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Resumen

La parotiditis es una enfermedad aguda causada por el virus del mismo nombre,
aunque popularmente se conoce como paperas. Este padecimiento se reconoce
por la presentacion de un sintoma clasico: el aumento de volumen de las
glandulas pardétidas. Aunque no es una infeccion que conlleve a la muerte, si
puede ocasionar varias complicaciones, como son la orquitis, la meningitis o la
pérdida de la audicion de forma temporal. Teniendo en cuenta la cantidad de
personan confirmadas con la infeccion que se presentaron en Cuba después de
un periodo en el que no se reportaron casos positivos a este virus, se disefidé un
estudio de corte transversal con componente analitico para detallar el
comportamiento de la enfermedad y del virus en esos afios, 2017 a 2019. En el
mismo se describié la prevalencia de la enfermedad por género, edad y por
provincias, asi como también se determinaron los genotipos virales causantes de
estos brotes en el pais. Para realizar el diagnéstico se emplearon las técnicas de
inhibicion de la hemaglutinacién y también la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), ademas, se utilizd la secuenciacién nucleotidica para el hallazgo de los
genotipos. Un total de 1266 personas padecieron la enfermedad, siendo la
mayoria del sexo masculino y entre las edades de 16 a 20 afios de edad. La
Habana, Artemisa y Villa Clara fueron las provincias donde mas prevalencia de la
infeccion hubo. Los genotipos A y G del virus fueron los desencadenantes de

estos brotes.



Lista de abreviaturas

VP- Virus de la Parotiditis

ARN- Acido Ribonucleico

SH- pequefia hidrofébica, del inglés Small Hydrofobic
OMS- Organizacién Mundial de la Salud
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P- Fosfoproteina

M- Proteina de Matriz

F- Proteina de Fusion

HN- Hemaglutinina- Neuroaminidasa
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MDCK- Rifion Canino Madin Darby, del inglés Madin Darby Canine Kidney
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paciente llamada Henrietta Lacks.
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Tag DNA Polimerasa- ADN polimerasa termoestable, del inglés Thermostable
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RNasa- enzima nucleasa que cataliza la hidrolisis de ARN.



EDTA- acido etilendiaminotetracético.
TBE- disolucion tampdn formada por Tris, borato y EDTA.
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Introduccion

La parotiditis es una enfermedad aguda, causada por el virus de la parotiditis (VP).
El VP pertenece al género Rubulavirus de la familia Paramyxoviridae. Es un virus
envuelto compuesto de una hebra simple de acido ribonucleico (ARN) que codifica
para ocho proteinas. El VP presenta un Unico serotipo, sin embargo basados en la
secuencia nucleotidica completa del gen small hydrofobic (SH, por sus siglas en
inglés), que codifica a la proteina pequefia hidrofébica, existen 12 genotipos
distintos, ordenados de la letra A ala N (excluyendo E y M) (1).

Clinicamente, la infeccidn por este virus, que se presenta por lo general de forma
benigna (leve), esta caracterizada por la inflamacion de las glandulas parotidas y
salivales; sin embargo, puede provocar diversas complicaciones a nivel sistémico.
Del 15-30% de los enfermos adultos padecen orquiepididimitis y en el 10% de los
infectados, compromiso del sistema nervioso central, como meningitis y, en forma
muy infrecuente, encefalitis. Otras manifestaciones inusuales son la hipoacusia
permanente unilateral, miocarditis, tiroiditis o hepatitis, presentes en menos del 5%
de los enfermos (2).

La estrategia mas eficaz de prevencion de esta infeccion es la vacunacion, la cual
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda para todos los paises que
poseen un programa ampliado de inmunizaciones. La misma, consiste en la
vacunaciéon de parotiditis junto con rubéola y sarampion en una formulacién triple
viral (3). Actualmente, las cepas vacunales de parotiditis mas utilizadas son: Jeryl
Lynn, RIT 4385, Urabe-AM9, Leningrado-3 y Leningrado-zagreb (4).

El inicio de la vacunacion generé cambios a nivel epidemiolégico. Se trasladé la
edad de presentacion clinica de la parotiditis de nifios y adolescentes (en la etapa
pre vacunal) a adultos jovenes (en la etapa post vacunal); ademas ocurrio una
variacion en el numero de casos (5). Antes de la vacunacion, la parotiditis era una
enfermedad contagiosa y severa con una alta morbilidad, aproximadamente de 40
a 726 casos por 100 000 habitantes por afio. En esta etapa la enfermedad

circulaba endémicamente con un pico peridédico de dos a cinco afos y una
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incidencia maxima de la infeccion en nifios de cinco a siete aflos en varias
regiones a nivel mundial. El inicio de la vacunacion trajo consigo una disminucion
significativa en la tasa de incidencia de la parotiditis, aproximadamente de 1-30
casos por 100 000 habitantes por afio; asi como una disminucion del riesgo de

ocurrencia y de las complicaciones asociadas a la enfermedad (6).

Después del afio 2000 se comenzaron a reportar casos en poblaciones con alta
cobertura de vacunacion. Aun no son claras las causas de brotes en estas
comunidades, pero se estudian factores potenciales que contribuyan a la aparicion
de los mismos. Entre ellos se encuentran: la baja o incompleta cobertura de
vacunacion, fallos en la vacunacion primaria, la variacion antigénica, fallo en la

vacunacion secundaria y la pérdida de la inmunidad (7).

Es importante destacar que, molecularmente, el virus también presenta una
amplia distribucion. Los genotipos C, G, H, J y K fueron observados en el
Hemisferio occidental, mientras que los genotipos B, F, | y L predominan en Asia.
Diferentes genotipos pueden co-circular en un mismo pais. Por ejemplo, multiples
genotipos, B, G, I, Jy L fueron reportados en Japon en la década de los 1990s v;
C, D, G, Hy J en el Reino Unido antes del resurgir del genotipo G desde 2004 a
2013. Solo seis de estos doce genotipos han estado circulando desde el 2010
incluyendo el genotipo G (52%), H (16%), C (12%), F (8%), K (8%) y D (4%) (8).
Estos datos sugieren que el virus de la parotiditis continda siendo un problema de

salud publica.

Nuestro pais no escapa a esta situacion. Cuba cuenta con un amplio programa de
vacunacion, el cual incluye la vacuna Parotiditis- Rubeola-Sarampion (PRS).
Cuando se introdujo, el numero de casos y complicaciones asociadas disminuyo
considerablemente. Sin embargo, se comenzo a observar a partir del afio 2004, un
incremento en el nimero de personas con esta enfermedad. En el aflo 2007 se
recibio en el laboratorio un total de 6937 muestras con diagnéstico clinico de
parotiditis, de las cuales, 1284 fueron positivas a la infeccion viral. Cuba
experimentd en ese periodo el mayor nimero de casos de parotiditis desde la
introduccién de la vacuna triple virica en 1986 (9, 10).
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Después, una segunda dosis de la vacuna PRS fue afiadida al programa de
inmunizacion para nifios de seis afios de edad. Luego de la implementacion de la
segunda dosis la incidencia de la enfermedad decrecié notablemente hasta 2016
(10).

Teniendo en cuenta que en los Ultimos dos afios (2017-2019), antes de la
pandemia, se observé un incremento en el nUmero de muestras recibidas en el
laboratorio y diagnosticadas con esta enfermedad, nos proponemos realizar una
descripcion de las caracteristicas epidemiologicas de los casos y una
caracterizacion molecular de los virus que circularon esos afios. Los resultados
derivados de la investigacién pudieran contribuir a reforzar las labores que se

realizan para la prevencion y el control de brotes por este virus en Cuba.
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Objetivos

Objetivo general:

Describir la circulacion del virus de la parotiditis en Cuba y su relaciébn con
variables demograficas y epidemioldgicas, durante el periodo de enero 2017 a
diciembre 20109.

Objetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia de infeccion del virus de la parotiditis en Cuba en
el periodo de enero 2017 a diciembre 2019.

2. Definir la relacion entre la positividad al virus de la parotiditis y las variables
demograficas y epidemioldgicas, en el periodo analizado.

3. Identificar los genotipos circulantes del virus en el periodo de estudio.
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Revision Bibliografica

Historia
La parotiditis es una enfermedad recibié humerosas denominaciones a lo largo de

la historia: parotis maligna polymorpha, cynanche parotidea-maxillaris, angina
externa parotidea, sialadenitis psyetica, catarrhus bellinsulanus, angina acuosa,
fiebre urleana, cornes, paperas, etc. Actualmente, la sinonimia mas utilizada en los
paises de habla espafiola es la de paperas y en Francia, la de fiebre urleana (de

“ourlet” que significa “dobladillo”) (11).

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en la antigiiedad por Hipdcrates. En
su libro “Sobre las Epidemias” explicaba la enfermedad como: “intumescencia pre-
auricular, algunas veces unilateral, mas a menudo bilateral, diferencidndola de las
tumefacciones supuradas del cuello. La enfermedad se presenta en los nifios y
jévenes que concurren a la palestra o al gimnasio. Con frecuencia aparecen a
continuacion en los testiculos flegmasias dolorosas; todo termina sin fenémenos

criticos” (12).

En el siglo XVIII, Laghi y Mangor fueron los primeros en describir la naturaleza
contagiosa de la enfermedad. Posteriormente, Hamilton en 1790, destaco la
frecuencia de la orquitis como complicacién de la parotiditis. Luego, en 1934,
Johnson y Goodpasture probaron la etiologia viral de la parotiditis: es un
Paramyxovirus, emparentado con influenza y parainfluenza. Fue aislado por
primera vez en 1945, por Habel, en cultivo de embrion de pollo. Se localiza en las
glandulas salivales, eliminandose con la saliva, se disemina a través de la sangre,
ubicandose en otras glandulas y en el sistema nervioso. De tal manera que se
tiende a hablar mas bien de distintas localizaciones del virus, que de

complicaciones de la enfermedad parotidea (13).
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Morfologia, genoma y proteinas virales

El virus de la parotiditis pertenece a la subfamilia Paramixoviridae y al género
Rubulavirus. Los viriones son envueltos y pleomorficos. Son particulas esféricas
de 15.3-kb. EI componente intermedio de la envoltura es una bicapa lipidica
adquirida de la célula hospedera cuando el virus abandona la membrana
citoplasmatica. La superficie mas interna de la envoltura es una capa proteica no
glicosilada que mantiene la estructura exterior del virus. El viridn esta constituido
en un 70% por proteinas, aproximadamente un 2% de ARN, 6% de carbohidratos
y un 20% de lipidos provenientes del hospedero. Ingresa a la célula blanco por
interaccion entre la glicoproteina de unién viral y las moléculas de acido sidlico,

gue actian como receptores celulares (figura 1) (14).

El genoma es lineal, con una sola hebra de ARN de sentido negativo. Exhibe 15
384 nucledtidos cuya organizacion es 3° NP-P-M-F-SH-HN-L 5’, en la que las
abreviaturas representan los genes codificantes de las siguientes proteinas: NP
(nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de matrix), F (proteina de fusion),
SH (pequefia proteina de fusién), HN (hemaglutinina-neuraminidasa) y L
(polimerasa) (15). El genoma se conforma en el extremo 3’ por una secuencia
extracistronica de 55 nucledtidos y en el extremo 5’ por una secuencia de 24
nucledtidos de los cuales 10 comparten complementariedad inversa. Estas

regiones son esenciales para la transcripcion y la replicacion (15).

Cada gen codifica para una sola proteina, con la excepcion del gen V/P/I (referido
convencionalmente como gen P), el cual da lugar, ademas, a especies de ARNm
adicionales como resultado de la insercion co-transcripcional de nucleétidos G

entre las posiciones 461 a 466 (16).
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N Nucleocapside

L Polimerasa grande
RNP
P Fosfoproteina

SH Proteina
hidréfoba
pequena

M Proteina
de la
matriz

F Proteina de fusion

HN Hemaglutina-
neuraminidasa

V Proteina de fijacion
de cinc multifuncional

Figura 1: Representacion de la estructura del virus de la parotiditis.Fuente:
Geo.F.Brooks, Karen C. Carroll, Janet S.Butel, Stephen A. Morse, Timothy A. Miietzner:

Microbiologia médica, 26e:www.accessmedicina.com.

Estructura y funcion de las proteinas virales

Nucleoproteina (NP). Aproximadamente de 489 a 553 aminoacidos (aa)
componen esta proteina. Ademas, posee dos dominios. Entre los paramixovirus, la
region del anillo terminal de la proteina es conservada (alrededor del 80%),
mientras que la regién carboxilo terminal es menos conservada (20%). En la
replicacion viral la NP tiene varias funciones como la intervencion en la
encapsidacion del ARN. Durante la transcripcion y la replicacion se asocia con la
P-L polimerasa; y es muy probable que interaccione con la proteina M durante el

ensamblaje del virus (16).
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Fosfoproteina (P). Es una proteina que posee longitud variable dentro de los
virus de esta familia. Se compone por dos dominios el N-terminal y el C-terminal,
separados por una region hipervariable. Se caracteriza por presentar un alto nivel
de fosforilacion. Desempefia un papel importante en la sintesis de ARN y junto con
la proteina L forman la polimerasa viral (P-L). En conjunto con la NP, forman un
complejo que activa la encapsidacion del ARN Illamado complejo
ribonucleoproteico (CRNP) (17).

