por primera vez en Cuba en el municipio La Lisa, ubicado en la
provincia La Habana en 1995 (16) y para 2018 se informd su distribucién en los 15

municipios de La Habana (17, 66).

1.5.1 Ciclo de vida y ecologia de Aedes albopictus

El ciclo de vida de Ae. albopictus consta de dos etapas bien definidas. La primera la
constituye una fase acudtica o inmadura representada por tres formas evolutivas

diferentes: huevo, larva y pupa; y la segunda, por la fase aérea o adulta (figura 1).

Adulto

Ciclo

Pupa [ \\»j blOléglCO
x

Figura 1. Ciclo de vida de Ae. albopictus.

Una caracteristica importante, que confiere una ventaja evolutiva a esta especie, es su
capacidad para entrar en diapausa. La diapausa es una via de desarrollo alternativa que
se caracteriza por el desarrollo y la reestructuracién metabdlica. Incluye la regulaciéon

coordinada de procesos oxidativos que producen energia, la supresién de procesos que
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consumen energia y la regulacion de procesos que mejoran la resistencia al estrés (14).
Los huevos de Ae. albopictus pueden permanecer durante varios meses, hasta un afio,

a la espera de condiciones favorables para eclosionar y continuar con el ciclo bioldgico.

El mosquito adulto se caracteriza por presentar una coloracidén negra con escamas
blancas en las patas, térax y abdomen y una linea conspicua blanca longitudinal central
entre térax y cabeza. Tiene una longitud de entre unos 5 y 10 milimetros (13). La
temperatura éptima para el desarrollo del mosquito es de 25°C y pueden llegar a vivir
entre 20-30 dias, a temperaturas de 15°C pueden llegar hasta los 50 dias. Varios estudios
comprueban la capacidad de supervivencia de Ae. albopictus a las temperaturas
invernales (67). La alimentacidon deficiente en los estadios larvales también dilata el
tiempo necesario para el desarrollo del insecto, y se encuentra estrechamente

relacionada con una disminucién en el tamario final del adulto (13).

Se plantea que Ae. albopictus no se aleja grandes dsitancia de sus criaderos. Varias
investigaciones concluyen que el radio del vector se encuentra entre los 250 metros
diarios, pero puede alcanzar distancias de hasta 500 metros en condiciones que lo
requieran (68, 69). En contraste, otros autores sugieren que el rango de vuelo es mucho
mas amplio y que pueden llegar a volar distancias superiores a los 750 m a lo largo de

su vida (70).

Las hembras poseen un aparato bucal picador-chupador adaptado a la hematofagia
sobre vertebrados (71). No obstante, al igual que los machos se alimentan del néctar de
las plantas, fuente que le permite la subsistencia por largos periodos de tiempo en

ausencia de sangre.

Aedes albopictus se considera principalmente zoofilico y capaz de alimentarse de la
mayoria de los grupos de vertebrados de sangre fria y caliente, incluidos reptiles, aves y
anfibios (13). Estudios realizados sobre fuentes de ingesta en hembras capturadas en el
exterior de las viviendas en Estados Unidos, Tailandia, Italia, La Reunién y Camerun
reveld que Ae. albopictus se alimentd preferentemente de humanos en lugar de
animales domésticos (el 95% de las ingestas de sangre contenian sangre humana) (72-

75).
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El ciclo gonadotrofico presenta una duracién aproximada de 72 horas, aunque puede
distenderse a temperaturas bajas (76). Después de una alimentacién sanguinea
completa, la hembra puede volver a alimentarse en un intervalo de dos a cuatro dias
(76, 77). Las hembras adultas pueden producir hasta cinco lotes de huevos durante su
vida y los ponen en cantidades entre 100-200 por ovipuesta, lo que depende de la

cantidad de sangre ingerida.

Aedes albopictus informa una fuerte plasticidad ecoldgica, lo que permite su rdpida
adaptacion a una amplia gama de habitats. Los estudios en Africa central muestran que
sus sitios de reproduccion larval son diversos, que van desde sitios naturales (agujeros
de arboles, conchas de caracoles, agujeros de roca, cascaras de cacao y coco) hasta
contenedores artificiales (contenedores de almacenamiento de agua, neumadticos

usados, latas, restos de automaoviles, macetas) (78).

De cada huevo nace una larva (figura 1) que inicia un ciclo de cuatro estadios, con un
incremento desde de 1,0 mm de largo y 0,01 mg de peso hasta alcanzar 7,0 mm y 5,0
mg en su Ultimo estadio. Las larvas permanecen la mayor parte del tiempo en la
superficie, ya que necesitan respirar, pero se alimentan debajo del agua de materia
organica como algas y otros microorganismos. Su desarrollo se completa en condiciones
favorables de nutricién y con temperaturas de 25-29°C, entre cinco a siete dias. Después
de la etapa larval, este mosquito transita hacia el estadio pupal en el que se mueve
constantemente, pero no se alimenta y dura aproximadamente dos dias. El ciclo de Ae.
albopictus, de huevo a adulto, se completa en dptimas condiciones de temperatura y

alimentacion entre nueve a diez dias (13).

1.5.2 Aedes albopictus como vector

La habilidad de una especie para transmitir un patégeno, bajo condiciones espacio-
temporales dadas, se conoce como capacidad vectorial (79) y se encuentra determinada
tanto por factores extrinsecos o ecoldgicos, como por otros intrinsecos. Entre los
primeros, se encuentran la longevidad, el periodo de incubacién extrinseco y la

abundancia del vector [56]. Por su parte, los factores intrinsecos se relacionan con las
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bases genéticas de la especie vectora, que incluyen la susceptibilidad a la infeccidn, la
permisividad para el desarrollo del patédgeno y la eficiencia en la transmisidn, y que se
definen en su conjunto como competencia vectorial (80). La capacidad vectorial
entonces, comprende tanto la interaccién del vector con el patégeno, como con el
hospedero; mientras que la competencia vectorial se encuentra restringida

exclusivamente a la interaccién vector-patdgeno y depende igualmente de ambos (81).

Aedes albopictus es el responsable de la transmisidon de dengue en gran parte de la
region de Europa y Asia solo superado por Ae. aegypti, y es casi exclusivamente el vector
de las grandes epidemias en zonas periurbanas de esta enfermedad en Europa y Asia
(82). Como se describié anteriormente, su comportamiento se vincula al hombre en la
medida que se estrecha mas el contacto entre ambos. Su acelerada tasa de preferencia
por la alimentacién antropofagica y algunos rasgos de su conducta se identifican como

potenciadores de la transmision de los arbovirus (83).

Este vector es capaz de transmitir al menos 22 arbovirus, entre los que se encuentran el
dengue, la fiebre amarilla, el chikungunya (CHIKV), la fiebre del Valle del Rift, la
encefalitis japonesa, el virus del Nilo Occidental y el virus Sindbis. Ademas, varios
estudios demuestran que Ae. albopictus también tiene la capacidad de transmitir en
condiciones de laboratorio otros arbovirus, como el virus del Rio Ross, la encefalitis
equina occidental, Oropouche, Jamestown Canyon, San Angelo y el virus Trivittatus (84).
Los estudios de competencia vectorial infieren que Ae. albopictus es un vector muy
eficiente de CHIKV y es capaz de transmitir el virus a los pocos dias de ingerir la sangre
infectada (85). Curiosamente, se observd que un cambio de aminoacidico en el gen de
la envoltura 1 (E1), en la posicion 226 (A226V), era responsable del aumento de la
adaptabilidad y la mejora de la transmisién de CHIKV por Ae. albopictus en comparacion
con Ae. aegypti (86). Los estudios también demuestran que Ae. albopictus, cuando se
coinfecta con DENV y CHIKV, es capaz de replicar y diseminar ambos virus de forma

independiente (87).
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1.6 La interaccion de Aedes albopictus con los DENV
1.6.1 Ciclo extrinseco de los DENV en Aedes albopictus

Una vez que el virus ingresa en el mosquito, por medio de la sangre humana ingerida,
se inicia un periodo de incubacién extrinseco (PIE) que finaliza cuando las particulas
virales son excretadas en la saliva. El PIE puede durar entre 2 y 15 dias en dependencia
de las condiciones climaticas, los genotipos del virus y el mosquito, las condiciones de

desarrollo del estadio larval de la hembray la dosis viral adquirida (88-90).

La interaccion del virus con su vector es un fendmeno clave en la transmisién de los
DENV, pues para que esta sea efectiva, deben ocurrir determinados eventos que
permitan al virus completar su ciclo dentro del vector (91). Cronolégicamente, después
de que el virus es ingerido por el mosquito, llega hasta las células epiteliales del intestino
medio donde se replica. Posteriormente, la progenie viral es liberada, alcanza el
hemocele y se disemina a través de la hemolinfa a los érganos blanco secundarios
(trdquea, cuerpo graso, musculatura toracica, tubulos de Malpighi, ovarios, sistema
nervioso) hasta que finalmente llega a las glandulas salivares donde su replicacién y
deposicidon en las cavidades apicales de las células acinares permiten su inoculacién en

la saliva a un nuevo hospedero durante la picadura (figura2)(92).
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Figura 2. Se muestra la ruta que siguen las particulas virales en la hembra del mosquito.
Adaptada de (93, 94).
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El ciclo de vida de los DENV en las células del mosquito es generalmente homélogo al de
las células humanas (95). Inicialmente, el virus se une a los receptores de superficie de
las células epiteliales del intestino medio (96). A continuacion ocurre la endocitosis
mediada por clatrina y la subsecuente maduracion endosémica, que implica una
disminucion del pH lo cual promueve la fusion de la envoltura viral con el endosoma, y
asi la liberacion del ARN viral al citoplasma para su replicacién y traduccién (97, 98). La
traduccién del ARN viral ocurre en el reticulo endoplasmatico produciendo un Unico
polipéptido que es luego procesado en las proteinas individuales tanto estructurales
como no estructurales. La replicacion del ARN viral ocurre a través de la produccién de
una cadena intermediaria negativa que sirve como molde para la sintesis de multiples
copias de ARN viral positivo. Las proteinas estructurales C, prM y E son luego producidas
en grandes cantidades mediante sucesivos ciclos de traduccion y ensamblaje con el ARN
viral en el reticulo endoplasmatico (99). Este proceso continda con la maduracién de los
viriones en el Complejo de Golgi, la eventual exocitosis viral de la célula huésped y la
diseminacion e infeccion a otras células (100). La union de los arbovirus a la célula
huésped es cepa/especie especifica. Pequefios cambios en la secuencia aminoacidica de

los receptores puede alterar la especificidad del hospedero (93).