Proteina L. Es la proteina de mayor tamafio y longitud, con aproximadamente
2200 aa y es la menos abundante respecto a todas las proteinas estructurales. Es
multifuncional, responsable de la polimerizacion de nucleétidos y de la adicion de
7-metilguanosina en el extremo 5’ (cap) para la formacién de los ARNm virales. Su
porcién N-terminal contiene seis segmentos de aa altamente conservados, que se
sugiere son dominios cataliticos de la polimerasa. El complejo formado por las
proteinas L y P se requiere para la actividad de polimerizacion, conjuntamente con
la NP y la cadena molde de ARN (18).

Proteina matriz (M). Es la méas abundante en el virion, contiene de 341 a 375 aa.
Es una proteina basica y poco hidrofébica. Durante la entrada del virus, se
fusionan ambas membranas, se separan de la proteina M, y se libera la
nucleocapside en el citoplasma. Durante la etapa final del ciclo de replicacién, la
asociacion de la nucleocépside con la proteina de la matriz media la integracién de
la envoltura (membrana lipidica) y el virus se libera por gemacion desde la

membrana celular (19).

Proteina de fusion (F). Es un factor critico y caracteristico en la infeccion. Induce
la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula hospedera
y se encarga de la fusion entre células, induciendo la formacion de grandes
sincitios. Asi, permite la propagacion del virus de célula a célula, lo que favorece
sSu patogenia, ya que evade la respuesta inmune. Es una proteina integral de

membrana tipo Il que se sintetiza como un precursor inactivo FO, que requiere de
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un mecanismo de «maduracion» consistente en el corte del precursor FO para
producir el heterodimero F1 y F2 que se mantienen unidos a través de un enlace
disulfuro. El evento de «maduracion» sucede en el compartimiento trans-Golgi v,
una serina proteasa semejante a la furina lo cataliza. Este evento postraduccional
permite la liberacion del péptido de fusion que se encuentra localizado en el

extremo N-terminal de la subunidad F1 (20).

Hemaglutinina-neuraminidasa (HN): Constituye una proteina multifuncional y el
mayor determinante antigénico de la estructura. Es responsable de la absorcion
del virus al unirse al acido sidlico de la membrana celular. Tiene actividad
hemaglutinina-neuroaminidasa. La HN contiene de 565 a 582 aa y es una proteina
integral de membrana de tipo Il, la cual tiene un dominio hidrofébico localizado en

la porcion N-terminal, que actia como sefal de anclaje a la membrana (3).

Proteina SH (del inglés, small hydrofobic). Es una proteina pequefa hidrofébica,
cuya funcién biolégica no se conoce. Se cree que fortalece el evento de fusion,
debido tal vez a la formacién de un complejo oligomérico conformado por las
proteinas F, G y SH, que tiene mayor afinidad por los glicosaminoglicanos en
comparacién con la proteina F (19) También se plantea, que esta proteina juega
un papel fundamental en la evasion de la respuesta antiviral del hospedero,

bloqueando la via apoptotica mediada por TNFa (21).

El gen SH del genoma del virus de la parotiditis es la region mas pequefa y
variable, y sus secuencias son ampliamente utilizadas en la caracterizacion
molecular de la cepa, en especial para la determinacién de los diferentes

genotipos (22).
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Replicacion

La replicacion del VP (figura 2), al igual que la de todos los paramixovirus, ocurre
en el citoplasma (16).Durante el ciclo replicativo, el genoma viral se transcribe
para producir ARNm subgenomicos, con capa Yy poliadenilados. Aunque,
aproximadamente, dos tercios de las proteinas codificadas estan involucradas en
la realizacion y regulacion de la expresion de los genes y en la replicacion del

genoma, el VP codifica para una polimerasa (23).

Etapas de la replicacion

-Adherencia, penetracion y desenvoltura del virus: ElI VP se adhiere a las
células hospedadoras a través de la glicoproteina hemaglutinina-neuraminidasa.
Acto seguido, la envoltura del virion se fusiona con la membrana celular producto
del desdoblamiento de la glicoproteina de fusion F1. La proteina F1 experimenta
un repliegue complejo durante el proceso de fusion de la membrana viral y celular.
Si no estd desdoblado el precursor FO, no tiene actividad de fusion, no ocurre
penetracion del viribn y la particula viral no puede iniciar la infeccion. La fusion por
F1 ocurre en condiciones de pH neutro del medio extracelular, permitiendo la
liberacién directa de la nucleocépside viral en el citoplasma de la célula. Por
consiguiente, el virus puede desviar la internalizacion a través de los endosomas
(24).

-Transcripcion, traduccion y replicacion de ARN: Los transcriptos de ARN
mensajero se elaboran en el citoplasma celular por la accion de la ARN
polimerasa viral. Los ARNm son mucho mas pequefios que el tamafio gendmico;
cada uno representa un solo gen. Las secuencias reguladoras de la transcripcion
en los limites del gen sefialan el inicio de la transcripcion y la terminacion. La

posicion de un gen en relacion con el extremo 3' del genoma se correlaciona con
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la eficiencia de la transcripcion. La clase de transcriptos mas abundantes que
produce una célula infectada son del gen N, situado mas cerca del extremo 3' del
genoma, en tanto que la menos abundante son la del gen L, situado en el extremo
5'. Las proteinas virales son sintetizadas en el citoplasma y la cantidad de cada
producto de gen corresponde al grado de transcriptos de ARNm de ese gen. Las
glicoproteinas virales se sintetizan y glicosilan en la via secretora. EI complejo de
proteinas de la polimerasa viral (proteinas P y L) también interviene en la
replicacion del genoma viral. EI complejo de la polimerasa debe eliminar las
seflales de terminacion interpuestas en los limites del gen para la sintesis
satisfactoria de un molde intermedio anti genoma. Después, los genomas de la

progenie de longitud completa se copian del molde antigenémico (24).

-Maduracién: EIl virus madura por gemacion desde la superficie celular. Las
nucleocapsides de la progenie se forman en el citoplasma y migran hacia la
superficie de la célula. Son atraidas a los sitios de la membrana plasmatica que
estan cubiertos de espigas de glicoproteina viral HN/H/G y FO. La proteina M es
esencial para la formacion de particulas y sirve de enlace entre la envoltura viral y
la nucleocépside. Durante la gemacion, la mayor parte de las proteinas del
hospedador se excluyen de la membrana. Si estdn presentes las proteasas
apropiadas de la célula hospedadora, las proteinas de FO en la membrana
plasmatica se activaran mediante desdoblamiento. La proteina de fusién activada
producira luego la fusién de las membranas celulares adyacentes, lo que da como
resultado la formacion de grandes sincitios. La formacion de sincitios es una
respuesta frecuente a la infecciébn por Paramixovirus. Por lo regular se forman
inclusiones citopldsmicas acidofilas. Se considera que las inclusiones reflejan
lugares de sintesis viral y se ha demostrado que contienen nucleocapsides

reconocibles y proteinas virales (24).
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Figura 2: Ciclo de vida del virus de la parotiditis. La particula viral infectante se fusiona
con la membrana plasmaética y libera la nucleocapside viral hacia el citoplasma. Las lineas
sélidas representan transcripcidon y replicacion del genoma. Las lineas discontinuas
indican el transporte de proteinas virales recién sintetizadas a la membrana plasmatica.
Los viriones de la progenie se liberan de la célula por un proceso de gemacion. Todo el

ciclo de replicacién del Paramixovirus ocurre en el citoplasma de la célula (24).
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Patogénesis

Modelos animales

A pesar de la elevada incidencia del virus de la parotiditis en la era pre-vacunal, se
conoce muy poco sobre la patogénesis de la enfermedad. Mucho de lo que se
sabe son inferencias por comparacion, por infeccion experimental en animales de
laboratorio y por las caracteristicas clinicas y la patologia de la enfermedad en

humanos (25).

Histéricamente, los modelos animales mas utilizados han sido el hamster y el
mono, y la informacion obtenida de estos modelos ha servido de base para el
conocimiento actual que se tiene de la patogénesis del virus y de la enfermedad.
Sin embargo, es cuestionable la relevancia de lo que se encontr6 en estos
modelos, dado el uso de vias de inoculacién no naturales (ejemplo: intracraneal,
intraperitonial e intravenosa) y por la incapacidad de estos modelos de ser fiables
en la discriminacion de cepas que son atenuadas para los humanos a partir del
tipo salvaje. Afortunadamente se ha avanzado en los Ultimos afios con los
modelos animales para el estudio de la patogénesis de la parotiditis con el
desarrollo de un modelo aplicado en ratas empleado para predecir el potencial de

neurovirulencia que tienen algunas cepas para los humanos (21).

Patogénesis

El hombre es el Unico reservorio, aunque en otras especies animales se ha
reportado la infeccion (monos, hamsters, ratones y embriones de pollo). Se
transmite por contacto directo y por gotitas transportadas por aerosoles. El periodo

de incubacién varia de dos a cuatro semanas. Ha sido aislado de saliva desde
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siete dias antes hasta ocho dias después del inicio de los sintomas, lo cual

muestra que puede ser transmitido antes del inicio de la enfermedad (26).

Basandose en la variedad de sintomas, la replicacion debe iniciarse en los tejidos
linfoide y reticulo endotelial del tracto respiratorio, lo cual conlleva a la viremia que
esparce al virus a multiples 6rganos. Se asume que se infecta primero el epitelio
respiratorio. Aun permanecen sin definir cuales son las células que son blanco

para la infeccion primaria y la replicacion (26).

El virus se une al acido sialico para entrar a la célula epitelial del tracto respiratorio
superior por ambos lados. La entrada del virus por la parte apical de la célula
facilita la transmision hacia las células vecinas, mientras que la infeccion por el
lado basolateral es probablemente importante para la infeccion secundaria, via el

torrente sanguineo (27).

Los viriones, al infectar las células, pueden evadir la inmunovigilancia del
hospedero por la degradacion de las proteinas STAT 1 y de la STAT 3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription, por sus siglas en inglés) que produce la
proteina V del patdégeno. En esta via la sefalizacion del interferéon (IFN) e
interleuquina-6 (IL) es bloqueada vy el virus puede evadir tanto la respuesta inmune

innata como la adaptativa (27).

La viremia trae como resultado la diseminacion de los virones hacia otros érganos,
incluyendo los rifiones y los testiculos. Diferentes estudios realizados, empleando
muestras de saliva y orina de pacientes doblemente vacunados con la PRS,
muestran que las cargas virales elevadas en el dia del inicio de la enfermedad
estan positivamente asociadas con el hecho de que el virus se excrete en la orina

y con la ocurrencia de la parotiditis bilateral y la orquitis (27).

Hay muy pocos estudios sobre la diseminacién del virus, ya que este se detecta
esporadicamente durante la infeccibn en sangre. Para abordar este hecho se
sugiere analizar profundamente el estudio de las células T; porque el virus tiene

una elevada afinidad por estas células y se replica eficientemente en ellas. Las
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células T infectadas que migran pudieran facilitar la diseminacién desde el tracto
respiratorio a otros sitios del cuerpo y jugar un importante papel en la patogénesis
de la enfermedad (27).

Manifestaciones clinicas y complicaciones.

La parotiditis se caracteriza por un prédromo que se manifiesta por febricula,
malestar, mialgia, cefalea y anorexia. Del 70 al 90% de las infecciones
sintométicas de la parotiditis presentan inflamacion aguda unilateral o bilateral de
la parétida u otras glandulas salivales que dura mas de dos dias y no tiene otra
causa aparente. Por lo general aparece en las 24 h siguientes a los sintomas
prodrémicos, aunque a veces tarda hasta una semana. De forma general hasta la
mitad de las infecciones son asintomaticas o se asocian con sintomas
respiratorios inespecificos. Las infecciones asintométicas son méas frecuentes en

adultos que en nifios (28).

A menudo, la inflamacion de la parotida es bilateral, aunque es posible que el
compromiso no afecte ambos lados al mismo tiempo. La inflamacién unilateral se
documenta en casi un tercio de los casos. La inflamacién de la parétida se
acompafa de sensibilidad y oclusion del espacio entre el I6bulo de la oreja y el
angulo mandibular. El paciente a menudo refiere dolor de oido y tiene dificultad
para masticar, deglutir o hablar. El orificio del conducto parotideo a menudo esta
rojo e inflamado. La afeccion de las glandulas submaxilares y sublinguales es
menos frecuente que la pardtida, y casi nunca se afectan solas. La inflamacion
glandular aumenta durante unos dias y luego cede de manera gradual, para
desaparecer en una semana. La sialoadenitis recurrente es una secuela rara de la
parotiditis. En casi el 6% de los casos, la obstruccion del drenaje linfatico,
secundario a la inflamacién bilateral de las glandulas salivales, puede ocasionar
edema blando pre-esternal, a menudo acompafnado de adenitis submandibular y

raras veces de edema supraglético, con peligro para la vida (28).

25



La epididimoorquitis es la siguiente manifestacion mas frecuente de la infeccion
por el VP. Se desarrolla en el 15 al 30% de los varones post-puberales, con
compromiso bilateral entre el 10 al 30% de estos casos. El area del testiculo se
vuelve dolorosa y sensible, y puede aumentar varias veces su tamafio normal.
Este trastorno casi siempre se resuelve en una semana. La mitad de los varones
afectados desarrolla atrofia testicular. La esterilidad después de la parotiditis es
rara, se calcula en 13% de los casos de orquitis unilateral y en el 30 al 87% de los
casos con compromiso bilateral. Cerca del 5% de las mujeres con parotiditis
desarrollan ooforitis y en raras ocasiones se vincula con esterilidad o menopausia

prematura (26).