1.6.2 La defensa del mosquito contra la infeccidén por dengue

1.6.2.1 Barreras a la infeccion por dengue

Como todos los insectos, Ae. albopictus posee multiples barreras anatdmicas y
fisioldgicas, que pueden impedir la invasidon y establecimiento de patégenos durante los
procesos de infeccidn. La primera barrera fisica que ofrece el vector es la membrana
peritréfica (MP), una gruesa envoltura quitinosa semipermeable compuesta ademds por
proteinas y glicoproteinas, que rodea el alimento contenido en el lumen y lo separa del
epitelio intestinal (101). La MP de la hembra se forma en respuesta directa a la
alimentacion sanguinea y se observa al microscopio éptico o electrénico entre cuatro y
ocho horas después de la ingestién de sangre. El papel de la MP como barrera fisica a la
infeccidn por patégenos ha sido ampliamente discutido (102). Algunos autores plantean
gue la MP es impermeable a particulas del tamafio de virus (103), sin embargo otros

afirman que dado el tiempo que tarda la MP en formarse, los arbovirus pueden penetrar
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e infectar las células del intestino medio antes de su formacién (102). La degradacion de
la membrana peritréfica o de la capa de mucina unida a la membrana favorece la

permisividad de los insectos a los arbovirus en los mosquitos (94).

Una vez en el espacio ectoperitréfico, el patégeno encontrara la Barrera a la Infeccion
del Intestino Medio (MIB, del inglés Midgut Infection Barrier), la cual limita la
colonizacién de este 6rgano por el virus (79). Los mecanismos moleculares que hacen
funcionar la MIB para impedir la entrada de los viriones a las células del epitelio
intestinal no estdn totalmente dilucidados, aunque se identificaron varias proteinas con

un rol potencial como receptores virales de superficie (93).

Una vez dentro del epitelio intestinal, el virus debe replicarse y alcanzar el sistema
circulatorio del mosquito con el fin de diseminarse e infectar dérganos blanco
secundarios. Los elementos involucrados en impedir la multiplicacién y diseminacién
viral constituyen la Barrera al Escape del Intestino Medio (MEB, del inglés Midgut Escape

Barrier) (79).

Las evidencias disponibles sugieren que la ldmina basal (LB) es la ruta critica en la MEB
(104). Esta estructura que separa las células del intestino medio del hemocele es una
matriz proteica secretada por las células epiteliales en su superficie basolateral (105).
Entre los mecanismos de diseminacién viral propuestos esta el escape a través del
complejo traqueo-muscular que rodea el intestino medio y donde la LB es porosa y
desordenada, permitiendo el paso a los viriones (106). También se postula que
determinadas moléculas sefiales y efectoras, que se activan en presencia de la

replicacion viral, remodelan la LB de manera que los viriones puedan atravesarla (107).

Después de una diseminacién exitosa desde el intestino medio, los arbovirus
normalmente infectan los hemocitos, el cuerpo graso, el tejido neural y en ocasiones el
tejido muscular antes de infectar las glandulas salivares (GS) (93, 108). La replicacion del
DENV en ellas estd también controlada por dos barreras naturales: la Barrera a la
Infeccion de las Glandulas Salivales (SIB, del inglés Salivary gland Infection Barrier) y la
Barrera al Escape de las Glandulas Salivales (SEB, del inglés Salivary gland Escape

Barrier).
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Similar a la infeccion del intestino medio se cree que la invasion de la GS esté mediada
por receptores (93). Para Ae. aegypti se postula que en los eventos de reconocimiento
de los cuatro serotipos de DENV participen como receptores las proteinas de 77, 58, 54y
37 kDa de las GS (109). Posteriormente, la liberacién del virus en la saliva se supone
ocurra dependiente de apoptosis. Datos experimentales sugieren que una apoptosis
inducida a corto plazo es necesaria para que el virus sea eficientemente liberado en los
conductos salivares, después de romper las células acinares de las GS (110); aunque
existen evidencias de una fuerte presién de seleccidn contra la apoptosis inducida

constitutivamente en células de mosquitos infectadas por arbovirus (111).

También existen determinantes virales que permiten burlar las barreras que vectorial
virus. Se ha comprobado que la composiciéon de la envoltura viral juega un papel
fundamental en el cruce de estas barreras tisulares (112). Por ejemplo, Khoo et al. (113)
describieron que con solo la sustitucién de un aminodcido cargado Arg94 por Gln en la
glicoproteina E de DENV-2, el virus experimentd un escape eficiente del intestino medio
cuando se enfrenté a una fuerte MEB en Ae. aegypti y por tanto un aumento de la
competencia vectorial en el culicido. De manera similar, en Sri Lanka una cepa nativa de
DENV-3 fue desplazada por una cepa invasora. Ambas fueron asociadas con una tasa
similar de infeccidn en Ae. aegypti, pero la cepa invasora de DENV-3 poseia una ventaja

replicativa que indujo una acelerada diseminacidn de la infeccién (114)

1.6.2.1 Respuesta inmunoldgica innata a la infeccién por dengue

Ademads de las barreras naturales existen mecanismos inmunoldgicos innatos que
limitan la infeccidn viral en el vector (92). La via Toll es conservada en mosquitos y juega
un papel decisivo en la defensa antiviral (99). La infeccion por DENV en el intestino
medio, el cuerpo y las glandulas salivares activa la transcripcion de los componentes y
efectores de esta via, por lo que multiples péptidos antimicrobianos como cecropina y
defensina son secretados para combatir el virus (115). Las infecciones con las cepas PR
DENV-1 provocaron una respuesta mas fuerte de los genes de la via inmunitaria Toll que
el PR DENV-2 en Ae. aegypti, pero en Ae. albopictus la expresion de los genes de la via

Toll tendid a ser similar entre los serotipos. Dos genes (un gen de la proteina ribosémica
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S5 y un gen similar a la nimrod) de Ae. albopictus se expresaron en respuesta al DENV
(116). El papel de reconocimiento molecular para una amplia mayoria de arbovirus por
la via IMD (del inglés immunedeficiency) en cultivos celulares Aeg2 se comprobd
recientemente (117). El papel antiviral de la via JAK-STAT (del inglés Janus kinase/signal
transducers and activator soft transcription) es conservado en la defensa contra DENV.
La replicacién del DENV en el intestino medio del mosquito es significativamente

incrementada cuando esta via es transitoriamente suprimida (118).

La via ARN de interferencia (ARNi) es la mayor respuesta innata antiviral que los vectores
usan para restringir las infecciones por arbovirus (119). Este mecanismo incluye tres vias
nombradas por sus ARN efectores: ARN de interferencia pequefio (ARNsi), micro ARN
(ARNmi) y ARN interactuante con proteinas Piwi (ARNpi) (119). La respuesta ARNSsi
exogeno es el mecanismo ARNi mejor estudiado y se activa cuando el ARN doble cadena,
(intermediario replicativo del virus) es reconocido en el citoplasma de células infectadas,
y procesado por varias enzimas (Dicer-2, R2D2, RISC, Ago2) (99, 120). Los genes de la via
ARNsi experimentan una seleccion rapida, positiva y diversificadora en mosquitos (121),
y su diversidad se asocia con la competencia vectorial de esta especie (122, 123). Se
destaca ademas la importancia de la via RNAi en la modelaciéon de la estructura
poblacional del arbovirus para lo cual se postula que el ataque del genoma viral por la
via del ARNsi puede provocar la rapida aparicion de mutantes de escape que permitan

al virus eludir la respuesta RNAi del vector (119).

De esta manera la pugna entre la respuesta inmune innata del vector y las
contramedidas del arbovirus conducen a la sobrevivencia del mosquito y permiten una
infeccion equilibrada que disminuye los posibles costos adaptativos impuestos por el
virus al vector, pero mantiene su infeccidon a los niveles necesarios para su transmision

eficaz (92, 119).
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1.6.3 Seleccion viral por el mosquito

El cambio de hospederos somete a los arbovirus a frecuentes y significativas
disminuciones del tamafio poblacional. Dentro de ambos hospederos, estas caidas
ocurren durante el establecimiento inicial de la infeccion y la sucesiva dispersién hacia
los tejidos y drganos. Durante el proceso de alimentacion sanguinea del mosquito, un
pequeiio porcentaje de la poblacidn total de virus circulante en el humano establece
unainfeccion en el insecto (124). El arbovirus infecta los principales tejidos del mosquito
desde su establecimiento en el intestino medio, la difusién hacia el hemocele y la
invasién de las GS, en funcién de ser transmitido, y de esta manera encuentra varios
obstaculos anatdmicos (92). Aunque estos obstaculos producen caidas severas en el
tamafio de la poblacién viral, no afectan el grado de diversidad genética, la cual es
rapidamente restablecida por mutaciones y la expansidn demografica consiguiente (92).
Sin embargo, el repertorio de variantes virales es significativamente alterado durante
estos procesos, tal como lo demostraron Sim et al. (124). En este estudio la diversidad
genética de DENV se mantuvo durante la transmision del humano al mosquito, pero el
repertorio de variantes cambid sustancialmente entre la sangre venosa y los diferentes
drganos de Ae. aegypti que se infectaron al alimentarse de una persona enferma. Mas
del 90% de las variantes genéticas de DENV presentes en la sangre venosa ingerida se
perdieron en la transicion al abdomen del mosquito, asi como desde el abdomen hasta
las GS. Por otro lado, Lequime et al. (125) estudiaron el comportamiento de las
poblaciones virales de dengue en diferentes lineas de mosquitos Ae. albopictus. Estos
investigadores hallaron que Ila diversidad genética de DENV se incrementd
significativamente después de la infeccidn inicial, pero fue restringida por una fuerte
seleccion purificadora durante la expansion de la poblacidon de DENV en el intestino
medio. Los niveles de diversidad genética de DENV que se observaron en el intestino
medio difirieron significativamente entre las lineas de mosquitos evaluadas. De esta
manera concluyeron que la diversidad genética de DENV estd determinada por el
genotipo del vector y los efectos combinatorios de la deriva genética y la seleccién

natural.
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1.6.4 Vias de transmision de los virus del dengue

La transmision de patégenos entre hospederos se clasifica como vertical u horizontal
independientemente de la via fisica de transmision (126). La transmisién vertical o
hereditaria, se refiere a la transmision de patégenos de un parental a la descendencia,
mientras que la transmision horizontal incluye todos los otros modos de transmision no
parental, incluyendo la transmisién por vectores. La transmisién vertical y horizontal no
son mutuamente excluyentes y la combinacién de ambas, conocida como transmision
de modo mixto, es comun entre hospederos y patdégenos, ya sean eucariotas, bacterias

o virus (127).

Los virus del dengue se mantienen en la naturaleza principalmente mediante la
transmisién entre la hembra de un vector del género Aedes y el hombre (transmisién
horizontal). El mosquito se infecta al alimentarse con sangre de un humano virémico vy,
después de completar el periodo de incubacidn extrinseco, el virus puede infectar a un
humano susceptible durante la préxima alimentacién del mosquito infeccioso (89).
Aunque la transmision horizontal es fundamental en la determinaciéon de la
epidemiologia de esta enfermedad, existen hipdtesis sobre vias alternativas de

transmisién en las poblaciones del vector (128).

El mantenimiento de los arbovirus en areas endémicas durante condiciones
desfavorables para la actividad vectorial es una evidencia epidemioldgica que hace
sospechar de rutas alternativas de transmision (129). Se postulan varias teorias para
explicar el mantenimiento de los arbovirus durante periodos interepidémicos, tales
como la reintroduccién del virus, la circulacién en otras especies que actlan como
reservorios y mecanismos alternativos de transmision (129). Estudios filogeograficos de
secuencias de aislamientos virales en humanos, colectados antes, durante y después de
epidemias de DENV, encontraron que a pesar del grado de mutacién del virus, la entidad
viral fue la misma a lo largo del tiempo en cada lugar, aunque difirié entre los distintos
sitios estudiados (130, 131). Esto sugiere que el virus se mantuvo localmente a pesar de

la ausencia de condiciones para la transmisién horizontal (129).
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La transmision vertical de los DENV en poblaciones del género Aedes se propone como
un mecanismo que garantiza el mantenimiento del virus en la naturaleza durante
condiciones adversas para la transmision horizontal (128). Se observé que las hembras
de Ae. aegypti y Ae albopictus son capaces de transmitir el virus verticalmente a su
descendencia, después de infectarse, ya sea mediante alimentacién o inoculacién
intratoracica en condiciones de laboratorio (83). Este fendmeno se encuentra descrito
también en la naturaleza por estudios que comprueban la presencia los DENV en larvas
y machos adultos colectados en el terreno (83). Varios autores sugieren que la
transmisién vertical de los virus del dengue favorece la circulacién endémica de estos
virus (132, 133), lo cual pudiera explicar que los paises con mayor cantidad de reportes
de trasmision vertical de dengue en mosquitos se ubican en zonas consideradas
endémicas o hiperendémicas como Latinoamérica (134, 135) y el Sudeste asidtico (136,

137).

La transmisién vertical de arbovirus en mosquitos ocurre generalmente por via materna
y a través de dos principales mecanismos: transmisién transovarica por la cual el virus
infecta los tejidos germinales de la hembra y la transmisién trans-huevo por la cual el
virus infecta los huevos durante la oviposicidn (138). No obstante, algunos autores han
declarado que la transmisién vertical no ocurre en determinadas poblaciones de
mosquitos o que en algunos contextos ocurre con baja frecuencia (139-141). Hasta el
momento, las consecuencias epidemioldgicas de la transmisién vertical de los DENV en
mosquitos generan controversia (128). De cualquier manera, la posibilidad de que una
hembra del género Aedes infectada por transmisidon vertical pueda ser infecciosa
inmediatamente después de emerger, sin tener que ponerse en contacto previo con un
humano virémico, multiplica el riesgo de transmision de este virus (142). Ademas, se
propone que la deteccién de la transmisién vertical de los DENV en la naturaleza,
pudiera ser de utilidad en los sistemas de vigilancia y alerta temprana de brotes de

dengue.

En la actualidad no existen vacunas disponibles ni tratamientos terapéuticos especificos
para hacer frente al dengue. La medida profilactica fundamental se basa en estrategias
integradas de disminucidon de las poblaciones del género Aedes para detener su
transmisién (143). De esta manera, cada vez son mds urgentes las investigaciones
encaminadas a profundizar en el conocimiento de la transmisién de los DENV y mejorar
los sistemas de vigilancia que faciliten el monitoreo de la situacidon epidemioldgica y

permitan dar una respuesta para controlar la transmisién.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Tipo de estudio

Este es un estudio observacional descriptivo de corte transversal, con cardcter

retrospectivo.

2.2 Descripcion del drea de estudio

El estudio se realizd6 en 6 municipios de la provincia de La Habana (Arroyo Naranjo,
Boyeros, Cotorro, Guanabacoa, Playa y Plaza de la Revolucidn) (figura 3) la que se ubica
en la regidn occidental de Cuba, entre 22°58', 23°10' de latitud norte y los 82°30', 82°06'
de longitud oeste. Ocupa el decimocuarto lugar en extensidon geografica entre las
provincias con 721,01 km?, y representa el 0,7% de la superficie total del pais. Sus limites
geograficos son: al norte con el Estrecho de la Florida, al oeste con la provincia de
Artemisa, al este y sur con la Provincia de Mayabeque. Es la provincia mas pequefia del
pais y la mds poblada, con alrededor del 20 % de la poblacién (2.135.498 habitantes).
Estos municipios se eligieron teniendo en cuenta el historial de elevados valores de
infestacidon de Ae. albopictus (144) y el numero de casos de dengue que se informan

anualmente.
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Figura 3. Division politica-administrativa de la provincia La Habana. En colores se muestran delimitados
los municipios que se utilizaron en el estudio. Tomado de Oficina Nacional de Estadistica e Informacion
(ONEI), 2022.

2.3 Obtencidn y procesamiento de muestras entomoldgicas

Las larvas y pupas se colectaron durante el afio 2019 por los operarios del Programa de
Control de Ae. aegypti y Ae. albopictus del Ministerio de Salud Publica en las areas de
salud y fueron enviadas al Departamento de Vigilancia y Lucha Antivectorial de cada
municipio. Las muestras identificadas como Ae. albopictus se conservaron en etanol al
70% vy se almacenaron a 4°C antes de enviarse a la Unidad Provincial de Vigilancia y Lucha
Antivectorial para el control de la calidad. Las muestras reclasificadas como Ae.
albopictus se contaron y se enviaron al Departamento de Control de Vectores del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), donde fueron clasificadas
nuevamente y se conservaron en las condiciones antes descritas hasta su
procesamiento. Los datos que acompafiaban cada muestra se almacenaron en la base
de datos del laboratorio y los sitios de colecta fueron georeferenciados con el programa
Maplinfov.11.0 (Pitney Bowes Software Inc, 2011) en concordancia con los datos de cada

sitio de colecta.
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2.3.1 Procesamiento de las muestras entomologicas

Con las muestras colectadas se conformaron grupos mixtos (larvas y pupas) de entre 15
y 25 ejemplares. En cada grupo formado se tuvo en cuenta la distancia del area en que
fueron colectadas, nunca se incluyé en el mismo grupo, larvas o pupas colectadas a una
distancia superior a 2 manzanas adyacentes. Los grupos se maceraron con PBS al 1% en
un disruptor de tejidos TyssuelLyser Il (Qiagen, Alemania) y centrifugados a 13000xg por

15 min a 4°C, el sobrenadante se conservé a -80°C para su posterior procesamiento.

2.4 Deteccidn y serotipificacidn de los virus del dengue
2.4.1 Extraccion del ARN viral

La extraccion del ARN de los DENV de cada grupo se efectud en un extractor automatico
Qiacube (Qiagen, Alemania). Para ello se utilizé el estuche comercial QlJAamp viral RNA
(Qiagen, Alemania) y 140 pL del sobrenadante del homogenado de cada grupo y se

procedid segln las indicaciones del fabricante.

2.4.2 Amplificaciéon del gen C/PrM de los virus del dengue

El gen C/PrM del genoma viral se amplificé a través de una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) anidada, segun el protocolo descrito por
Lanciotti et al. (145) con las siguientes modificaciones: 1. empleo de enzimas de mayor
fidelidad OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Alemania) y Expand High Fidelity PCR System
(Roche, Alemania), 2. adicién de inhibidor de ARNasa a la primera reaccién de la PCR
anidada y 3. aumento de las temperaturas de hibridacion de los cebadores en ambas
reacciones, en la primera ronda de reaccion de 55 a 65°C y en la segunda ronda de
reaccion de 55 a 63°C. Estas modificaciones tuvieron como objetivo aumentar la
sensibilidad del procedimiento disefiado originalmente para el diagnéstico de los DENV

en muestras de suero humano.
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2.4.3 Transcripcion reversa- Reaccion en cadena de la polimerasa

La primera reaccion de la PCR anidada consistié en una Transcripcién Reversa (RT, por
sus siglas en inglés) en un solo paso. Se utilizd el estuche comercial OneStep RT-PCR Kit
(Qiagen, Alemania) y el termociclador QCycler Il (Quanta Biotech, Reino Unido) para la
reaccion de amplificacidon segun la recomendacidn del fabricante. Se prepard, para cada
muestra, una mezcla que contenia tampdn de reaccién (1X), solucién equimolar de los
cuatro desoxinucledtidos trifosfato (dNTP, por sus siglas en inglés) (400 umol/L cada
uno), 1 umol/L de los cebadores D1 (sentido: 5’-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-
3’) y D2 (antisentido: 5’-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’), inhibidor de ARNasa
(5 U), 2 uL de la mezcla de enzimas y agua libre de nucleasas hasta completar 40 pL.
Posteriormente, se adicionaron 10 plL del ARN extraido previamente para un volumen
final de reaccion de 50 uL. El programa de la RT-PCR incluyd: incubacion inicial a 50°C
por 30 min, un paso de desnaturalizacién a 95°C por 15 min y 35 ciclos de
desnaturalizacion (94°C por30 s), hibridacién (65°C por 1 min) y elongacién (72°C por 1

min). Por ultimo, se realizé un paso de elongacién a 72°C por 5 min.