La pleocitosis del liquido cefalorraquideo (LCR) documentada indica que el virus
de la parotiditis invade el sistema nervioso central (SNC) en casi el 50% de los
casos. Sin embargo, la enfermedad sintomética del SNC, casi siempre en forma
de meningitis aséptica, ocurre en menos del 10% de los casos, con predominio en
los varones. Los sintomas de la meningitis aséptica (p. €j., rigidez cervical, cefalea
y somnolencia) aparecen alrededor de cinco dias después de la parotiditis y a
menudo en ausencia de compromiso parotideo. La meningitis por el virus de la
parotiditis es una manifestaciéon autolimitada sin riesgo significativo de muerte o
secuelas a largo plazo. En ocasiones, las pardalisis de nervios craneales dejan
secuelas permanentes, en particular sordera. En casi el 0.1% de las infecciones, el
virus causa encefalitis manifestada por fiebre alta con cambios marcados en el
nivel de consciencia, convulsiones y sintomas neuroldgicos focales. Puede haber
alteraciones electroencefalograficas. La tasa de mortalidad vinculada con
encefalitis por parotiditis es alrededor del 1.5%. Otros trastornos ocasionales del
SNC en la parotiditis incluyen ataxia cerebelosa, paralisis facial, mielitis
transversa, hidrocefalia, sindrome de Guillain-Barré, paralisis flacida y cambios

conductuales(29).

La pancreatitis por parotiditis, que puede manifestarse como dolor abdominal,
ocurre en casi el 4% de las infecciones. Existe controversia acerca de la relacién

etiologica del virus de la parotiditis y la diabetes mellitus juvenil. La miocarditis y la
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fibroelastosis endocéardica son raras y autolimitadas. Otras complicaciones
inusuales incluyen tiroiditis, nefritis, artritis, enfermedad hepatica, queratouveitis y
parpura trombocitopénica. Es frecuente la disfuncién renal, pero es rara la nefritis
grave que ponga en peligro la vida. Aun no se confirma si la parotiditis gestacional

se relaciona con un nimero excesivo de abortos espontaneos (figura 3) (2, 29).
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Figura 3: Historia natural de la infeccion por el Virus de la Parotiditis. La fase prodromica
se caracteriza por sintomas inespecificos, a menudo leves, como fiebre baja, dolor de
cabeza y malestar general. Sigue una fase aguda temprana, que probablemente
represente la propagacion del virus desde el tracto respiratorio y el desarrollo de sintomas
sistémicos, tipicamente parotiditis, que dura desde unos pocos dias hasta una semana.

Durante la fase aguda establecida pueden aparecer orquitis, meningitis o encefalitis (21).

Después de la aplicacion de las campafias de vacunacién, varios estudios
muestran que entre las personas vacunadas, las complicaciones severas no son

comunes pero ocurren mas frecuentemente en adultos que en niflos. En brotes

27



recientes en los Estados Unidos en 2006 y 2009-2010, las tasas de ocurrencia de
orquitis entre hombres post-puberales fueron de 3,3% a 10%; entre mujeres post-
puberales las tasas de mastitis y de ooforitis, llegan hasta el 1% (30).

Entre todas las personas infectadas con parotiditis, las tasas reportadas de
pancreatitis, sordera, meningitis y encefalitis son de menos del 1%. No han

ocurridos muertes relacionadas con la parotiditis en los brotes recientes (31, 32).

Vacunacion contra el virus de la parotiditis

Antes del inicio del programa de vacunacion, la parotiditis era una enfermedad
infecciosa comun con una incidencia anual de mas de 100 casos por cada 100
000 habitantes (33). Anderson y col. en el afio 1987, calcularon que con indice de
vacunacion del 60% cambiaria la epidemiologia, la incidencia seria reducida, el
periodo entre picos epidémicos se incrementaria y el numero total de
complicaciones relacionadas con el virus decreceria. Para finales de 2016, las

vacunas habian sido introducidas en 121 paises de acuerdo a la OMS (34, 35).

La estrategia de vacunacion global establecida por la OMS, consiste en la
vacunaciéon de parotiditis junto con rubéola y sarampion en una formulacién triple
(PRS), y es parte del esquema de inmunizacion de varios paises. En un primer
momento, se recomendd una dosis de esta vacuna. En muchos paises una
segunda dosis se afiadi6 mas tarde al esquema de vacunacion, con vistas a
optimizar la respuesta inmune y, en particular, para incrementar la proporciéon de
individuos que exhiben anticuerpos. Sin embargo, un meta-analisis revel6 que la

segunda aplicacién solo restaura la inmunidad al nivel de la primera dosis (36).

Como predijeron Anderson y colaboradores, la incidencia de la parotiditis decrecio
marcadamente después de iniciadas las campafas de vacunacion.
Desafortunadamente, luego del inicio de estas campanias, la vigilancia se realiz6

en unos pocos paises (37).
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Diversidad de las vacunas anti parotiditicas

Considerando que el virus de la parotiditis es monotipico, la vacuna producida con
cualquier cepa contra esta enfermedad deberia proveer proteccion de por vida
contra infecciones posteriores, no obstante, los brotes de parotiditis persisten adn
en poblaciones con altas coberturas de vacunacion. Por otra parte, en algunos
casos, los anticuerpos neutralizantes del virus de la parotiditis no protegen contra

la reinfeccion con genotipos virales heterdlogos (4).

Actualmente, las cepas vacunales mas utilizadas son: Jeryl Lynn (JL), RIT 4385,
Urabe-AM9, Leningrado-3 (L-3) y Leningrado-zagreb (L-zagreb). Debido a que
todas las vacunas de parotiditis son poblaciones de quasiespecies, la descripcion
adecuada del genoma del virus vacunal debe incluir ademas de la secuencia

propia, la evaluacion cuantitativa de las variantes virales existentes (4).

Vacuna Jeryl Lynn

Desarrollada en 1967, a partir de un aislamiento obtenido de un exudado
nasofaringeo de un paciente. Se obtuvo mediante pases del virus por huevos de
gallina embrionados y luego por cultivo de célula de embrién de pollo. Tuvo el
privilegio de ser la primera vacuna de parotiditis disponible en el mercado
internacional. Estados Unidos la adopté como cepa vacunal Unica. La vacuna JL
es una mezcla de dos cepas virales diferentes, lo cual es probablemente una
ventaja. La cepa es muy segura, como se muestra en estudios de reactogenicidad
utilizando vacunas de parotiditis monovalente o la vacuna trivalente PRS. Otra de
las ventajas de dicha vacuna es que no se relaciona con casos de meningitis
aséptica, evento adverso considerado el talébn de Aquiles de las vacunas de
parotiditis. Los primeros ensayos con la cepa vacunal JL demostraron una eficacia
de aproximadamente 95%, pero en condiciones epidémicas, la efectividad
disminuye hasta 62% (33).
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Vacuna Rubini

Otra vacuna de parotiditis considerada como segura derivd su nombre de Rubini,
el nifio suizo cuya orina se utilizé6 como fuente para el aislamiento viral. En 1985 se
autorizd su uso en Suiza y se perfeccion6 mediante el pase del virus por una linea
celular diploide humana, con pases sucesivos por huevos de gallina embrionados
y adaptacion a la linea celular diploide humana MRC-5. La desventaja de esta
vacuna, que utiliza la linea celular diploide humana, es que reporta un rango de
baja a ninguna efectividad clinica. Cabe destacar que Portugal comenz6 a usar
exclusivamente esta vacuna en 1992 y como consecuencia el pais completo
padecié de una larga epidemia. Experiencias similares se registraron en otros
paises como Suecia, Italia, y Singapur, lo que condujo al abandono de la cepa

vacunal Rubini (4).
Vacuna Urabe-AM9

La cepa Urabe deriva de un aislamiento obtenido de la saliva de un paciente. La
vacuna se desarrollé en Japon, extendiéndose su produccion en Europa en la
década del 80 (Bélgica, Francia e Italia). Esta cepa se produce en el amnios de los
huevos de gallina embrionados o en cultivo de célula de embrién de pollo. La cepa
es altamente inmunogénica, con un 95% de seroconversion en nifios con edades
comprendidas entre 14-20 meses. Comparada con la vacuna JL, la
inmunogenicidad de la cepa Urabe-AM9, medida por ELISA y traducida en
proteccion es equivalente, reportandose en un estudio que el 88% de los nifios
entre 13-15 meses que recibieron la vacuna, desarrollaron anticuerpos
neutralizantes. En Canada, un estudio encontré6 que 5 a 6 afios después de
aplicada una dosis de la vacuna MMR, la tasa de seropositividad fue del 93% para

la cepa Urabe, en comparacion con el 85% para la cepa Jeryl Lynn (33).
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Vacuna Leningrado-3

La cepa vacunal L-3 se produjo en 1953 a partir de 5 aislamientos del virus de la
parotiditis combinados en una Unica cepa. Se obtuvo a partir de pases en un
cultivo celular de rifidbn de cobayo y luego se pasaron a cultivos embrionarios de
codorniz japonesa. Se caracterizO como heterogénea sobre la base de la
morfologia de la placa y el analisis de la secuencia de los genes P y F; sin
embargo la composicién de L-3 nunca se public. Desde 1980, la ex Unién
Soviética, la ha utilizado en su programa nacional de inmunizacion, reportandose
una alta efectividad y una proteccion del 91 al 99%. En la ex Republica
Democratica Alemana, la observacion de ocurrencia de eventos de meningitis

aséptica entre los receptores, provocé que los ensayos clinicos se cancelaran (4).

Vacuna Leningrado-zagreb

La vacuna L-3 fue atenuada en Zagreb, Croacia, la ex Yugoslavia, y
posteriormente renombrada Leningrado-zagreb (L-zagreb). Se desarroll6 mediante
una adaptaciéon de la cepa vacunal L-3 en un cultivo primario de fibroblastos de
embrion de pollo y se demostrd su estabilidad genética a nivel de la secuencia
tipica de esta cepa vacunal, en el curso del proceso de produccion. Mediante dos
experimentos de clonacion independientes. Kosutic-Gulija, (2008), demostraron
que la cepa vacunal L-zagreb contiene una sola cepa viral. Sin embargo,
numerosas posiciones de los nucleétidos demostraron ser heterogénicas e

indicaron la naturaleza de quasiespecies de esta cepa (38).

La asociacion de esta cepa con meningitis aséptica es una cuestion discutida. En
Brasil, en 1998, se observé después de dos campafias de vacunacion una alta
incidencia de meningitis aséptica. Sin embargo, en la India se encontré un solo

caso de meningitis aséptica entre las 95.361 dosis aplicadas (33).

Investigaciones recientes sefialan que la meningitis aséptica no es materia de

importancia en la vacunacion con la cepa L-zagreb, dada la buena proteccion que
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confiere, demostrado en Croacia, 2007, con los casos de meningitis de naturaleza

benigna post vacunacion (33).

La vacuna L-zagreb cumple con los requerimientos de la OMS. Algunos estudios

demuestran que la efectividad de esta vacuna es mayor del 95% (33).

Brechas persistentes en la eliminacién de la parotiditis

A pesar de los programas de vacunacion implementados por muchos paises,
persisten brotes de parotiditis en los cuales se detecta co-circulacion de genotipos
entre poblaciones vacunadas. Aunque la baja o incompleta cobertura vacunal sea
una razén clave, no es suficiente para explicar el problema, dado los numerosos
brotes que ocurren en poblaciones con alta cobertura vacunal. Multiples estudios
sugieren que la pérdida de inmunidad y fallos en la administracién de la segunda

dosis juegan un papel fundamental en este problema (7).

Baja cobertura vacunal

La baja cobertura vacunal es improbable que sea el factor principal en la carga de
brotes recientes. En paises como Estados Unidos, donde la proporcién de
vacunaciéon de PRS es generalmente del 90%, ocurren brotes en comunidades
altamente vacunadas. Por otra parte, en brotes recientes del 10% al 99% de los

casos de parotiditis recibieron previamente dos dosis de la PRS (39).

Por ejemplo, en el 2005, se reporté un brote en la Republica Checa, con mas de
5000 casos, en una poblacién con una cobertura vacunal del 99,6% (de una dosis)
y del 70,6% (dos dosis). En los Paises Bajos, en el 2004 se demostré este
problema, en una poblacion con 93% de vacunacion con al menos una dosis de la

vacuna (39).

Asi, la baja cobertura vacunal no explica, por si sola, el resurgimiento de la
parotiditis. Estos brotes en poblaciones altamente vacunadas indican que otros
factores contribuyen y deberian ser explorados para comprender las necesidades

de prevencion y control para la salud publica (39).
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Fallo en la vacunacion primaria

El fallo en la vacunacion primaria es otro factor contribuyente al resurgimiento de
la parotiditis. La vacuna Jeryl Lynn indujo seroconversion en el 95% de los
vacunados después de realizado un ensayo clinico aleatorio, llevado a cabo en
nifos seronegativos de 20 meses. Sin embargo, la efectividad de esta cepa
(determinada por los radios de ataque secundarios entre nifios inmunizados y no

inmunizados) tiene un rango de 62 a 91% (7).

Los fallos vacunales fueron también aparentes con las vacunas Rubini y Urabe.
Esto representa un problema significativo para la salud publica en el momento de
lidiar con los brotes, donde la alta efectividad de las vacunas es crucial para

prevenir la expansion de la enfermedad y los brotes recurrentes (7).

Variacién antigénica

La variacion antigénica pudiera ser otro posible factor en el fracaso de la vacuna
contra las paperas. Por ejemplo, las cepas del virus de las paperas de tipo salvaje
(genotipo G) identificadas en brotes (en América del Norte y Europa) tienden a
diferir filogenéticamente de la cepa Jeryl Lynn (genotipo A), utilizada en la vacuna
MMR-II. Si bien la respuesta de anticuerpos provocada por la vacuna neutraliza de
forma cruzada cepas de otros genotipos, existen diferencias antigénicas vy el titulo
requerido para la neutralizacién viral del genotipo G, no es el mismo. Por lo tanto,
los estudios sugieren que puede ser necesaria una nueva vacuna que se dirija a
multiples genotipos del virus para mejorar la eficacia y controlar por completo

estos brotes (40).