2.4.4 Electroforesis en gel de agarosa

Para corroborar la presencia del dcido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de
511 pares de bases (pb) producto de la primera reaccién de la PCR anidada, se realiz
una electroforesis en gel de agarosa al 2% en tampdn TBE 1X (Tris 89 mmol/L (Sigma-
Aldrich), Acido Bérico 89mmol/L (Sigma-Aldrich), EDTA 2mmol/L (Sigma-Aldrich)
pH=8,3. Se utilizé GelRed 10000X (Nucleic Acid Stain) para la visualizacién de las bandas.
Se aplicaron, en cada pocillo, 10 pL del producto de la PCRy 2 pL de tampdn de muestra
y se realizd la corrida a 120 V y 400 mA durante 45 min. Al finalizar se utilizé un sistema
de documentacion de geles UVisave D-55/20M (UVITEC, Inglaterra) para la visualizacién
de las bandas. Las tallas de cada amplicon se estimaron a partir de un marcador
molecular de ADN (Promega™ 100bp DNA Ladder Molecular Weight Marker) que se

incluyd en cada gel como referencia.
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2.4.5 Segunda reaccién de la PCR anidada: serotipificacién de los virus del dengue

La segunda reaccién de la PCR anidada se realizé a partir del ADNc obtenido en la RT-
PCR, los cebadores descritos por Lanciotti et al. (145) (tabla 2) y el estuche comercial
Expand High Fidelity PCR System (Roche, Alemania). Para su ejecucidn, se prepard una
mezcla que contenia: tampdn de reaccidn (2X), solucidén equimolar de dNTP (200 umol/L
de cada uno), la enzima polimerasa (1,5 U), agua libre de nucleasas y 1 pmol/L de los
cebadores D1 (sentido) y TS1, TS2, TS3 y TS4 (antisentido) hasta completar 48 uL. Los
cuatro cebadores antisentido se agregan a la mezcla e hibridan con la cadena de ADNc
en dependencia del serotipo de DENV que se amplifique (tabla 2). Posteriormente, se
adicionaron 2 L del producto de amplificacion de la primera reaccién de la PCR anidada
para un volumen final de 50 pL de mezcla. Se utilizaron, como controles negativo y
positivo, tubos a los que se anadieron respectivamente, en lugar de ADNc molde, 2 pL
del producto de reaccion correspondiente a dichos controles en la RT-PCR.

Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar el gen C/PrM vy serotipificar los virus del dengue, adaptada
de (152).

Cebador secuencia (5'>3") Especificidad de Producto (pb)
tipo

D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG DENV 511 (D1 and D2)
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC DENV

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG DENV-1 482 (D1 and TS1)
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG DENV-2 119 (D1 and TS2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC DENV-3 290 (D1 and TS3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA DENV-4 392 (D1 and TS4)
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La reaccidn se ejecutd en un termociclador QCycler Il (Quanta Biotech, Reino Unido) que
comenzé con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min. Posteriormente se
realizaron 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C por 30 s), hibridacién (63°C por 1 min) y
elongacion (72°C por 1 min). Por ultimo, se realizdé un paso de elongacién a 72°C por 5

min.

Para evidenciar la presencia del producto obtenido en la PCR anidada, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Como control positivo se utilizé un grupo formado
por aislamientos virales de los cuatro serotipos de dengue suministrado por el LNRA del
IPK. Ademas, se utilizé un marcador de peso molecular de ADN (100 bp DNA Ladder

Molecular Weight Marker, Promega).

2.5 Genotipificacion de los virus del dengue
2.5.1 Purificacién del producto de la PCR anidada

Los productos de la PCR anidada se purificaron mediante el empleo del estuche
comercial Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen, Alemania) como sigue: se anadieron 5
voliumenes de tampdn PB por cada volumen de producto de la PCR anidada. Esta mezcla
se aplicd en una columna de purificacién (suministrada por el fabricante) y se centrifugd
a 15000xg por 1 min a 4°C. Se descartd el eluato, se afiadieron 750 pL de tampén PE y
se centrifugd dos veces mas en igualdad de condiciones. El contenido de la columna se
eluyé en un tubo limpio después de afiadir 50 puL de tampdn EB, se dejd reposar por 1
min y se centrifugd a igual velocidad, temperatura y tiempo que en los pasos anteriores.
La verificacién de la efectividad del proceso se efectud a través de una electroforesis en

gel de agarosa al 2% del ADN purificado.
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2.5.2 Secuenciacion nucleotidica de los fragmentos del gen CPrM de los virus del
dengue

2.5.2.1 Reaccidn de secuencia

La determinacion de la secuencia nucleotidica de los productos de la PCR anidada se
realiz6 mediante el método de Sanger (146) con el uso de un estuche comercial (CEQ
DTCS Quickstart kit, Beckman Coulter). Para cada muestra se prepararon dos mezclas de
reaccién que contenian: 3 pL del ADN purificado, 8 pL de agua estéril, 8uL de Master
Mix (enzima, dNTP, dideoxinucledtidos marcados y tampdn de reaccidn) y un cebador
(0,25 umol/L) para 20 puL de volumen final. Una de las mezclas de cada muestra siempre
contuvo el oligonucledtido D1 y el cebador de la otra mezcla (TS1, TS2, TS3 o TS4)
dependié del serotipo identificado en la muestra segun la talla aparente del amplicén
(ver tabla 2 para mas detalle). Posteriormente, se desarrolld la reaccidn en 30 ciclos de
96°C por 20 s, 55°C por 20 s y 60°C por 4 min, en un termociclador QCycler Il (Quanta

Biotech, Reino Unido).

2.5.2.2 Purificacién del producto de la reaccién de secuencia

La purificacién de los productos de la reaccidon de secuencia se realizé mediante el
método de precipitacién con etanol. Para ello, se prepard un tubo estéril etiquetado
para cada muestra, al cual se le adicionaron 5 pL de solucién terminadora (2uL de
Acetato de Sodio 3 mol/L + 2 uL EDTA 100 mmol/L + 1 uL de glucégeno 20 mg/mL). La
solucién anterior se mezclé con 20 uL de la reaccidon de secuencia y 60 pL de etanol
absoluto. Esta mezcla se centrifugd a 15000xg por 25 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se lavé el precipitado 2 veces con 200 pL de etanol 70% (v/v). En cada
paso de lavado se centrifugé a 15000xg a 4°C, por 2 min. Después de descartar el
sobrenadante cuidadosamente, se dejo secar el precipitado y se resuspendié en 40 plL

de formamida (99%) empleando el vortex.
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2.5.2.3 Andlisis de las secuencias

Los productos purificados de la reaccién de secuencia se transfirieron a las placas del
secuenciador automatico de electroforesis capilar CEQ 8800 (Beckman Coulter, EE. UU).
Las secuencias y sus cromatogramas correspondientes se procesaron en el programa

Sequencer 4.9 (Gene Codes Corporation, EE. UU).

Las secuencias que se obtuvieron del segmento C/PrM del genoma viral de los DENV
provenientes de los estadios inmaduros de los grupos de larvas analizados se
compararon con secuencias similares obtenidas en otros estudios y que se encuentran
disponibles en la base de datos GenBank (Anexos). Las secuencias descargadas junto con
las obtenidas en esta investigacién fueron alineadas mediante el algoritmo ClustalX

(147) y se realizé una prueba de ajuste de modelo evolutivo en MEGA 11 (148).

2.6 Construccion de mapas de distribucién espacial de los virus del dengue

Los sitios de aparicion de estadios inmaduros de Ae. albopictus infectados con algin
serotipo de dengue fueron cartografiados a partir de los datos de georreferenciacion
obtenidos para cada muestra mediante el Sistema de Informacion Geografica MaplInfo
v.11.0 (Pitney Bowes Software Inc, 2011) Se construyeron mapas de distribucién en los
municipios donde se encontraron grupos positivos para algun serotipo de DENV por

medio del programa MapInfo v.11.0 (Pitney Bowes Software Inc, 2011).
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3. Resultados

3.1 Deteccion y serotipificacion de los DENV

Se colectd un total de 2052 especimenes de Ae. albopictus en estadios inmaduros (larvas
y pupas) entre enero y diciembre de 2019. El municipio donde se obtuvo la mayor
cantidad de muestras, organizados de mayor a menor, fue el Cotorro donde se
capturaron 1051 especimenes, 363 de Arroyo Naranjo, 299 de Plaza de la Revolucion,
205 de Boyeros, 89 de Playa y 45 de Guanabacoa (Tabla 3). Se conformaron un total de
90 grupos de los cuales 14 resultaron ser positivos para al menos un serotipo de DENV,

lo cual representa un 15,6% de positividad durante el periodo de estudio.

La electroforesis en gel de agarosa al 2% de la RT-PCR no reveld ningin producto. Sin
embargo, los productos de la PCR anidada a partir de la primera reaccion revelaron los
amplicones especificos para cada serotipo de DENV (figura 4). Este resultado permitio
confirmar la presencia de los virus en estadios inmaduros de Ae. albopictus y la

determinacién del serotipo viral en cada caso.