Fallo en la vacunacion secundaria/ Pérdida de inmunidad.

Numerosas publicaciones de las dos ultimas décadas muestran un elevado riesgo
de contraer la enfermedad cuanto mas tiempo transcurra después de la

inmunizacion, lo que presupone una pérdida de la inmunidad. De hecho, los
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individuos en edades correspondientes a los niveles de secundaria basica y
universidad, muestran generalmente una alta probabilidad de contraer la
enfermedad (41).

Un analisis retrospectivo de un brote ocurrido en 2006 en el medio-oeste de los
Estados Unidos encontr6 que los casos de parotiditis tenian mayores
probabilidades de ocurrir en individuos que habian recibido la segunda dosis 10
aflos antes de la exposicion (42). Estudios de brotes en Francia y Bélgica
demostraron que las oportunidades de desarrollar parotiditis se incrementaban de
un 10 a un 27% con cada afio de vacunacion. Un incremento de la susceptibilidad
a contraer la enfermedad en el tiempo se observd en numerosos estudios de

poblacion (43).

Los datos reafirman que la pérdida de inmunidad es el principal contribuyente en
el aumento de la incidencia de casos de parotiditis en poblaciones con altas
coberturas de vacunacion (41).

Epidemiologia

La parotiditis es una enfermedad de distribucion mundial. El Unico reservorio es el
ser humano. Se trasmite por el aire o por contacto directo con gotas infectadas o
saliva, se presenta todo el afio y su incidencia se incrementa en invierno y
primavera. Se trasmite desde el periodo prodromico, pero se vuelve mas
contagiosa en el periodo clinico. La transmision es poco probable en
asintomaticos. Se describe que la temperatura media, la humedad relativa, la
velocidad del viento y la presion atmosférica podrian ser predictores importantes
de la incidencia de la enfermedad y que los ciclones tropicales causan un aumento

en los casos de parotiditis (44).

Sin dudas la epidemiologia de la parotiditis esta fuertemente influenciada por la
vacunacion. En poblaciones que aun no estan vacunadas, hay brotes epidémicos
que ocurren cada 2, 3 o 7 afios. En paises sin programas nacionales de

vacunacion, la incidencia general calculada es de 100 a 1000 casos por cada 100
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000 habitantes. La tasa de ataque en las epidemias varia considerablemente, pero

en una poblacién virgen puede llegar hasta el 88% (45).

Antes de que comenzaran los programas de vacunacion contra el virus, la
parotiditis era una enfermedad que presentaba altas tasas de morbilidad y
mortalidad. En la era pre-vacunal, la morbilidad era aproximadamente de 40 a 726
casos por cada 100 000 habitantes por afio en Estados Unidos y algunos paises
europeos y asiaticos. Durante esta etapa la infeccién circulaba de manera
endémica con alzas periédicas de dos a cinco afios y una incidencia entre los
nifios de 5 a 7 afios en varias regiones a nivel mundial. La infeccién ocurria
frecuentemente en lugares donde se acumulaba un gran niamero de personas
como, por ejemplo, escuelas, jardines de infantes, barracas militares y otros
espacios. Se reportan, ademas factores de riesgo como la edad, la exposicion, el
compromiso inmunitario, la época del afo, los viajes y el estado vacunal e

inmunitario (25).

En la era de la vacunacion, el uso expandido de la vacuna redujo sustancialmente
el riesgo de ocurrencia de la parotiditis, asi como el niumero de complicaciones
asociadas a ella. El ritmo de la infeccién disminuyé de forma considerable. El
cambio en el patron epidemiolégico esta basado en los numerosos programas de
vacunacion que se llevaron a cabo, asi como en el numero de dosis, la edad de

vacunacion y la cobertura vacunal (25).

A pesar de la efectividad de la vacuna, se continlan reportando brotes en todo el
mundo. Son de especial importancia aquellos que ocurren en paises que tienen un
amplio programa de inmunizaciones. Ademas, la vacunacion ha generado un
cambio epidemioldgico, trasladandose la edad de presentacion clinica de la

parotiditis desde nifios y adolescentes a adultos jovenes (5).
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Epidemiologia molecular

El virus se divide en 12 genotipos basandose en la secuenciacion de los genes HN
y SH. No obstante, la OMS recomienda un método estandar para describir las
caracteristicas genéticas del virus, basado en el gen SH, debido a su gran
diversidad (8).

El genotipo salvaje no circula desde 1990, mientras que los genotipos Ay B fueron
aislados frecuentemente en Europa y Japdn, respectivamente. Hasta 2012, el
virus se fue aislado de 38 paises. Los genotipos C, D H y J prevalecieron mas en
el hemisferio occidental, mientras que los genotipos B, F, G e | fueron mas
comunes en paises de Asia (8). El genotipo F tiene una circulacién limitada. Se
observa mayormente en China, aunque también se detectd en otros 10 paises
pertenecientes a Norteamérica, Europa y Asia; pero en la mayoria de estos casos

se encontrd un vinculo epidemiolégico con China (22, 46).

La generalidad de los brotes ocurridos en los ultimos afios (en paises europeos y
en Estados Unidos principalmente), dentro de poblaciones vacunadas, estan
relacionados con el genotipo G y algunos otros con el genotipo H. La mayoria de
los genotipos de parotiditis que circulan actualmente parecen haber surgido entre
60 y 100 afios atras, con la excepcion del genotipo C que parece ser mas antiguo
(de hace unos 100-125 afios) (47).

Sin embargo, solo seis de los 12 genotipos han estado circulando desde 2010,
incluido el genotipo G (52%), H (16%), C (12%), F (8%), K (8%) y D (4%), segun lo
publicado por Jin y col (8).
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Diagnostico

Diagnostico diferencial

Durante un brote de parotiditis, el diagnéstico es sencillo en pacientes que
presenten inflamacién de la parétida y antecedente de exposicion reciente. Sin
embargo, cuando la incidencia de la enfermedad es baja, deben considerarse
otras las causas de inflamacion de la pardtida y se requieren pruebas de
laboratorio para la confirmacion. Las causas infecciosas que provocan parotiditis
incluyen otros virus como, por ejemplo: coxsackievirus, virus parainfluenza tipo 3,
virus de la gripe A, virus de Epstein-Barr, adenovirus, bacterias grampositivas,
micobacterias atipicas y especies de Bartonella. La inflamacion de la parotida
también puede aparecer en presencia de sarcoidosis, sindrome de Sjogren,
sindrome de Mikulicz, sindrome de Parinaud, uremia, diabetes mellitus, ingestion
de almidon de lavanderia, desnutricion, cirrosis y en el tratamiento con algunos
farmacos. La parotiditis unilateral puede ser resultado de la obstruccion ductal,
quistes y tumores. En ausencia de parotiditis o compromiso de otras glandulas
salivales, es probable que predominen los sintomas de otros érganos o del SNC, y
es necesario el diagnéstico de laboratorio. Cuando las manifestaciones
consistentes con la infeccion por parotiditis aparecen en érganos distintos a las
glandulas parétidas, es necesario considerar otras enfermedades. La torsion
testicular puede generar una masa escrotal dolorosa parecida a la orquitis por
parotiditis. Otros virus (p. ej., enterovirus) pueden causar meningitis aséptica

indistinguible en el examen clinico. (29).

Diagnostico de laboratorio
El diagndstico molecular de laboratorio se basa en la deteccion del ARN viral

mediante reaccion en cadena de la polimerasa - transcriptasa inversa (RT-PCR,

reverse-transcriptase polymerase chain reaction), andlisis seroldgico o cultivo viral

(1).
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Para la prueba de RT-PCR, el ARN viral se extrae en forma directa de las
muestras clinicas o de cultivos celulares inoculados con muestras clinicas. El
exudado bucal es la muestra por eleccion para deteccion del virus, sobre todo si
se obtiene en los dos dias siguientes a la aparicion de manifestaciones, aunque
también es facil detectarlo en exudados faringeos y en saliva, y en caso de

meningitis, en el LCR. El virus rara vez se detecta en sangre (1).

La capacidad para detectar el ARN viral en muestras clinicas disminuye con
rapidez una semana después del inicio de los sintomas, y en varios estudios, las
tasas de deteccidn del virus fueron mucho menores en los receptores de dos dosis
de vacunas que en personas no vacunadas o en las que recibieron una sola dosis.
Esta prueba es méas recomendable durante la fase aguda de la enfermedad,
porque tiene mayor sensibilidad que la serologia. Aun mas, la serologia tiene poco

valor predictivo en un ambiente de baja prevalencia (1).

El diagnéstico serolégico de parotiditis casi siempre se hace por
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay)
0 por la técnica clasica de inhibicion de la hemaglutinacion (IH). Los datos deben
interpretarse con cautela, ya que en personas vacunadas casi nunca existe la IgM;
por lo que un resultado negativo a IgM en una persona vacunada no descarta la
infeccion (48).Ademas, sin importar el estado de vacunacion, es posible que IgM
no se detecte si el analisis sérico se hace demasiado pronto (antes del dia tres de
la aparicion de los sintomas) o demasiado tarde (26 semanas después del inicio
de los sintomas). Tampoco puede confiarse en el incremento en el titulo de 1gG en
sueros pareados de las fases aguda y convaleciente. Es posible que los titulos de
IgG en la fase convaleciente solo sean ligeramente mayor que los de la fase
aguda. Las pruebas serologicas usuales, como la fijacion del complemento,
inhibicion de la hemaglutinacion y neutralizacion viral, son muy laboriosas y ahora
s6lo se realizan raras veces. La principal desventaja que tendria el cambio de
estos ensayos al método ELISA (mas rapido), es la deteccién mas tardia de todos
los anticuerpos especificos del virus, incluidos los no neutralizantes (no

protectores). Por tanto, una persona seropositiva por ELISA puede carecer de
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cantidades protectoras de anticuerpos. Aunque existe una marcada relacion entre
la presencia del anticuerpo neutralizante al virus de la parotiditis y la proteccion
contra la enfermedad, no hay un titulo de anticuerpo absoluto que sea predictivo
de la proteccion seroldgica (49).

El virus se puede identificar a través de cultivos celulares. Los cultivos primarios
de rifidbn de mono son las células mas sensibles, asi como las lineas celulares
(BSC-1, Vero, MDCK, y HelLa). La formacion de sincitios es el efecto citopatico
caracteristico, aunque no todas las cepas lo producen, y por lo tanto es necesario
realizar hemadsorcion con glébulos rojos de cobayo. Con menor frecuencia se

observa vacuolizacion (49).

Tratamiento y Profilaxis

Curativo: Por lo general, la parotiditis es una enfermedad benigna que se
resuelve por si sola. El tratamiento es sintomatico con aislamiento del paciente
durante 4 dias desde el inicio de los sintomas. En ausencia de complicaciones,
suele ser domiciliario, simplemente con medidas sintomaticas (analgésicos/
antipiréticos), liquidos abundantes (para evitar la deshidratacion), modificaciones
en la dieta que incluyen alimentos blandos, restriccion de liquidos acidos, muy
acidos o picantes (ya que aumentan el dolor en las glandulas salivales). Las
gargaras de agua tibia con sal pueden ayudar a reducir el dolor, la aplicacién de
compresas tibias o frias en la region parétida son utiles. Actualmente no hay
medicamentos antivirales, corticosteroides, 0 inmunoterapia pasiva (la
inmunoglobulina no es siempre eficaz para evitar la enfermedad y no se
recomienda como manejo o profilaxis) en el tratamiento de las parotiditis. La
vacunacion es la uUnica medida practica de control. Casi todos los paises
desarrollados inmunizan contra parotiditis, pero en muchos paises, ésta no es una
enfermedad de notificacion obligatoria y la vacunacion a menudo es voluntaria
(45).
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Materiales y Métodos

Disefio y tipo de estudio
Se realiz6 un estudio de corte transversal con un componente analitico.

Universo de estudio: Todas las muestras clinicas con sospecha de parotiditis
recibidas en el Laboratorio Nacional de Diagnostico y Rabia del Instituto de
I’”

Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) en el periodo de enero 2017 a diciembre de

2019. En el periodo de estudio se recibieron 11 827 muestras.

Muestra de estudio: Todas aquellas muestras clinicas diagnosticadas como
positivas al virus de la parotiditis en el periodo comprendido de enero de 2017 a
diciembre de 2019, en el Laboratorio Nacional de Diagndstico y Rabia del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), procedentes de la Vvigilancia
epidemiologica. De las 1266 muestras positivas al VP, 1220 eran sueros, cuya
positividad se determiné por inhibicion de la hemaglutinacion o por ensayos ELISA,
43 fueron orinas y 3 exudados nasofaringeo. La positividad de estas ultimas se
detecto6 por PCR.