Figura 4. Gel de agarosa al 2% de la segunda reaccién “nested” de PCR en grupos positivos a dengue de
estadios inmaduros de Ae. albopictus. M: Marcador de peso molecular. C(+): control positivo de los cuatro
serotipos de dengue, DENV-1 (482 pb), DENV-3 (290 pb), DENV-4 (392 pb), DENV-2 (119 pb). Los carriles
del 2 al 7: grupos positivos de dengue obtenidos en este estudio, C(-): control negativo.
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De los 6 municipios donde se realizo el estudio, solamente en dos se observaron grupos
positivos para algun serotipo de DENV: Arroyo Naranjo y Cotorro. En ambos municipios
se detectaron tres serotipos: DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Los serotipos DENV-3 y DENV-
4 aparecieron con mayor frecuencia en los grupos que se formaron (6,7%), para DENV-
2 se observé una positividad de 5,6%. En cuatro de los grupos se detectaron
simultaneamente varios serotipos: DENV-2/3 (1 grupo), DENV-2/4 (2 grupos) y DENV-
3/4 (1 grupo) (tabla 3).

Tabla 2. Total de Aedes albopictus colectados y grupos positivos a los serotipos de dengue durante enero
a diciembre de 2019 en seis municipios de La Habana.

Municipio Especimenes  Grupos Grupos Serotipos
colectados  formados  positivos "GENVZ T DENV3 | DENVA4 | DENV2/3 | DENV2/4 | DENV3/4

Cotorro 1051 47 9 2 2 3 1 1 0
A. Naranjo 363 16 5 0 2 1 0 1 1
P. de La Rev. 299 12 0 0 0 0 0 0 0
Boyeros 205 9 0 0 0 0 0 0 0
Playa 89 4 0 0 0 0 0 0 0
Guanabacoa 45 2 0 0 0 0 0 0 0
Total 2052 90 14 2 4 4 1 2 1

3.2 Distribucién espacial de los DENV

La distribucién espacial de los serotipos de dengue identificados puede observarse en la
figura 5. En el municipio Arroyo Naranjo se detectaron grupos de estadios inmaduros
infectados en las areas de salud de Grimau (2 grupos), Mantilla (2 grupos) y Parraga (1
grupo), mientras que en Cotorro fue en Efrain Mayor donde se detectd la mayor

cantidad de grupos positivos (8 grupos) de todo el estudio y Cuatro Caminos (1 grupo).
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Figura 5. Distribucidon espacial de los DENV detectados en grupos de estadios inmaduros de Aedes
albopictus en 2019 en el municipio Arroyo Naranjo (A) y Cotorro (B). Los puntos rojos representan las
areas donde se detectaron grupos positivos. Los valores englobados en los circulos muestran los serotipos
identificados.

3.3 Genotipificacién de DENV

En los casos en los que se observé en un mismo grupo la presencia de varios serotipos,
se extrajeron y purificaron los amplicones. Sin embargo, este método genera pérdidas
durante la purificacion a partir del gel de agarosa (149) y no se logré obtener ARN viral
de calidad suficiente para su posterior secuenciacién. De esta manera, de los 14 grupos
donde la PCR fue positiva se obtuvieron 4 secuencias: tres de DENV-4 y una de DENV-3.
Del serotipo 2 no fue posible obtener ninguna secuencia con calidad adecuada para su

analisis.

3.3.1 DENV-3

Con la secuencia de DENV-3 obtenida en este estudio (C26 D3/CUB/2019) se realizé un
analisis filogenético que incluyé 47 secuencias descargadas de la base de datos del
GenBank. El alineamiento se efectud con 233 nucledtidos y el modelo mas fiable para el
analisis evolutivo fue el de Kimura 2-parametros con una distribuciéon Gamma (K2+G)
(figura 6). La secuencia del estudio se agrupd junto con otras secuencias del genotipo Il
aisladas entre 2001 y 2010 en la regién de las Américas, especificamente Nicaragua,

Perdy Cuba.
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Figura 6. Arbol filogenético construido a partir del método de Neighbor-Joining con 48 secuencias de
DENV-3 basado en el gen C/PrM (233 pb) utilizando datos brutos alojados en el repositorio publico
Genbank. Este arbol incluye una nueva secuencia agrupada dentro del genotipo Il, se indica con un circulo
en verde. Las posiciones de otras secuencias de Cuba se indican con un tridangulo. Las longitudes de las
ramas horizontales son proporcionales a la barra que representa la probabilidad de coalescencia. Las
cepas de DENV se nombran de la siguiente manera: NuUmero de acceso al
GenBank/serotipo/pais/afio/genotipo. Se muestran los valores de soporte estadistico (bootstrap)
superiores al 70% en los nodos.
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3.3.2 DENV-4

Se obtuvieron 3 secuencias de DENV-4 (C22 D4/CUB/2019, C19 D4/CUB/2022 y C1
D4/CUB/2022) y se realizé un analisis filogenético con 51 secuencias almacenadas en el
Genbank. El alineamiento de las secuencias se realizé con 311 nucledtidos y el modelo
gue mejor describid la evolucién de las secuencias fue el de Kimura 2-pardmetros con
una distribucion Gamma (K2+G) (figura 7). Las secuencias del estudio C22 D4/CUB/2019
y C19 D4/CUB/2022 se agruparon con otras del genotipo Il que circularon en Costa Rica
y que en ultima instancia compartieron un ancestro comun con otras secuencias que
circularon en Venezuela y Brasil, mientras que C1 D4/CUB/2022 se agrupd con otras

secuencias del genotipo | obtenidas en Brasil.
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Figura 7. Arbol filogenético construido a partir del método de Neighbor-Joining con 54 secuencias de
DENV-4 basado en el gen C/PrM (311 pb) utilizando datos brutos alojados en el repositorio publico
Genbank. Este arbol incluye dos nuevas secuencias agrupadas dentro del genotipo Il, y una nueva
secuencia agrupada dentro del genotipo I. Todas se indican con un circulo verde. Las longitudes de las
ramas horizontales son proporcionales a la barra que representa la probabilidad de coalescencia. Las
cepas de DENV se nombran de la siguiente manera: NuUmero de acceso al
GenBank/serotipo/pais/afio/genotipo. Se muestran los valores de soporte estadistico (bootstrap)

superiores al 70% en los nodos.
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4. Discusion

4.1 Deteccion y serotipificacion de los virus del dengue

Los resultados expuestos en esta investigacion constituyen el segundo estudio realizado en
Cuba donde se detectd la transmisidn vertical de los virus del dengue en Ae. albopictus (25).
En un estudio previo se informd la ocurrencia de transmision vertical de DENV-3 en cuatro de
quince grupos analizados, lo que representd un 26,7% de positividad. Sin embargo, una
limitacion en este estudio fue que no se logré obtener ninguna secuencia de este serotipo que
permitiera realizar un analisis filogenético. En la presente investigacidn se lograron detectar
varios serotipos (DENV-2, DENV-3 y DENV-4) en estadios inmaduros de Ae. albopictus y se
logré la secuenciacién de los serotipos DENV-3 y DENV-4. Estos resultados resaltan la
ocurrencia de la transmisién vertical de esta especie en Cuba y confirman que en las mismas
areas de salud dos especies del género Aedes son capaces de transmitir a su descendencia al

menos un serotipo de dengue (25, 150).

Estudios anteriores informaron que, en condiciones de laboratorio, Ae. albopictus fue capaz
de mantener la transmisidn vertical durante 3 generaciones sucesivas de varios serotipos de
dengue (151, 152). El primer informe en América de transmisidn vertical en Ae. albopictus se
realizé en Brasil en 1993, en el Estado de Minas Gerais, DENV-1 fue detectado por primera vez
en estadios inmaduros de esta especie (153). Posteriormente durante un brote en México en
1995, se aisl6 DENV-2 y DENV-3 a partir de estadios inmaduros de la misma especie (154). La
mayoria de los informes de Ae. albopictus infectados naturalmente con dengue y Zika
provienen de Brasil (155), México (156), Colombia (157) y Costa Rica (158), paises donde el
dengue es endémico y entre 2014 y 2018 informaron transmision activa también de Zika.
Otros estudios muestran que esta especie también es capaz de transmitir el CHIKV
eficientemente a su progenie durante 6 generaciones (159). Se plantea que la transmisidn
vertical es un mecanismo que puede contribuir al mantenimiento del virus en sus vectores

naturales en periodos interepidémicos (160).
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La rapida distribucidon de este vector se debe, al menos en parte, a su capacidad de entrar en
diapausa. Un tipo especifico de latencia que permite a las poblaciones sincronizar los periodos
de crecimiento y reproduccion con periodos de condiciones mas favorables para su desarrollo
(14). De esta manera, los huevos de Ae. albopictus en general, pueden resistir condiciones
adversas para su desarrollo, si a este fendbmeno se suma que pueden encontrarse
potencialmente infectados con algun serotipo de dengue, le confiere mayor relevancia
epidemioldgica a esta especie. Estudios realizados por Lim et al. en 2020 plantean que
simultaneamente al desarrollo larval ocurre la replicacién viral activa, al llegar a la etapa adulta
se infiere que el virus alcance las glandulas salivares, convirtiéndose en un vector capaz de
transmitir el virus sin tener contacto previo con un humano virémico (161). La evidencia
presentada en este estudio constituye una alerta para el desarrollo de futuras investigaciones
gue permitan dilucidar el rol que juega Ae. albopictus en la transmisién no solo de dengue

sino también de Zika y otros arbovirus.

En dos municipios de La Habana, Cotorro y Arroyo Naranjo, se detectd la ocurrencia de
transmisiéon vertical de dengue. Ambos municipios mantienen una elevada incidencia de
dengue histéricamente (LNRA). Por otro lado, no se detectaron grupos positivos en el resto
de los municipios analizados en este estudio. Es importante destacar que estos resultados
pudiesen encontrarse sesgados debido a la poca disponibilidad de especimenes colectados en
estos municipios. Por ejemplo, entre los municipios de Playa y Guanabacoa se colectaron
solamente 134 especimenes, 45 y 89, con los que se pudieron formar 2 y 4 grupos
respectivamente. Algunos autores sugieren que el fendmeno de la transmisidn vertical de los
arbovirus no ocurre con elevada frecuencia. Ferreira-de-Lima et al., en Brasil informaron un
0,34% de positividad para DENV-3 en 573 grupos analizados de Ae. albopictus (160). Lai et al,
en estudios realizados en condiciones de laboratorio, informaron una tasa de transmisién
vertical de 2,6% para ZIKV (161). En la Isla La Reunidn durante el brote de CHIKV de 2006 se

aislo el virus en dos grupos (0,4%) de larvas de 500 formados (162).

En un estudio publicado por Gutiérrez-Bugallo et al. en 2018, se detectaron los cuatro
serotipos de dengue circulando simultdneamente en las poblaciones de Ae. aegypti del
municipio Arroyo Naranjo (24). En el mismo periodo se informé sobre la circulacién
simultanea de varios serotipos (DENV-2, DENV-3 y DENV-4) en la poblacién humana (43).

Varios estudios apuntan que, en Asia y Suramérica, los continentes donde principalmente se
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informaron los casos de transmision vertical en Ae. aegyptiy Ae. albopictus (57), es frecuente
detectar la circulacidon de varios serotipos simultdneamente (57, 134, 163). La evidencia
presentada en este estudio, favorece la hipdtesis de que este fendmeno pudiera sostener la
heterocirculacién de los DENV en areas donde se informa anualmente una elevada incidencia
de la enfermedad (132). La circulacion simultanea de varios serotipos en un espacio y tiempo
limitado es una de las principales causas de riesgo para el desarrollo de formas clinicas severas
de dengue (164, 165). La vigilancia entomo-viroldgica molecular de los arbovirus en general,
y de los DENV en particular, se presenta como una herramienta poderosa para el desarrollo
de un sistema de alerta temprana contra posibles brotes de dengue en las regiones de mayor

riesgo epidemiolégico (165-167).

4.2 Distribucién espacial de los DENV.

Los municipios donde se detectd la transmisidn vertical de dengue en Ae. albopictus,
Arroyo Naranjo y Cotorro, se ubican al centro sur y sureste de la provincia de La Habana
respectivamente, comparten fronteras y son considerados municipios periurbanos. En
el municipio de Arroyo Naranjo se detectaron grupos de larvas positivos para DENV-2,
DENV3 y DENV-4 en las dreas de salud Mantilla, Grimau y Parraga. De manera similar en
las areas de salud de Cotorro, Efrain Mayor y Cuatro Caminos se detectaron los mismos
serotipos. Estos municipios presentan deficiencias en el abastecimiento de agua, por lo
gue obliga a sus residentes a almacenarla frecuentemente. Existen estudios que
sugieren una correlacion entre la presencia de patios en las viviendas y los depdsitos
infectados con larvas de Ae. aegyptiy Ae. albopictus (66). En las provincias de Pinar del
Rio y La Habana se observd que de manera general estas especies preferian los
depdsitos pequeiios de agua, en lugares bajos, seguidos de neumaticos, latas y charcos
(66, 168). Estudios realizados en La Habana por Marquetti et al. en 2018 informaron la
domiciliacion acelerada de Ae. albopictus desde las zonas rurales hacia las zonas
periurbanas y urbanas entre 2010 y 2018 (17). En varios casos se observaron ambas
especies (Ae. aegypti y Ae. albopictus) compartiendo los mismos nichos ecolégicos. En
este estudio se alertd sobre la elevada proporcion de los sitios de cria de Ae. albopictus
(8-21,5%) dentro de las casas, un comportamiento que se mantuvo estable entre 2013
y 2018 y que no se observd desde la introduccién de esta especie en 1995 (17). En Brasil
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también se observo la rapida adaptacion de Ae. albopictus a los ambientes urbanos y
periurbanos (169). El acercamiento a los domicilios por parte de Ae. albopictus
incrementa considerablemente el contacto vector-humano y a la vez el riesgo de
expansion del dengue, puesto que, también podria transmitirse el virus en las areas

extradomiciliarias, como en los parques y areas urbanas (3, 4).

La apariciéon de mas de un serotipo en un mismo grupo de estadios inmaduros de Ae.
albopictus podria darse por la inclusién de distintos ejemplares infectados con
diferentes serotipos. Una caracteristica de la hembra de Ae. albopictus es que no
deposita la totalidad de sus huevos en un mismo sitio de cria, sino que es capaz de
realizar varias ovipuestas luego de completar un ciclo gonadotrofico (170). Este
comportamiento permite el éxito de esta especie en la colonizacion de la mayoria de los
territorios y asegura a la vez su supervivencia. Paradéjicamente, asegura la distribucién
heterogénea de los distintos serotipos de virus que portan. No resulta extrafio encontrar
en un mismo sitio de cria individuos provenientes de diferentes madres infectadas con
distintos serotipos. La existencia de individuos infectados con varios serotipos tampoco
es una teoria descartable Angel et al. en 2015 informaron la capacidad de un mismo
vector de infectarse con multiples serotipos, asi como su capacidad de transmitirlos
simultaneamente a su descendencia (133). Algunas investigaciones informaron como la
replicacion de un serotipo afecté negativamente la de otro distinto. La infeccién
primaria en Ae. aegypti con DENV-4 provocd que fuera significativamente menos
susceptible a una infeccion secundaria con DENV-2. Sin embargo, no se observé una
diferencia significativa en la replicacién secundaria de DENV-4 cuando la infeccién
primaria fue con DENV-2 (171). La competencia entre los serotipos de dengue en
cultivos de células de mosquito puede causar una disminucién significativa en los picos
de la poblacién viral, lo que podria traducirse en una disminucién de la transmisién por
el vector. Los efectos de la competencia fueron asimétricos entre el DENV-2 y el DENV-
4, lo que probablemente refleja una variacidn significativa en la capacidad competitiva
entre los serotipos en la naturaleza (172). Otros estudios observaron que el virus Sindbis
(alfavirus) suprimié la replicacién del DENV-4 en células C6/36 de Ae. albopictus, esta
inhibicion fue mayor cuando los dos arbovirus se inocularon simultdneamente en

comparacidon a cuando se inocularon secuencialmente. Ademads, los mosquitos
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expuestos simultaneamente a ambos arbovirus presentaron tasas de infeccidon
diseminacion significativamente menores que los expuestos Unicamente a DENV-4
(173). Vazeille et al. en 2010 informaron la capacidad de Ae. albopictus de infectarse
simultaneamente por via oral con CHIKV y DENV y la capacidad para generar particulas
infecciosas para ambos arbovirus simultdaneamente (174). En cualquier caso, la
deteccion en un mismo grupo de estadios inmaduros de mosquitos de varios serotipos
de dengue, ratifica la circulacién endémica de los DENV en estos municipios y también
el incremento del riesgo de padecer las formas graves de la enfermedad en cualquier

pico epidémico.

En las dreas de salud donde se detectd una heterocirculacién de los serotipos de DENV
existe un flujo considerable de personal. Se estima que el 75% de los casos de dengue
gue se informan en el mundo son asintomaticos (175). Las personas que desarrollan una
infeccidn asintomatica de dengue juegan un papel fundamental en la dinamica de la
transmisidn ya que generalmente los sistemas de vigilancia clinica no estan capacitados
para detectarlas. Sin embargo, existen estudios que demuestran que son capaces de
infectar eficientemente un vector, e incluso que contribuyen significativamente mas a
la propagacién del virus (37). Las personas virémicas, sin sintomas clinicos aparentes, no
interrumpen sus actividades diarias y por lo tanto estan mas expuestos a entrar en
contacto con un vector (37). Una combinacion de infeccion asintomatica por el DENV en
humanos y el movimiento de personas virémicas puede ser una de los factores asociados
a la deteccién de varios serotipos en una region determinada. Dada las limitaciones en
el rango de vuelo de Ae. albopictus (68), se postula que es la movilidad humana, uno de
los factores de mayor importancia que determinan la amplificacion y distribucion de los

DENV (176).

La deteccién de un serotipo de dengue en estadios inmaduros de Ae. albopictus, es una
evidencia que un mosquito hembra se alimenté de un humano virémico y en ultima
instancia fue capaz de transmitir ese serotipo a su descendencia. Por tanto, los
resultados deberian guardar cierta relacién entre lo encontrado en muestras
entomoldgicas y clinicas. En La Habana en 2018 se informa la circulacion casi exclusiva,

en muestras clinicas, del serotipo 2 mientras que en el periodo 2019-2021 se informd la
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circulacion simultanea de los serotipos 1 y 2. El serotipo 3 no se detectd en muestras
clinicas desde 2018, mientras que el serotipo 4 no se encontrd en los sueros de pacientes
desde 2016 en Cuba segun los datos recogidos en el LNRA del IPK. Sin embargo, en el
transcurso del afio 2022 se detectd la circulacién de los cuatro serotipos de dengue con
un evidente incremento del serotipo 3 (LNRA). Algunas investigaciones relacionan las
proporciones de dengue que circulan entre los mosquitos y las poblaciones humanas en
un espacio y tiempo determinados, y la variabilidad que presentan. En Filipinas durante
un pico de dengue en 2015 se llevé a cabo un estudio de vigilancia sobre el DENV en Ae.
aegypti adultos en hogares de pacientes sospechosos para evaluar la tasa de infeccién
de moquitos, como resultado se informé la cocirculacién de los mismos serotipos y
genotipos en pacientes y mosquitos (177). Chung et al., informaron la variacién en la
circulacion espacial y temporal de los DENV en Ae. aegyptiy Ae. albopictus entre 1997 y
2000 en Singapur (178). En este estudio se informd la circulacion de 3 serotipos de
dengue en sueros humanos, mientras que entre 1997 y 1999 en las poblaciones
inmaduras de ambos vectores se detectaron los cuatro serotipos. Sin embargo, en el
2000 solamente se observd la circulacion de DENV-1 y DENV-2 en larvas de Ae.
albopictus (178). En Sri Lanka durante el pico de un brote de dengue se identificé la
circulacion de los cuatro serotipos de dengue en larvas de Aedes en un area de 400
metros alrededor de la casa de los pacientes hospitalizados. Mientras que los cuatro
serotipos de dengue se detectaron en larvas de Ae. albopictus, que fue la forma vectorial
inmadura prominente identificada durante todo el periodo de estudio y mostro las
mayores tasas de transmisién vertical, en Ae. aegypti no logré identificarse el DENV-4

(23).