Todas las muestras fueron consideradas para el andlisis epidemiologico de la
investigacion. Para la determinacion del genotipo mediante secuenciacién del gen

SH solo se emplearon las de exudado nasofaringeo y orina.
Las muestras se conservaron en el laboratorio a -20°C.
Obtencion de lainformacioén

Se revisaron las bases de datos del laboratorio de Diagnéstico y Rabia y las
encuestas epidemiolégicas que acompafiaron a cada una de las muestras a su
arribo al IPK, con el propésito de identificar aquellos especimenes de suero,

exudado nasofaringeo y orina que resultaron positivas durante ese periodo.
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Definicion de caso:

Caso sospechoso:

e Aumento de volumen agudo de las glandulas salivares, orquitis u ooforitis que

no puedan ser explicados por otro diagnostico

e Un resultado positivo del laboratorio sin sintomas clinicos de parotiditis (con o

sin vinculo epidemiolégico a un caso probable o confirmado)
Caso Probable:

e Parotiditis aguda u otra hinchazén en las glandulas salivares que perdure por al

menos 2 dias, orquitis u ooforitis inexplicable por otro diagnéstico en:

e una persona con un test positivo de suero para el anticuerpo IgM.
e una persona con vinculo epidemioldgico a otro caso probable o confirmado,
o vinculado a un grupo o comunidad definida por la salud publica durante

un brote de parotiditis.
Caso Confirmado:

e Una RT PCR o cultivo viral positivos de una muestra de un paciente con una
enfermedad aguda caracterizada por: inflamacién aguda de las parétidas u otras
glandulas salivares al menos por dos dias, meningitis aséptica, encefalitis, pérdida
de la audicion, orquitis, ooforitis, mastitis o pancreatitis (32).
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Criterios de inclusion:

e Muestras clinicas de sueros positivos por IH o ELISA, y muestras de
exudado nasofaringeo y orina positivas por RT- PCR en el periodo
comprendido entre enero de 2017 a diciembre de 2019.

e Presentar una encuesta epidemiolégica (Anexo 1).

Criterios de exclusion:

e Muestras clinicas de sueros negativos a IH o ELISA o muestras de exudado
nasofaringeo y orina con resultado negativo a Parotiditis por RT- PCR en el
periodo comprendido entre enero de 2017 a diciembre de 2019.

e Muestras que estuvieran mal conservadas, con un volumen inferior al

solicitado o contaminadas.
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Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo de Variable Operacionalizacion Indicador
Escala Descripcion
Edad Cuantitativa Continua <20 afos Edad en afios | Frecuencias absolutas y
cumplidos frecuencias relativas
21-30 afos
31-40 afios
41-50 arfios
>50 afios
Cualitativa Nominal Masculino Género Frecuencias absolutas y
referido en las | frecuencias relativas
Género
encuestas
Femenino
Provincia de Cualitativa Nominal Segun PR, Art , LH, | Frecuencias absolutas y
residencia ultima May, |1J, Mat, | frecuencias relativas
division VC, CF, SS,
politico CA,CG, LT,
administrati | Hol, Gr, SC,
va GT.
Cualitativa nominal Presente Antecedentes | Frecuencias absolutas y
de frecuencias relativas
Antecedentes L
vacunacion
de .
_ Ausente referidos en
Vacunacion

las encuestas

clinicas
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-Colecta, traslado al laboratorio y almacenamiento de las muestras

Muestras de exudado nasofaringeo: Colectadas en los tres primeros dias a
partir de la fecha de inicio de los sintomas, en un volumen de 2 mL, fueron
homogenizadas mecanicamente, posteriormente se realizaron alicuotas de 1 mL

gue se conservaron a -20°C, hasta su uso.
-Procesamiento de muestras de orina (al momento de llegar al laboratorio).

Muestras de orina: las muestras se colectaron al quinto dia del comienzo de los
sintomas y con un volumen entre 15 o 50 mL, en tubos Corning con el fin de evitar
el derrame de la muestra. Luego, fueron centrifugadas a 1500 rpm, durante 20
minutos a 4°C, se decantd el sobrenadante y se le afiadio al sedimento 1mL de
medio de cultivo celular (con antibi6tico, con o sin suero). Se homogenizé el
sedimento y distribuy6 en viales de 1.5 mL. Las muestras se conservaron a -70 °C

hasta su procesamiento.
-Extraccion de ARN viral

Se realiz6 la extraccion del ARN de las muestras de exudado nasofaringeo y
orina, empleando el estuche comercial QIAmp Viral RNA mini Kit (Qiagen,
Alemania). Se adicion6 140ul de la muestra a una mezcla de 5,6 pl de carrier y
560ul de tampon lisis (tampon AVL), mezcldndose mediante procedimiento
mecanico durante 15 segundos (seg), seguido de una incubacidén a temperatura
ambiente (TA) durante 10 min. A la misma se le afiadié 560pl de etanol al 96%, se
agité durante 15 seg y centrifugé a 14 000 rpm durante 30 seg. A una columna
(QlAamp spin column) proporcionada por el estuche comercial, se le afiadieron
630ul de la mezcla, luego se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min, se descart6 el
filtrado y se repitié el paso anterior. Se afadieron 500ul de tampon de lavado
1(AW1) y se centrifugd a 8000rpm por 1 min. Se adiciono la misma cantidad de
tampén de lavado 2 (AW2), centrifugandose a 14 000rpm por 3 min. La columna

se pasO a un tubo de centrifuga de 1,5 mL, se afiadieron 60 pl del tampdén de
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elucion (AVE) y se incub6 a TA por 1 min. Luego se centrifugd la mezcla a

8000rpm por 1 min y el producto final fue guardado a - 80°C hasta su uso.

-Reaccion en cadena de la polimerasa con reverso transcripcién (RT-PCR):
Se utilizaron oligonucleodtidos sintetizados por Eurofins MWG (Operon, Huntsville,
Luxemburgo). Los datos de los cebadores empleados se muestran en la tabla 1.
Las secuencias de los cebadores fueron descritas por Jin y colaboradores en 1999
(50).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleotidos empleados en la técnica de RT-PCR.

Oligonucleodtidos Secuencia (5’- 3’) Posicion
Forward SH1 5 AGT AGT GTC GAT GAT CTC AT 3 6133-6152
Reverse SH2 5 GCT CAAGCC TTGATCATTGA 3 6789-6808

Para la RT-PCR, se empleé el estuche comercial QIAGEN OneStep RT-PCR Kit
(Qiagen, Alemania). Se reaccion se efectu6 a partir de 5 puL del ARN extraido en
un volumen final de 50 uL. La mezcla contenia 10 pL de solucién tampdn 5X, 2 pL
de enzima (OneStep TR-RCP Enzyme Mix), 2 pL de trisfosfato de
desoxinucleotidos (10 mM), 2 puL de cada oligonucle6tido que se encontraban a
100 picomoles y se completé el volumen con agua libre de RNasa. Las
condiciones de amplificacion establecidas en el ensayo fueron las siguientes: un
paso inicial de reverso transcripcion durante 30 minutos a 50 °C. Seguidamente,
un paso de desnaturalizacion de 15 minutos a 95 °C y luego 30 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 1 minuto a 50 °C, y 1 minuto a 72 °C.. Se incluy6 un paso final
de extension a 72 °C durante 10 minutos.
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-PCR Anidada

Se utilizaron oligonucleotidos sintetizados por Eurofins MWG (Operon, Huntsville,
Luxemburgo). Los datos de los cebadores se exponen en la tabla 2. Las
secuencias de los cebadores se encuentran descritas en el protocolo desarrollado
por Jin y colaboradores en 1999 (50).

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos empleados en la técnica de PCR

anidada.

Oligonucledtidos Secuencia (5’- 3’) Posicion

Forward SH3 5GTCGATGATCTCATCAGGTAC 3 6139-6159

Reverse SH4 5" AGCTCACCTAAAGTGACA 6758-6777
AT 3

La PCR anidada se efectué a partir de 2 uL del cDNA obtenido de la RT-PCR en
un volumen final de 23 pL La mezcla contenia 10 pL de solucién tampo6n10X, 1 uL
de trisfosfato de desoxinucleotidos (10 mM), 0.25 pL de enzima Tagq ADN
polimerasa (5U/ul, Roche), 2 uL de los oligonucleétidos y se complet6 el volumen
con agua libre de RNasa. Las condiciones de amplificacion establecidas en el
ensayo fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacién de 2 mina a 94
°C. Seguidamente 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 sega 50°Cy 1 mina 72 °C. Se

incluyd un paso final de extensiéon a 72 °C durante 10 min.
-Corrida electroforética para la visualizacion del producto de PCR.

Para chequear el producto amplificado se tomaron 5uL del producto de la PCR
anidada y se les afadieron 2uL del colorante 5x Blue/Orange 6X (Promega, USA).

La mezcla se sometié a una corrida electroforética durante 30 min a 100 Volts (V)
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en un gel de agarosa al 2% (Promega, USA) usando tampon TBE 1X (Tris-Borato
0,09M (Sigma), EDTA 2mM (Sigma), pH 8). La tincion de los geles se realizé con
una solucion de GelRed ™ Nucleic Acid, a un volumen de 5uL por cada 100 mL de
TBE 1X. Para observar las bandas de amplificacion, se empleé el procesador de
geles UVP MultiDoc-It(analytic-jena, UVP Transilluminator). Se determind el
tamafio de las bandas amplificadas mediante la comparacion con el marcador de
peso molecular de 100bp DNA ladder (25ug/uL, Promega, USA).

-Purificacion del producto de PCR.

Se procedio a la purificacion del fragmento de la regién de interés utilizando el
estuche comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden,

Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.
-Secuenciacién nucleotidica y analisis filogenético

Para la realizacion de la reaccidbn de secuencia se emplearon los mismos
cebadores que para la RT-PCR reflejados en la tabla 2. Se prepararon mezclas
constituidas por: 1uL de cada uno de los cebadores especificados, que estan a 5
pmoles, 8L de la mezcla de reaccion de secuencia DTCS Quick StartMasterMix,
suministrada con el DyeTerminatorCycleSequencing (DTCS) Quick Start Kit
(BeckmanCoulter, EEUU), 5 uL de ADNCc purificado (aproximadamente 100 ng) y 6

ML de agua libre de nucleasas para RCP, hasta completar 20 ul de reaccion.

El ciclaje de la reaccidon de secuencia constd de una desnaturalizacion inicial por 2
min a 96°C, seguida de 50 ciclos de 20 seg de desnaturalizacién a 96°C, 20 seg
de hibridacién a 50°C y 4 min de extension a 60°C. Una vez concluida la reaccion
de secuencia, se paso a la purificacion del producto siguiendo el protocolo descrito
en el estuche comercial DTCS Quick Star Master Mix (BeckmanCoulter, EEUU).
La corrida de la reaccion de secuencia se realizo en el secuenciador automéatico
modelo CEQTM 8800 (BeckmanCoulter, EEUU), utilizando el procedimiento de
analisis de datos crudos para productos de PCR.
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Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron editadas en fragmentos de 316pb,
utilizando el programa SequencherTMVersion 4.9 (Genes Codes Corporation,
USA), empleando como referencia el genoma completo de la cepa AF201473.1. Al
final se obtuvieron secuencias consensos de cada muestra analizada. Dichas
secuencias fueron sometidas a un proceso basico de alineamiento (BLAST, del
inglés Basic Local AlignmentSearchTool). Este programa permitio la comparacion
de las mismas con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank
(www//ncbi.nih.gov), y permitio definir el genotipo del virus de la parotiditis

presente en cada muestra.

Para el analisis filogenético las secuencias fueron alineadas utilizando el
sequencher version 9.10 y editadas minimamente con Mega 6 (Bette Korber et al.,
2020). La historia evolutiva se infirio utilizando el método de maxima verosimilitud,
basado en el modelo de Kimura-2 parametros del programa Mega 6. El arbol
consenso, inferido a partir de 1000 réplicas, se utilizd para representar la historia
evolutiva de las secuencias analizadas. Las distancias evolutivas fueron
computadas utilizando el método de Kimura-2 parametros, el porciento de
variacion entre los sitios fue modelado con distribucion gamma. Se utilizaron 26
secuencias de referencias de las variantes incluidas en el andlisis, que se

compararon con las secuencias cubanas obtenidos en este estudio.
- Procesamiento de datos y analisis estadistico

Se confecciondé una base de datos en el programa Microsoft® Office Excel 2010,
donde se recogieron los datos de las encuestas y los resultados obtenidos en el
laboratorio. Se utiliz6 el paquete estadistico EPIDAT 3.1 para el analisis de los
estadigrafos descriptivos (frecuencias absolutas y relativas). Los resultados se

presentan en forma de tablas y graficos.
-Aspectos éticos

El estudio se realiz6 de acuerdo a los principios éticos expresados en la

Declaracion de Helsinki.
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El protocolo de la investigacion se evalué por la Comision Cientifica Especializada
de Microbiologia y por el Comité de Etica de la Investigacion del IPK. La
investigacién se realizé en el Laboratorio de Diagnostico y Rabia del IPK. La

confidencialidad de los resultados quedara en manos de estos cargos.

Se trabajé con muestras procedentes de la vigilancia que se realiza anualmente
para las enfermedades prevenibles por vacunacion, por lo cual la utilizacion de los
datos asociados a las muestras, no requirid6 del consentimiento informado de los
pacientes. No se revelara la identidad ni los datos de los pacientes, cuyas
muestras estan involucradas en el estudio. La informacién recopilada, por el
equipo que participa en la investigacién, seré protegida por el mismo, y se utilizara

para fines investigativos.

Para el trabajo en el laboratorio se tendran en cuenta los procedimientos
establecidos segun los Protocolos Operacionales Normalizados del Laboratorio de
Diagnostico y Rabia del IPK. Se utilizara un gabinete de bioseguridad clase Il
segun establece la resolucion No. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y
Medio Ambiente (CITMA).
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-Flujo de trabajo

Para una mejor comprension de la estrategia de trabajo se muestra un diagrama

de flujo que resume el proceso.
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RESULTADOS

1. Determinar la frecuencia de infeccion del virus de la parotiditis en
Cuba en el periodo de enero 2017 a diciembre 2019

En los afios de estudio se analizO un total de 11827 muestras clinicas
correspondientes a pacientes con sospecha de parotiditis y confirmados, recibidas
en el Laboratorio de Diagnostico y Rabia como parte de la vigilancia
epidemioldgica que se realiza a las enfermedades transmisibles en el Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK). Las muestras provenian de las 15 provincias

del pais y del municipio especial Isla de la Juventud.

En total se confirmaron 1266 casos de parotiditis, valor que comprendio la muestra

de estudio de la investigacion.

En la figura 4 se observa la distribucion anual por porcientos de las muestras

recibidas como sospechosas y las confirmadas.
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Figura 4: Casos sospechosos y confirmados con infecciéon por el VP en el periodo de
enero de 2017 a diciembre de 2019.
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En el afio 2018 se confirma el mayor numero de casos (15,0%), seguido del 2019

(9,1%), mientras que el 2017 muestra los menores valores (2.5%)

La positividad de los tipos de muestras recibidas para la deteccion del virus de la
parotiditis se pueden apreciar en la figura 5. La mayoria de las infecciones se

diagnosticaron en muestras de suero.

M Total de muestras recibidas ® Total de muestras positivas

11722 11827

99 43 6 3
AT A - 4
Suero Orina Ex.Nasofaringeo Total

Figura 5. Distribucion de la positividad al virus de la parotiditis por tipo de muestra
recibida, 2017-2019.

2. Definir la relacion entre la positividad al virus de la parotiditis y las
variables demograficas y epidemioldgicas, en el periodo analizado

Las caracteristicas socio-demograficas de los pacientes confirmados se resumen
en la tabla 3. Se desconoce la edad de los pacientes en el 7,8 % de las muestras
analizadas (99). El 52.6% (666) de las muestras correspondieron a pacientes
masculinos. Entre los 16 a 20 afios de edad (30%, 380) se concentré el nimero de

casos confirmados de la infeccion.
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Tabla 3. Variables socio-demograficas de los casos confirmados con infeccion por
el VP parotiditis, 2017-2019 (n=1266).

Variables Socio-Demograficas No. %
Género 1266 100
Masculino 666 52,6
Femenino 600 47,4
Edad 1266 100
0-5 119 9,4
06-oct 94 7.4
nov-15 126 9,9
16-20 380 30
21-30 210 16,6
>31 238 18,8
Desconocido 99 7,8
Provincias 1266 100
PR 77 6,1
Art 132 10,4
LH 413 32,6
MAY 74 5,8
IJ (municipio especial) 7 0,6
MT 62 49
VvC 201 15,9
CF 50 3,9
SS 32 2,5
CA 9 0,7
CG 53 4,2
LT 26 2,1
HOL 23 1,8
GR 43 3,4
SC 37 29
GT 27 2,1

PR: Pinar del Rio, ART: Artemisa, LH: La Habana, MAY: Mayabeque, MT: Matanzas, VC: Villa
Clara, CF: Cienfuegos, SS: Sancti Spiritus, CA: Ciego de Avila, CG: Camagiiey, LT: Las Tunas,
HOL: Holguin, GR: Granma, SC: Santiago de Cuba, GT: Guantanamo, 1J: Isla de la Juventud.
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La provincia con mayor numero de muestras confirmadas fue La Habana (413,
32,6%), mientras que el menor nimero fue del municipio especial Isla de la
Juventud (7, 0,6%).

La mayor positividad se observé en personas del sexo masculino en los tres afios
de estudio (tabla 4).

Tabla 4. Numero absoluto y frecuencia de infecciones confirmadas con el VP por
género, 2017-2019.

. Género Total
Anos - :

Masculino (%) | Femenino (%) (%)
2017 37 (72,54) 14 (27,45) 51 (100)
2018 430 (51,5) 405 (48,5) 835 (100)
2019 199 (52,37) 181 (47,63) | 380 (100)

1266

o)
Total (%) 666 (52,6) 600 (47,39) (100)

Los mayores valores absolutos de infeccion se registraron, en las provincias de La
Habana (afio 2018) y Villa Clara (afio 2019). En el resto de las provincias del pais
y en el municipio especial Isla de la Juventud, el ndmero de infecciones
confirmadas por el laboratorio fue muy bajo respecto a estas dos provincias
(Figura 6).
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Figura 6. Valores absolutos de muestras confirmadas con infecciéon por el VP por
provincia, 2017-2019

PR: Pinar del Rio, ART: Artemisa, LH: La Habana, MAY: Mayabeque, MT: Matanzas, VC: Villa
Clara, CF: Cienfuegos, SS: Sancti Spiritus, CA: Ciego de Avila, CG: Camagiley, LT: Las Tunas,
HOL: Holguin, GR: Granma, SC: Santiago de Cuba, GT: Guantanamo, 1J: Isla de la Juventud.

Sin embargo, cuando se analiza la prevalencia (%) de las infecciones por provincia
y por afios, a pesar de que en La Habana (40%) (afio 2018) y Villa Clara (39%)
(afio 2019) se observan los valores mas elevados, las demas provincias y el

municipio especial, presentaron valores similares en cada uno de estos afos. El
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afo 2017 fue el de menor prevalencia, siendo Artemisa (14%), La Habana (14%) y

Holguin (10%), las provincias con mayores valores (Figura 7).
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Figura 7. Prevalencia (%) de las infecciones con el VP por provincias, 2017-2019.
PR: Pinar del Rio, ART: Artemisa, LH: La Habana, MAY: Mayabeque, MT: Matanzas, VC: Villa Clara, CF:

Cienfuegos, SS: Sancti Spiritus, CA: Ciego de Avila, CG: Camagiley, LT: Las Tunas, HOL: Holguin, GR:
Granma, SC: Santiago de Cuba, GT: Guantanamo, 1J: Isla de la Juventud.

El total de casos por grupo etario en cada afio de investigacion se muestra en la
figura 8.
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Figura 8: Distribucién de casos confirmados con infeccién por el VP por grupo etario,
2017-2019.

La prevalencia (%) de la infeccion por el VP en el periodo de la investigacion;
indica que el grupo etario de 16-20 afios presentd un valor superior (92,6%) al que
comprende las edades de 21 a 30 afios (73,6%). Estos dos grupos fueron los de

mayor prevalencia de infeccion comparados con el resto (Figura 9).

57



45
40

35
30
25
20
15
10 ' "
5
o === b = (B ) E == E L
1-15 16-20 21-30

0-5 6-10 1 >=31

H2017 =2018 2019

Figura 9. Prevalencia (%) de la infeccion con el VP por grupos etarios, 2017-2019.

Cuando los valores de prevalencia (%) de la infeccion de los dos grupos de
edades mas afectados fueron analizados de acuerdo a la distribucién geogréfica,
la mayor prevalencia (%) se observé en la provincia de Holguin para ambos
grupos. Para el rango de edad de 16 a 20 afios, la provincia presenté valores de
prevalencia de 50%, 60% y 100% anualmente. Para el rango de edad de 21 a 30
aflos presenté valores de 50% y 100% para los afios 2018 y 2019,
respectivamente. En el afio 2017 para este Ultimo grupo etario la provincia no

presento casos.

3. Identificar los genotipos circulantes del virus en el periodo de
estudio.

Entre enero de 2017 y diciembre de 2019 se recibieron en el Laboratorio de
Diagnostico y Rabia 105 muestras (6 de exudado nasofaringeo y 99 de orina) para
realizar el diagnostico de parotiditis. Todas procedian de la vigilancia

epidemioldégica que se realiza en el Laboratorio para las enfermedades
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prevenibles por vacunacion. Para estas muestras, el método adecuado para
realizar el diagnéstico de la infeccion por el VP es el PCR, en este caso una RT-
PCR, seguido de una PCR anidada.

Del total de muestras, 46 fueron positivas al virus de la parotiditis. Aquellas que
resultaron negativas fueron descartadas de la investigacion. Para identificar los
genotipos circulantes durante el periodo de estudio se llevo a cabo la
secuenciacion del gen SH. Se lograron genotipar exitosamente 15 muestras
(figura 10).

El proceso, desde el diagnostico hasta la identificacion de genotipos se realiza
amplificando y secuenciando el gen SH (316 pb), el méas variable del genoma viral
y recomendado por la OMS para la determinacién de genotipos.

Diagndéstico de muestras

(6 muestras de exudado
nasofaringeo y 99 de orina)

PCRy PCR anidada
(46 muestras positivas).

Purificacién del Producto de

Reaccion de secuencia

(15 muestras)

PCR (46 Muestras)

Figura 10: Procedimiento para identificar el genotipo del VP por secuenciacion del gen
SH, 2017 - 2019.

En la figura 11 se observa el arbol filogenético construido con las secuencias del
gen SH del VP de las muestras positivas de los afios 2017-2019. Se observan las
secuencias cubanas agrupadas con secuencias de referencias (51)

correspondientes a los genotipos A (9, 66.6%) y G (5, 33.3%).
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Figura 11: Arbol filogenético del gen SH del VP. El andlisis incluyé 15 cepas del VP del periodo

2017-2019 en Cuba y 26 cepas del VP de referencia. La historia evolutiva se infirié utilizando el
método de maxima verosimilitud (Mega) y el modelo de sustitucion nucleotidica GTR. El arbol
consenso, inferido se utilizé para representar la historia evolutiva de las secuencias analizadas.
Los diferentes genotipos, marcados con un rombo negro, se nombran en el arbol. Las muestras
cubanas secuenciadas en el presente estudio se encuentran marcadas con un rombo rojo, el resto
son secuencias de referencia de los diferentes genotipos del VP.Solo se muestran en el arbol

aquellas secuencias que en longitud y calidad permitieron la confeccién del mismo.

Las caracteristicas epidemiolégicas de las muestras genotipadas del VP se

observan en la tabla 5.
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Tabla 5: Caracteristicas epidemiologicas de las muestras genotipadas del VP.

Genotipos
~ Cadigo Afo de segun I:_:\ Dosis Provincia/Municipio Nexo
Afios de las g secuencia | de PRS : ; . o
nacimiento o de Residencia Epidemioldgico
muestras del gen recibida
SH
2017 2 1996 G 1 La Habana
97 1992 G 1 La Habana
2018 43 1989 G 1 No refiere Combinado del
Este
46 1977 A No No refiere Combinado del
Este
52 1986 A 1 No refiere Combinado del
Este
59 1999 G 1 Villa Clara
2019 61 2016 A 1 Villa Clara
67 2002 A 2 Cienfuegos Vocacional
(Cumanayagua)
68 2003 A 2 Cienfuegos Vocacional
(Cumanayagua)
80 1977 A No Cienfuegos
(Cumanayagua)
Cienfuegos
86 1984 G No )
(Lajas)
88 1987 G 1 Cienfuegos
98 1990 A 1 Cienfuegos
99 2001 A 2 Cienfuegos Vocacional
(Cumanayagua)
Cienfuegos
100 1996 A 1
(Cruces)
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Discusion

En Cuba, la parotiditis es una enfermedad de notificacion obligatoria. En 1986, en
el programa nacional de inmunizaciones fue incluida una dosis de la vacuna
Parotiditis-Rubeola-Sarampion (PRS), para nifios de un afio de edad; como parte
de un plan estratégico que involucraba alcanzar una cobertura de hasta un 95%
para eliminar el sarampion y la infeccién por rubeola congénita. En la Isla, la
vacunacion es gratuita, de acceso universal y esta integrada en la atencion

primaria de salud (52).

Después de la implementacién de la vacuna PRS, la incidencia de la enfermedad
decrecio de 318,2 por 100 000 habitantes en 1986 a 0 en 1996 (53).Sin embargo,
en 2006 la incidencia se incrementé a 4,5 por 100 000 habitantes. Como
consecuencia, una campafia de inmunizacion suplementaria se realiz0 a los
jovenes de 12 a 24 afos. Luego, una segunda dosis de la vacuna PRS fue
afiadida al programa de inmunizacion para nifios de seis afios de edad. Posterior a
la aplicacion de la segunda dosis la cantidad de casos sospechosos y confirmados
comenz6 a decrecer de tal manera que no se reportaron mas casos positivos entre
2010y 2016 (10).

A partir de 2017 se comenzaron a detectar en la provincia de La Habana los
primeros casos de lo que serian varios brotes que se extenderian a todo el pais en

los afos subsiguientes.

En la presente investigacion fueron analizadas todas las muestras que se
recepcionaron el Laboratorio de Diagnostico y Rabia durante el periodo de enero
de 2017 a diciembre de 2019.Del total de muestras recibidas,1266 fueron
confirmadas como positivas a la infeccion por el virus de la parotiditis, que

constituyen la muestra utilizada en el resto de la investigacion.

En el periodo estudiado, el afio 2017 fue el de menor positividad con 51 muestras;
mientras que el 2018 fue el de mayor nimero de casos confirmados con 835,

seguido por el 2019 con 380. Los paises de Ameérica Latina exhibieron un
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comportamiento similar: en esos afos la cantidad de casos positivos crecid 0 se

mantuvo en valores elevados (54).

La distribucion de las muestras positivas analizadas fue la siguiente: 1220
muestras de suero, 43 de orina y 3 de exudado nasofaringeo. Todas recibidas en
el Laboratorio de Diagnostico y Rabia procedentes de la vigilancia epidemiolégica
realizada en los Centros Provinciales de Higiene y Epidemiologia (CPH),

distribuidos por todo el archipiélago.