Las tasas de infeccidn y transmisién en Ae. albopictus varian significativamente entre los
arbovirus incluso entre los serotipos de DENV (161, 179, 180). Aedes albopictus fue
capaz de desarrollar elevadas tasas de infecciéon para todos los serotipos de DENV
(determinada a partir de la proporcién de mosquitos con abdémenes infectados con
relacion al total) (180). Sin embargo, la probabilidad de desarrollar saliva infecciosa fue
significativamente menor para los serotipos de DENV-2 y DENV-4 en comparacién con
DENV-1 y DENV-3 (180). Ensayos experimentales mostraron tasas significativamente

mas elevadas de transmision vertical para los DENV en Ae. albopictus que en Ae. aegypti
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(181). En estudios naturales las tasas de transmision vertical resultaron
significativamente mas bajas. Las mayores tasas de transmision vertical se observaron
para DENV-1 seguida de DENV-4 y sin diferencias significativas entre DENV-2 y DENV-3
(181).

En nuestro estudio no se detecté DENV-1 en las muestras entomoldgicas, incluso
cuando en el mismo periodo se informd su circulacién en muestras clinicas. Aunque
DENV-1 generalmente manifiesta las mayores tasas de transmisién vertical, la
interaccidon para un par hospedero-patégeno es Unica y estd determinada en gran
medida por interacciones genotipo-genotipo, por lo que el resultado de la infeccion y de
la transmisién se encuentra afectado por factores (genéticos) intrinsecos (182, 183).
Dado que una poblacidn y una cepa viral pueden establecer tasas de transmisién vertical
propias de este par y diferentes de otro sistema Ae. albopictus-DENV (184, 185), se
infiere que este fendmeno pudo influir en la no aparicién de DENV-1 en estadios

inmaduros de los municipios positivos.

4.3 Genotipificacion de los DENV.

Como se menciond anteriormente, uno de los factores de riesgos para padecer las
formas graves de la enfermedad es precisamente una infeccidn secuencial con un
serotipo distinto de dengue. Algunas investigaciones apuntan a que la infeccidon con

determinados genotipos aumenta las posibilidades de desarrollar sintomas severos (54).

Los procesos de secuenciaciéon mediante el método de Sanger necesitan de un ADN de
elevada pureza puesto que los componentes inespecificos en la reaccién pueden
interferir en el resultado final (149). En nuestro caso no logramos obtener secuencias de
DENV-2 de calidad apropiada para desarrollar el analisis filogenético. Una posible
explicacidon podria estar en el kit utilizado para la purificacién de los fragmentos de la
“nested” (Qiaquick PCR purification Kit). Segun las recomendaciones del fabricante, el
estuche comercial es ideal para fragmentos superiores a 100 pb, nuestro fragmento a
purificar fue de 119 pb, por lo que se encontraba en el limite inferior de confiabilidad

que sugiere el fabricante, lo que pudo incidir en el bajo rendimiento del producto final
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de la purificacion. Segun se describe en la guia para usuarios para la secuenciacién por
el método de Sanger, los productos de PCR menores de 250 pb resultan en secuencias
de baja calidad debido a un fendmeno de sobresaturacion y a la compresion de bases al
principio de la lectura de secuenciacion, que es una limitacién inherente a la tecnologia
3730xI que se utiliza en estos equipos (146). Cuando los fragmentos son tan pequefios
aumenta la probabilidad que las cadenas de ADN con polaridad inversa hibriden entre
si de manera similar a como puede ocurrir con las secuencias de primer que no se unen
a la cadena principal. Esto genera competencia en la reacciéon y afecta la eficiencia de la

secuenciacién. Una situacién similar informaron Gutiérrez-Bugallo et al. en 2017 (24).

El analisis de soporte estadistico (bootstrap) es una técnica sencilla y eficaz para
comprobar la estabilidad relativa de los grupos dentro de un arbol filogenético. En
general, en circunstancias normales, pueden ser confiables las ramas o grupos con un
valor de soporte superior al 70%; por el contrario, las ramas con un valor de soporte
inferior deben interpretarse con precaucion (186). Los valores en los nodos de los
arboles filogenéticos de este estudio fueron inferiores a 70%. Estos valores se obtienen
cuando longitud de las secuencias que se emplean en para realizar el andlisis filogenético
son relativamente cortas (311 pb para DENV-4 y 233 pb para DENV-3). En contraste,
secuencias de mayor longitud ofrecen mayor cantidad de informacién y a su vez mayor
confiabilidad en el resultado final. Por ejemplo, en la secuenciacién del gen de envoltura
E se utilizan 8 cebadores que amplifican un fragmento considerablemente mas largo
(hasta 1800 pb). Sin embargo, el punto débil de utilizar el gen E es la degradacién a la
gue es susceptible el ARN viral al pasar un largo tiempo. La secuenciaciéon de genomas
completos mediante la secuenciacién de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en
inglés) brinda la informacién mds completa para realizar un andlisis filogenético. Sin
embargo, el costo es muy elevado para la mayoria de los laboratorios y se necesita de
personal altamente capacitado. A pesar de esto, las secuencias obtenidas en el presente
trabajo coincidieron con los genotipos que circularon en Cuba y la region
latinoamericana en el periodo de estudio, lo que apoya la certeza y valor de estos

resultados.
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4.3.1 DENV-3

En septiembre de 2000, se confirmaron 138 casos de dengue durante un pequeiio brote
en la Habana, el agente etioldgico identificado fue DENV-3, por primera vez en Cuba. En
este periodo no se informé ninglin caso de dengue severo asociado a este serotipo (187).
A partir de entonces, este serotipo se identificd en varias epidemias y se vinculd a casos
severos de dengue. Esto ratifica la importancia del monitoreo de los serotipos y

genotipos que circulan, asi como la voz de alerta oportuna a los servicios de salud (188).

En el andlisis filogenético puede observarse que la secuencia de DENV-3 obtenida en
este estudio se agrupd junto con otras secuencias del genotipo Il descargadas del
GenBank. La secuencia (C26 D3/CUB/2019) se relacionod filogenéticamente con otros
virus que circularon en Nicaragua y Peru entre 2008 y 2010 obtenidas a partir de
muestras clinicas. Durante la epidemia que tuvo lugar en la Habana durante 2001-2002
se observd un aumento en la gravedad de los casos de dengue. Se postula que la
infeccién consecutiva de DENV-1 seguida de DENV-3 (DENV-1/DENV-3) constituyo la
causa principal del aumento de estos casos graves (188). El andlisis filogenético
bayesiano de las secuencias consenso reveldé que, en ese momento, en La Habana
circularon dos linajes de DENV-3, ambos agrupados dentro del genotipo Ill. El linaje
predominante se encontraba estrechamente relacionado con las cepas ecuatorianas y
peruanas, mientras que el linaje menor se relacionaba con las cepas venezolanas (189).
Estudios realizados durante el periodo 2010-2014 en Cuba, basados en el gen de
envoltura, de aislamientos de DENV-3 a partir de sueros humanos, revelaron una
cercana relacién filogenética con virus que circularon en Venezuela y Colombia (43).
Ambos estudios sugieren una evolucién in situ del DENV-3 en Cuba a lo largo de los
ultimos afios y confirman los diferentes origenes de los linajes que circulan en la

poblacién.

El genotipo lll se postula que fue reintroducido en la regidon de América Latina en 1994,
especificamente en Nicaragua y Panama3, luego de 17 afios (42). La secuencia de este
estudio compartié un origen comun junto con otras dos secuencias (nimero de
acceso: KT726345 y KT726343) obtenidas a partir de aislados virales presentes en

muestras clinicas durante la epidemia de dengue en Cuba en 2002 (190). Este genotipo
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se encontrd también en muestras clinicas provenientes de varias regiones del pais, La
Habana/2009, Santiago de Cuba/2010 y 2011, Camagliey/2011 y Sancti Spiritus/2014
(43). Estudios recientes informan la circulacion de este genotipo también durante la
epidemia ocurrida durante 2022 en Cuba (datos sin publicar). Desafortunadamente, la
ausencia de otras secuencias cubanas publicadas del gen C/PrM tanto en muestras
entomoldgicas como humanas, impide realizar un analisis mdas profundo sobre la

dindmica de transmisién y evolucién viral.

4.3.2 DENV-4

En nuestro estudio se obtuvieron 3 secuencias de DENV-4. Dos secuencias (C22
D4/CUB2019y C19 D4) se agruparon dentro del genotipo Il, mientras que otra secuencia
(C1 D4/CUB/2019) se agrupd dentro del genotipo .

El genotipo Il circula en la region de América Latina desde 1981, y se postula que tiene
su origen en Asia (203). Este genotipo se vincula a casos de fiebre y en algunas ocasiones
a formas graves de la enfermedad en Suramérica y el Caribe (192, 193). En la epidemia
de 2006 este genotipo se asocid a manifestaciones graves de dengue (43). También se
observé el mismo serotipo en pacientes sintomaticos procedentes de La Habana, Las
Tunas, Santiago de Cuba y Guantanamo durante el periodo 2010-2014 (43). Las
secuencias de este genotipo mostraron una relacién nucleotidica cercana (>99%) con
otras secuencias virales que circularon durante 2012 aisladas de diferentes hospederos
en Costa Rica. Las secuencias KJ534635 y KY461772 se obtuvieron a partir de virus
aislados de Ae. albopictus procedentes de una plantacién de pifias (158) y Rhogeessa
tumida (194) respectivamente. Esta ultima es una especie de murciélagos que habita
cerca de poblaciones humanas y se alimenta preferentemente de mosquitos, motivo
por el que se postula pudo haberse detectado la presencia del virus en el intestino de
los mamiferos (194). En ninguna de estas localidades de Costa Rica donde circulé este
genotipo se informaron casos graves de dengue. Podemos inferir por el analisis
filogenético que las secuencias del genotipo Il que se detectaron antes y después de
2019 comparten un ancestro comun con otras que circularon en Venezuela y Colombia

entre los anos 2006 y 2010 donde este serotipo es endémico. Sin embargo, debido a la
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poca disponibilidad de secuencias cubanas del gen C/PrM tanto de humanos como de
muestras entomoldgicas durante este periodo 2016-2019, resulta muy complejo

profundizar en esta hipdtesis.