Cuando se analiza la positividad en porcientos, de cada tipo de muestra respecto
al total de cada espécimen recibido, se observa que las muestras de exudado
nasofaringeo (50%) exhiben una mayor positividad, luego le siguen las muestras
de orina(43,3%) y después las de suero(10,4%). Estos valores estan
condicionados por la cantidad de muestras que entran de cada tipo, como

sospechosas al laboratorio.

El mayor nimero de tipo muestras que llega al laboratorio son sueros porque la
técnica mayormente empleada para el diagnostico de parotiditis es la inhibicién de
la hemaglutinacién, el gold standar para el diagnéstico de parotiditis, cuyo objetivo
es la deteccidén de anticuerpos. Esta analiza la seroconversion a IgG a partir de

sueros pareados extraidos con dos semanas de diferencia.

Dado que el diagnéstico por IH es cualitativo, es probable que se no se hayan
podido diagnosticar mas muestras positivas al virus cuando se trabajé con
muestras de suero. Por tanto, los valores de positividad mostrados en porciento
son marcadamente menores que los valores porcentuales de los casos
sospechosos debido a esta dificultad con este diagndstico clasico y por el hecho
de que casi todas las muestras que se reciben son de suero, lo cual hace

aumentar esta desventaja.

La PCR es realizada para confirmar los casos de parotiditis cuando las muestra de
las que se disponen son, orina y exudado nasofaringeo (45). La muestra de

exudado nasofaringeo llega con menos frecuencia que la orina y el suero, porque
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para obtener resultados validos a partir de esta, es necesario tomarla en los 3
primeros dias de inicio de los sintomas, durante los cuales el virus se replica
primariamente en la mucosa del tracto respiratorio superior. En nuestro pais, las
muestras de orina se colectan entre el 5to y 7mo dia después del inicio de los
sintomas. Esta muestra también se recibe con menos frecuencia, ya que la carga
viral de la parotiditis en orina es usualmente, muy baja, o que impide una

deteccion exitosa (32).

La mayoria de las infecciones se presentd en personas que fueron previamente
inmunizadas con la vacuna PRS, tanto en aquellas que recibieron una sola dosis

como en las que recibieron dos dosis de dicha vacuna.

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado a nivel internacional, en el
mismo periodo de estudio. Investigaciones recientes, demuestran que a pesar de
gue la vacunacion fue exitosa inicialmente y trajo consigo la disminucién del riesgo
de ocurrencia de la enfermedad, en los dltimos afios se han sucedido una serie de
brotes en paises con elevada cobertura de vacunacion como son, por ejemplo,
Estados Unidos, Canada, Australia, Reino Unido, Francia y algunos paises de
América Latina (55-57).

En el 2017 los estados miembros notificaron a la OMS 467 506 casos de
parotiditis infecciosa, de los cuales el 55% (n=256 246) tuvo lugar en la Region del
Pacifico Occidental. El resto de los casos se distribuyen uniformemente en las
demas regiones. China fue el pais con mayor numero de casos con 252 740 casos

en 2017, seguido de Nepal, Irag, Gana, Burkina Faso y Colombia (35).

En Catalufa, Espafia, después del 2000, ocurrieron varios brotes a pesar de
existir en la region una cobertura vacunal del 90% al 95%, para la primera y la
segunda dosis respectivamente. Esto igualmente ha sido observado en Inglaterra

y Paises Bajos (58).

La region de las Américas también se ha visto afectada, la situacion es muy similar

a la de los paises europeos. Entre 2008 y 2017 se notificaron 50 698 casos
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sospechosos de parotiditis infecciosa en México, con un promedio de 5 069 casos
por afio. El afio con mayor nimero de casos notificados fue 2009 con 6 953 casos;
la incidencia promedio fue de 4.3 casos por cada 100 000 habitantes con un rango
de 2.8 a 6.7 casos (59).

En Brasil, cuyo sistema de inmunizacion es uno de los mas impresionantes del
mundo; en el afio 2016, ocurrié un brote que se considero el mas extenso en Sao
Paulo en los ultimos 10 afios. Este es el estado més poblado en Brasil y el de
mayor movimiento. Como consecuencia del brote, otros nueve estados se vieron

afectados. Solo Espiritu Santo y Rio de Janeiro no reportaron casos (60).

En Estados Unidos, un inusual nimero de casos se notificaron en 2016 y 2017. En
los primeros afios de la década del 2000, solo unos pocos casos fueron
reportados anualmente, atestiguando el éxito de la vacuna. Este aparente
decrecimiento fue interrumpido por un brote de mas de 5 000 casos en el medio
oeste del pais en el 2006, seguido por un periodo de menor incidencia que se
prolongd hasta el 2016 (61).

Ademas, un estudio del 2017 realizado en 20 000 estudiantes universitarios en
lowa, después de un brote, determiné que el radio de ataque pasé de 1,6 casos
por cada 1000, para aquellos que recibieron la segunda dosis de vacunacion en
los dos afios que duré el brote, a 11,3 casos por 1000, para aquellos que

recibieron la segunda dosis 13 afios antes de que ocurriera el brote (41).

Varias son las razones propuestas para explicar la inesperada ocurrencia de estos
brotes: pérdida de la inmunidad, disminucién de la eficacia de la vacuna, fallo en la
vacunacion primaria, fallo en la vacunacion secundaria, percepcion individual,
entre otros (62).También se ha expresado que cualquier alteracion en la cadena
de frio puede provocar cambios significativos en la potencia de la vacuna, con la
consiguiente disminucién en la respuesta inmune. Ademas, influyen en este
aspecto la demora en su uso después de la reconstitucion (mas de 30 min) y la

exposicion a la luz (63, 64).
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En nuestra investigacion, las provincias que mayor nimero de casos positivos
presentaron fueron: La Habana con 413 (32,6%), Villa Clara con 201 (15,9%) y
Artemisa con 132 (10,4%).

A su vez, estas tres provincias (La Habana, Artemisa y Villa Clara), fueron las de
mayor prevalencia. Dichos territorios, especialmente La Habana, son zonas con un
elevado grado de urbanizacion, por lo cual; estos resultados se corresponden con
la evidencia de que en zonas altamente pobladas la diseminacion del virus es mas
eficiente (65).

En términos de densidad poblacional (habitantes por kilometros cuadrado), La
Habana, es la provincia que ocupa el primer lugar en el pais; puesto que tiene
mayor poblacién por zona territorial, con 2294,2. Mientras, Artemisa y Villa Clara
ocupan el tercer (127,0) y quinto lugar, respectivamente (66). Sin embargo,
Santiago de Cuba; segunda provincia en densidad poblacional presenté pocos

casos confirmados anualmente (2 en 2017, 21 en 2018 y 14 en 2019).

Similar a lo sucedido en Santiago de Cuba, ocurrié con el resto de las provincias
del pais (excepto La Habana, Artemisa y Villa Clara), las que presentan altos
porcientos de prevalencia, pero estos numeros estan condicionados a la baja
cantidad de casos sospechosos enviados al laboratorio. Esto sugiere que la
vigilancia de casos probables y sospechosos en dichas provincias no es todo lo
eficiente que deberia, puesto que por cada caso confirmado de parotiditis deberian
reportarse varios mas. La parotiditis es una enfermedad que se transmite
facilmente, ya que una persona infectada puede propagar el virus al toser,
estornudar o hablar; al compartir objetos que pueden contener saliva, como
botellas de agua o tazas o al participar en actividades donde haya contacto
cercano con otras personas. La etapa de transmision ocurre desde unos pocos
dias después de que las glandulas salivales comiencen a inflamarse hasta cinco

dias después de que haya comenzado la inflamacion (44).

Por otra parte, aunque las complicaciones por parotiditis en poblaciones con alta

cobertura de vacunacién, no son frecuentes; si ocurren. Luego, al recibir
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solamente desde el punto de vista clinico, a pacientes que tienen la presentacion
tipica de la enfermedad, o sea, el aumento de volumen de las glandulas parotidas,
aguellos que tienen complicaciones asociadas a este virus como por ejemplo la
orquitis (inflamacién de los testiculos) en el caso de los varones, y la encefalitis; y
no tienen la sintomatologia clasica, no son diagnosticados, puesto que no se
piensa en este virus como causante de dichas complicaciones. Luego, la infeccion

por el VP en estos casos no se descarta.

Esto también se debe al hecho de que algunas de las complicaciones asociadas a
las paperas no son especificas de esta enfermedad. La pancreatitis, la meningitis,
la sordera, asi como las ya mencionadas anteriormente, son manifestaciones
clinicas de varias entidades virales. Por tanto, cuando la condicion de los
pacientes que presentan complicaciones es asociada a otras enfermedades mas

frecuentes en Cuba, la sospecha recae sobre otros virus.

En cuanto al género de los pacientes, en el estudio se encontré6 un ligero
predominio del sexo masculino, con 666 casos, que representan el 52, 37% del
total de personas infectadas. Dicho resultado es similar a lo observado en un
estudio realizado en nuestro pais (10) y esta en concordancia con lo reportado en
la literatura (15, 58, 67).

Aunque las razones no estan claras, el hecho de que haya mas personas
masculinas infectadas se ha asociado con las diferencias inmunoldgicas que
existen entre pacientes masculinos y femeninos. Se ha demostrado que las
féminas poseen una respuesta inmune mas fuerte de células T-cooperadoras 1,
asi como niveles de anticuerpos mayores y mas persistentes comparados con los
varones (68, 69).Se ha visto también, que los hombres tienen un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones aun después de haber sido vacunados. Veneti y
colaboradores en el afio 2018 encontraron que el riesgo de padecer orquitis,
después de haber recibido la tltima dosis de la vacuna de PRS, se incrementa por
cada afo que pasa. Por otro lado, las diferencias en los comportamientos sociales

entre ambos géneros, puede jugar un rol importante en este hecho. Por ejemplo:
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los varones pasan mas tiempo entre ellos realizando deportes en los que el

contacto es estrecho, como pueden ser el fatbol o el basketball (70).

Al analizar la variable edad, vemos que la mayoria de los casos tuvo lugar entre
personas que se encontraban entre 16 a 20 afios (380 casos; 92,6% de
prevalencia). Estos valores son similares a los obtenidos en una investigacion que
analizaba la epidemiologia de la enfermedad en Cuba, desde el afio 1986 hasta el
afio 2007, donde se observa que este fue el segundo grupo de edad con mayor
cantidad de casos asociados (420), el primero fue el grupo de 11 a 15 afios de
edad (460). Sin embargo, este resultado esta en correspondencia con lo reportado
en Cuba en una investigacion realizada con anterioridad, que abarcaba el periodo
2004-2015 en la que se encontr6 a este grupo etario como el de mayor
prevalencia (9, 10). Pensamos, por tanto, que los jovenes entre 16 y 20 afios, en

Cuba presentan mayor riesgo de padecer de parotiditis.

El grupo de edad de 21 a 30 afios, tuvo una elevada cifra de casos confirmados
(210) que representa una prevalencia del 73,6%, a diferencia de un estudio
anterior donde apenas se reportaron 8 casos (9, 10). Las personas con edad igual
o mayor a 31 afios fue el tercer grupo mas afectado, con 238 casos, para un
62,3% de prevalencia. La mayoria de estas personas no habian recibido ninguna
dosis de la vacuna PRS, por lo que la infeccién confirmada entre estos pacientes
indica que estuvieron en contacto por vez primera con el virus de la parotiditis.
Este resultado contrasta con los publicados en las investigaciones realizadas

anteriormente, donde este grupo apenas presentd unos pocos casos (10).

Aunque no con cifras tan elevadas como las anteriores, los nifios de 0 a 5 afios
gue tuvieron parotiditis en el periodo de estudio fueron 119, y los adolescentes de
11 a 15 afos, 126. Los nifios en edad escolar fueron el grupo que menos casos

presento, con 94.

Estos valores demuestran que hay un desplazamiento de la edad de presentacion
clinica de la parotiditis en nuestro pais, lo cual se corresponde con lo descrito en la

literatura, donde otros autores manifiestan que en la etapa de vacunacion la edad
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de presentacion clinica de la parotiditis se ha trasladado desde nifios a

adolescentes y adultos jovenes (5).

Principalmente, en la etapa pre-vacunal, los nifios mayormente afectados fueron
los que se encontraban en edad escolar. Solamente, en los Estados Unidos hubo
mas de 185 000 casos de parotiditis entre nifios de 5 a 9 afios de edad. Después
de la implementacion de la vacuna PRS, cerca de 1/3 de los casos confirmados
estaban entre los jévenes de 15 afios 0 mas, patron que fue observado, ademas,
en los casos de sarampion y rubeola como resultado de los programas de
inmunizacion aplicados (71).0tros brotes ocurridos entre universitarios, han sido
reportados por Greenland y colaboradores en 2012 en Paises Bajos, por Whyte y
colaboradores en el 2009 en Irlanda, y por Wei y colaboradores en 2020 en
Canada, por solo mencionar algunos ejemplos. Los casos incluian siempre a

personas que habian recibido previamente al menos una dosis de la vacuna PRS.

La edad media de los pacientes infectados en la zona este, en el 2002 en
Alemania, fue de 11 afos. Sin embargo, en 2016, la media de la edad en esa
region fue de 33 afios, y en Alemania Occidental de 25 afios. En contraste con la
Alemania del Este, entre 2002 y 2016, en la Alemania Occidental se reportd un
mayor nimero de brotes siendo la edad media de los afectados en ese periodo de
16 a 24 afios (15).

Al analizar la prevalencia de los dos grupos de edades mas afectados por
regiones, se observa que la provincia de Holguin es la que mayor prevalencia tuvo
en ambos grupos. Aunque esta region reporté poca cantidad de casos en los tres
afios, 23 en total, los valores de prevalencia obtenidos indican que de esa
cantidad la mayor parte de los casos se encontraba entre las edades de mayor

ocurrencia de la infeccion.