La secuencia (C1 D4/CUB/2019) se agrupd junto con otras secuencias aisladas de sueros
humanos en 2005 en la localidad de Manaus, capital del Estado de Amazonas, Brasil.
Posteriormente en 2011 se aisld este genotipo a partir de un suero humano en la
localidad de Salvador, estado de Bahia, Brasil. Los analisis filogeograficos concluyeron
que el genotipo | fue introducido en ese pais desde el sudeste asiatico (195). En 2009
también se aislé DENV-4 a partir de dos sueros de pacientes en fase aguda y las
secuencias obtenidas se agruparon dentro del genotipo | y se relacionaron a otras
provenientes de Asia (196). En base a estos estudios, podemos inferir que este genotipo
no se relaciona con grandes epidemias ni con casos graves de la enfermedad en
Latinoamérica y el Caribe. Su circulacion se asocia generalmente a repetidas
Introducciones desde Asia. Es probable que este genotipo fuese introducido en Cuba
desde Brasil, a través del arribo a Cuba simultdneamente de todo el personal médico

gue colabord en el Programa Mas Médicos que concluyd en 2019.

Los resultados de esta investigacion demuestran por primera vez en Cuba la posibilidad
de obtener secuencias de DENV a partir de estadios inmaduros de Ae. albopictus
colectados en el terreno. De esta manera, la puesta en practica de los procedimientos
descritos podria aportar a los sistemas cubanos de vigilancia arbovirolégica informacion
adicional, no solo sobre los serotipos virales y sus genotipos, también sobre los virus que

circulan en la naturaleza, incluso antes de provocar un brote de dengue.
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5. Conclusiones

Se detectd la presencia de los virus del dengue en estadios inmaduros de Ae.
albopictus en los municipios de Arroyo Naranjo y Cotorro de La Habana, lo que
demuestra la capacidad de esta especie para transmitir los virus a su
descendencia y la importancia del control de las poblaciones de este vector para
la prevencion de posibles brotes de dengue. A su vez refuerza los informes

anteriores de transmisién vertical realizados en culicidos del género Aedes.

La apariciéon de tres de los cuatro serotipos de dengue en las poblaciones
inmaduras de Ae. albopictus en los municipios Arroyo Naranjo y Cotorro de La

Habana en 2019, sugiere una circulacién sostenida en el vector.

La identificacidon de los serotipos de dengue y la obtencion de las secuencias
nucleotidicas correspondientes a los serotipos 3 y 4, permitié identificar los
genotipos que circularon en las poblaciones de Ae. albopictus. Estos coincidieron
con los que circularon en las poblaciones humanas de Suramérica, El Caribe y las

posteriores epidemias de dengue que sucedieron en Cuba.
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6. Recomendaciones

Extender este estudio a otros territorios del pais donde exista un registro de
historia epidemioldgica de dengue para profundizar en la capacidad de las

poblaciones de Ae. albopictus de Cuba para transmitir verticalmente los DENV.

Realizar investigaciones de terreno y laboratorio (ensayos de competencia
vectorial) que permitan esclarecer el rol de Ae. albopictus como posible vector

de los DENV en el contexto cubano.

Realizar la secuenciacién de genomas completos, o al menos del gen de
envoltura de los virus del dengue. Desarrollar andlisis filogenéticos mas rigurosos
gue proporcionen mayor confiabilidad en la inferencia de la historia evolutiva de

las cepas virales.

Desarrollar estudios de transmision vertical para otros arbovirus que pueden

circular de manera silente en las poblaciones de Ae. albopictus.

Colocar los resultados de esta tesis en manos de las autoridades de Salud Publica
para la evaluacién de este método de vigilancia viroldgica y las ventajas que
ofrece en la practica la deteccién oportuna de los virus del dengue en las
poblaciones inmaduras de vectores para prevenir posibles brotes de esta

enfermedad.
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NUmero de acceso

GenBank

AY858037
KC762681
KU509279
AY776329
AY744677
10920479
F1898456
1Q920483
AF317645
MF004386
AB214879
KU509280
MH888332
KY670634
EU482462
Fl461322
JQ045689
MF682971
GU131903
KY849761
KU509283
Ku509281
MH822957
LC410193
KF041258
Ku509282
KJ830751
JF808121
JF808120
EU529683
KF955456
HM631861
JF920405
GU131954
F1898445
MH544649
MH544650
F1898442
HQ235027
KJ189288
KJ189292
KT726340
KT726343
KT726345
KU509278
MH888333

8. Anexos

Pais de origen

India
India
Filipinas
Taiwan
Polinesia Francesa
Polinesia Francesa
Samoa
Nueva Caledonia
China
Malawi
Timor Lecter
Tailandia
Tailandia
Vietnam
Vietnam
Vietnam
Vietnam
China
Cambodia
Laos
Sri Lanka
India
India
Tailandia
Pakistan
Senegal
Arabia Saudita
Brasil
Brasil
Venezuela
Puerto Rico
Nicaragua
Nicaragua
Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
México
Paraguay
Peru
Peru
Cuba
Cuba
Cuba
Barbados
Bolivia
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Genotipo

ID en Analisis
filogenético

D3/Indo/2004/I
D3/Indo/MKS/2007/I
D3/Phil/2008/I
D3/Taiw/2004/I
D3/FrencPol/DSS/1989/I
D3/FrencPol/1996/I
D3/Samoa/1995/I
D3/NwCal/1995/I
D3/Chin/2000/!
D3/Mala/2012/I
D3/Timo/2005/I
D3/Th/2011/Il
D3/Th/2012/II
D3/Viet/1998/Il
D3/Viet/2007/Il
D3/Viet/2008/Il
D3/Viet/2011/Il
D3/Chin/2013/Il
D3/Cambo/2008/Il
D3/Laos/2010/1I
D3/SriLank/2009/I1I
D3/Indi/2009/IIl
D3/Indi/2013/IIl
D3/Th/2016/IIl
D3/Paki/2009/IlI
D3/Sen/2009/11|
D3/SaudArab/2014/1ll
D3/BR/2007/I1l
D3/BR/2009/Il
D3/VE/2007/111
D3/US/PR/2006/I11
D3/NI1/2009/111
D3/NI/2010/111
D3/COL/2006/II
D3/COL/2007/11I
D3/COL/2015/11I
D3/COL/2015/11I
D3/MX/2007/111
D3/PAR/2007/1ll
D3/PERU/2008/11l
D3/PERU/2009/111
D3/Cub/2001/11l
D3/Cub/2001/11l
D3/Cub/2002/111
D3/Barb/2007/1ll
D3/BOL/2011/1II



NUmero de acceso
GenBank

AF289029
AY618992
AY947539
EU127899
EU127900
JN638570
JN638571
JN638572
10513345
10922560
KF041260
KF955510
KR922405
KX224312
KY672960
LC410196
LC410203
MG053170
MG601754
MK614088
MK614093
MN711809
EU854301
FJ182016
FJ882581
FJ882592
GQ199876
GQ199881
HQ332176
JN092557
KY461772_
KJ534635
JN559741
JN819406
10513340
JX024757
AY618993
AY776330
GQ398256
10822247
10915083
10915085
10915088
KC333651
KC762695
KC762696
KC762698

JF741967
JF262779

Pais de origen

China
Tailandia
Filipinas
Brasil
Brasil
Cambodia
Cambodia
Cambodia
Brasil
India
Pakistan
Cambodia
Tailandia
Singapur
China
Tailandia
Tailandia
India
China
China
China
México
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Venezuela
Puerto Rico
Venezuela
Brasil
Costa Rica
Costa Rica
Brasil
Venezuela
Brasil
Singapur
Tailandia
Taiwan
Singapur
China
Polinesia Francesa
Nueva Caledonia
Nueva Caledonia
China
India
India
India

China
Malasia
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Genotipo
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

1A
Selvatico

ID en Andlisis
filogenético

D4/Chin/2000/I
D4/Th/2001/I
D4/Phi/1956/I
D4/BR/2005/!
D4/BR/2005/!

D4/Camb/DF/2008/I
D4/Camb/DHF/2008/I
D4/Camb/DSS/2008/I

D4/BR/2011/

D4/Indi/2009/I

D4/Pak/2009/I
D4/Camb/2002/I
D4/Th/2011/I

D4/Sing/2014/

D4/Chin/2015/I
D4/Th/2016/I
D4/Th/2017/I
D4/Indi/2016/I

D4/Chin/2013/I

D4/Chin/2019/I

D4/Chin/2018/I

D4/MX/VER/2009/!I

D4/VE/2007/I1
D4/VE/2007/I1

D4/VE/2007/I1
D4/VE/2008/I1
D4/VE/2007/I1

D4/US/PR/1996/II

D4/VE/2007/I1
D4/BR/2011/Il
D4/CR/2012/II
D4/CR/2012/I1
D4/BR/2010/II
D4/VE/2006/I1
D4/BR/2010/II
D4/Sin/2010/II

D4/Th/2000/11A

D4/Taiw/2004/11A
D4/Sing/2005/I11A
D4/Chin/2010/11A

D4/FrenPol/2009/II1A
D4/NewCal/2008/IIA
D4/NewCal/2009/11A
D4/Chin/Gz/2012/1IA

D4/Ind/2007/11A

D4/Ind/2007/11A

D4/Ind/2007/11A

D4/Chin/2010/11A
D4/Mal/1975/Syl



JF262780 Malasia Selvético D4/Mal/1973/Syl
EF457906 Malasia Selvatico D4/Mal/1975/Syl
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