Para determinar los genotipos del VP circulantes en Cuba en el periodo de enero
2017 a Diciembre 2019, se realiz6 un andlisis filogenético basado en la
secuenciacion del gen SH. Dicho analisis mostr6 resultados robustos, con valores

de boostraps = 80 %.
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Los resultados muestran la existencia de dos genotipos circulantes en Cuba, en el
periodo en que se desarrolld la investigacion: los genotipos G (6, 40%) y A (9,
60%).

En Cuba no se habian determinado previamente los genotipos circulantes de este
agente. El hecho que se desconozcan los genotipos presentes en el pais con
anterioridad a esta investigacion, impide saber cudles son los que méas han
conllevado a la aparicion de los brotes ocurridos antes de 2017 vy, por
consiguiente, los que han predominado a lo largo de la historia de los brotes

cubanos.

El andlisis filogenético muestra la co-circulacion de los genotipos A y G durante el
periodo de estudio. No se puede concluir formalmente que el genotipo A
predomina sobre el genotipo G, ya que una limitante de la presente investigacion
es la poca cantidad de muestras que se pudieron secuenciar con éxito: 15

muestras de 46 posibles.

Las causas por las que no se logré una secuenciacién exitosa en las 31 muestras
restantes, pueden ser varias. Por ejemplo, cantidad y calidad del ADN obtenido, la
calidad de los cebadores; asi como calidad y longitud del segmento secuenciado
(72).

En los tres afios escogidos para realizar el estudio, hubo circulacion del genotipo
G. La circulacion de este genotipo estd en consonancia con lo que se reporta a
nivel internacional. En la Ultima década, brotes del virus de la parotiditis asociados

a este genotipo han ocurrido en Europa y Norteamérica.

En 2017, por ejemplo, fue descrito un brote de paperas asociado al genotipo G en

una poblacién altamente vacunada con la PRS, en Escocia (73).

En Paises Bajos se reporto la circulacion del genotipo G en 2004 en una poblacion
de estudiantes que se encontraba en un hotel. Luego otro brote pequefio
vinculado a este genotipo se reporto a finales de 2009; y a este le sigui6 otro, pero

esta vez a nivel nacional. Desde esa fecha hasta la actualidad, el genotipo G es el
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gue predomina en Paises Bajos y es, por tanto, el causante de todos los brotes
(27, 74).

En Portugal entre 2019 y 2020, se reporto la presencia de genotipo G en un brote
ocurrido entre niflos en edad escolar completamente vacunados; y, también en

adultos joévenes (75).

Entre septiembre de 2016 y diciembre de 2018, en un brote detectado en
Manitoba (Canadd), todos los aislamientos pertenecian al genotipo G (76).

Aunque paises de Europa y Estados Unidos son los que principalmente reportan
brotes de paperas vinculados al genotipo G, en algunos paises de América Latina

y de Asia también se ha detectado su presencia.

En Chile, en 2018 se advirtié de la circulacion de este genotipo a partir del analisis

de dos casos clinicos (5).

En Brasil, se realiz6 un estudio para conocer qué genotipos habian estado
presentes en el gran brote ocurrido en el estado de Sao Paulo. Ademés de los
genotipos K y M, estaba presente el genotipo G (77).

En un estudio de corte transversal realizado en China que pretendia describir la
epidemiologia del virus en el pais, se encontré que en cuatro provincias circulaba
el genotipo G. Sin embargo, los estudios han descrito que el genotipo que
predomina en este pais es el F (22).

También en Japon se detectd la circulacion del genotipo G en 2004 y 2013 (78,
79).

Los pacientes cubanos diagnosticados positivamente con este genotipo, no tenian
ningun nexo epidemiologico entre ellos. No fue posible determinar si viajaron al
exterior del pais o si estuvieron en contacto con algun extranjero o familiar

procedente de fuera de Cuba.
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Excepto los casos mencionados con anterioridad el resto de las secuencias de
nuestro estudio, presentan el virus de la parotiditis perteneciente al genotipo Ay,
tienen vinculo epidemioldgico entre ellos. Los pacientes del 2018 eran reclusos de
la prision del Combinado del Este. Los del 2019 eran todos de la provincia de
Cienfuegos y tres de ellos eran becarios del Instituto Preuniversitario Vocacional
de Ciencias Exactas (IPVCE) "Carlos Roloff’, donde se desencadend un pequefio
brote. Dicha escuela se encuentra ubicada en el municipio cienfueguero de

Cumanayagua, en el cual reside otro paciente reportado con genotipo A.

En estas ocasiones en las que se observa la convivencia de dos o mas individuos
en lugares cerrados, como es la prision o la escuela becada, se evidencia que la
intensidad de la exposicion es un factor contribuyente a las apariciones recientes
de brotes. La transmision es mas probable que ocurra en estos ambientes, y de
una manera mas intensa, puesto que en estos lugares se suceden contactos
prolongados entre las personas, lo cual facilita la exposicion al virus durante las
interacciones sociales. Esta afirmacion se corresponde con lo reportado en varios
estudios, los cuales explican que existe una menor efectividad de la vacuna y un
mayor riesgo de infeccién en lugares donde hay una mayor congregacion de

personas (71).

Nuestros hallazgos de pacientes con genotipo A contrastan con lo que se escribe
a nivel mundial respecto a este genotipo, ya que cepas salvajes del mismo
circularon por ultima vez en Europa y Estados Unidos en la década de 1990 (8).
No obstante, en el afio 2001, fueron hallados dos casos con genotipo A en Madrid,
Espafia. La comparacion de estas secuencias con otras pertenecientes al mismo
genotipo y con la cepa Jeryl Lynn (administrada en Espafa), revelé diferencias
importantes entre los aislamientos salvajes encontrados y la cepa vacunal. De
acuerdo con estos datos, los autores de la investigacion, concluyeron que esas
dos secuencias parecen ser de un nuevo tipo de cepa salvaje de genotipo A.
Ambos pacientes habian recibido una dosis de la vacuna 5 y 8 afios,

respectivamente, antes de la ocurrencia del brote (80).
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También, en Argentina, en el afio 2000, fue descrito un caso infectado con

genotipo A salvaje (81).

Mas recientemente, en el afio 2016, en Reino Unido se reportd la presencia de
genotipo A en un paciente con encefalitis cronica, pero el caso estuvo vinculado a

la vacunacion con la cepa Jeryl Lynn (82).

Luego, al ser el primer estudio de caracterizacion genética del VP en Cuba, se
podria decir que es muy probable que antes de los hallazgos de esta investigacion
en el pais circulara el genotipo A desde hace varios afos; lo cual no se puede
descartar, justamente por el hecho de que no se secuencié el virus con

anterioridad.

Varias han sido las causas propuestas que intentan dar una explicacién a la
aparicion de brotes de parotiditis. De forma general, los brotes surgen cuando el
namero acumulado de personas susceptibles es mayor que el umbral epidémico

para una poblacion determinada (83).

La posible explicacion para la acumulacion de individuos susceptibles en Cuba,
puede incluir, el hecho de que muchos han recibido una sola dosis de la vacuna
PRS, puesto que la segunda dosis se implementd en nuestro pais en el afio 2006.
Del total de casos diagnosticados en este estudio, 456 (60,9%) (entre los que
estan incluidos la mayoria a los que se les determiné el genotipo) solo recibieron

una dosis de la vacuna.

Otra posible causa que se plantea es el hecho de que los anticuerpos
neutralizantes generados por la vacunacién son especificos a la cepa vacunal
empleada y, por tanto, la proteccion humoral no es lo suficientemente eficiente
para prevenir la infeccibn con virus de parotiditis de genotipos diferentes, y la

consiguiente progresion de la enfermedad (84).

La pérdida de inmunidad pudiera ser otro factor influyente. Esta se asocia con el
periodo de tiempo transcurrido desde que se recibio la vacunacion hasta que se

inician los brotes. A mayor tiempo transcurrido disminuye la inmunidad del
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individuo. Es un factor que también se ha asociado, con un fallo en la vacunacion

secundaria (62).

Algunos estudios han demostrado que luego de recibir la segunda dosis de la
PRS, los niveles de anticuerpos decaen después de doce afios a valores similares

a los que se observan antes de la aplicacion de esta dosis (85).

En nuestro estudio solo 504 pacientes (39,81%) habian recibido dos dosis de la
vacunacion. De ellos 89 (17,6%), hacia doce afios que se habian inmunizado con

la segunda dosis.

La diversidad antigénica también se sugiere como otra causa. En un experimento
llevado a cabo en Croacia, en el que se desarroll6 un ensayo de neutralizacion
enfrentando muestras con genotipo G a varias cepas vacunales de diferentes
genotipos (Jeryl Lynn, Urabe Am9 y JL5), se concluy6 que la evolucion viral, mas
que la pertenencia a un genotipo determinado, resulta en una divergencia
antigénica de las cepas vacunales, lo cual hace decrecer la capacidad
neutralizante de los anticuerpos inducidos por vacuna (86).

Debido a que los brotes ocurren en poblaciones que reciben diversas cepas
vacunales, el desarrollo de una nueva vacuna probablemente no solucionaria este
problema. En vez de eso, la re-vacunacién con una tercera dosis en adolescentes
pudiera reparar la pérdida de inmunidad (87).De hecho, el CDC recomienda una
tercera dosis de la PRS como medida post-exposicion para controlar los brotes
(88).
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Conclusiones

v' La elevada prevalencia de la infeccion por el virus de la parotiditis evidencia
la necesidad de realizar una mejor pesquisa de la enfermedad en todas las
provincias del pais.

v" Los adolescentes y jovenes de 16 a 20 afios, especialmente los varones,
constituyen la poblacion més vulnerable para desarrollar la infeccion por el
virus de la parotiditis, lo que indica la importancia de realizar

investigaciones mas amplias en estos grupos de riesgo.

v' Se observa la diversidad genética del virus de la parotiditis circulante en
Cuba, con la deteccion de los genotipos Ay G.

v' La mayoria de los casos ocurrieron en personas que habian recibido dos
dosis de la vacuna, lo cual sugiere que un fallo en la vacunacion secundaria
pudiera ser uno de los factores que mas influyen en la aparicion de los

brotes cubanos.

75



Recomendaciones

v' Mejorar e intensificar la vigilancia clinica de casos probables y sospechosos
de presentar paperas, abordando todas las manifestaciones de la
enfermedad, que van desde la presentacion clasica hasta las
complicaciones mas frecuentes; para proveer mejores estimados de los

datos de la enfermedad en Cuba.

v Recomendar al Programa de Inmunoprevenibles incluir otra dosis de la
vacuna PRS solo para conferir una proteccion individual adicional contra las
paperas durante los brotes, como lo demuestran estudios de efectividad de

la vacuna realizados durante los mismos.

v' Realizar la secuenciacién de otros genes del virus de la parotiditis para
establecer una comparacion entre el genotipo A encontrado en el periodo
de estudio, con los genotipos A que circularon en la década de 1990 y el de

la cepa vacunal Jeryl Lynn.
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ANEXOS

Anexo 1: Modelo de

microbiolégico o envio de cepas para el trabajo de referencia nacional en el IPK.

recoleccion de datos sobre muestras para diagnéstico

1-Nombre(es) Primer Apellido:

Segundo Apellido:

2-Carné de Identidad:

No.
||

3- Direccién Particular: 4-Municipio:

5-Provincia:

6-Hist. Clinica:

7-Edad: | 8-Sexo: 9-Ocupacion 10-Color de la piel: 11-Dias de ingreso
Masc. O Fem.O Blanca O Negra O Amarilla O MestizaO
12-Centro que Remite: 13-Sala 14-Municipio: 15-Provincia: 16-Fecha:
I I
Dia Mes Afio
17-Diagnéstico Clinico: 18-Tipo de Muestra colectada: 19-APP:
Suero 0 Sangre O
20-Fecha de comienzo de los Sintomas: ] Enfermedad similar en la
Dia Mes Afio LCR O Humor acuoso | familia o comunidad:
21-GENERALES: 0
Fiebre O Mialgia O Cefalea O Linfoadenopatia O SI O NO O
Malestar General O Vémitos O Rash O Petequias | Orina O Liquido amniético | Historia de  viajes al
0 0 exterior:
Diarreas 0O  Artralgia O Esplenomegalia 0 Si O NO O
Anorexia O Ictero 00 Hepatomegalia O Gargarismo O  Esputo 0O Pais:
Astenia 0 Escalofrios O Sangramiento O Heces O
Dolor abdominal O Aumento de volumen de parétida O -
IRA: Exudado O Cual
Tos 0 Disnea 0  Expectoracion 0 Fechallegada al pais:
Laringitis O Faringitis O Rinorrea O Tejido 0
Otitis O Coqueluche 0O  Amigdalitis O Cual | - | | N |
Dia Mes Afio
Laringotraquebronquitis 0O Estornudos O
Vacunacion anti-Influenza 0O “*Lamina de: - . .
Tratamiento Previo:
SNC: sl O NO 1
Desorientacion 0O Rigidez nucal O Convulsiones | cudl(es):
Perdida de conciencia 0 Trastornos de conducta 0 Cepa de:
Dificultad en lamarcha O
ITS: Antecedente de

Secrecion Genital 0O Lesién Genital 0

Fecha colecta muestra:

Dia

Mes Afo

vacunacién PRS




SEPSIS URINARIA: Disuria

Otros:

O

22-Estudio solicitado:

Diagnostico O

Referencia 0

23-SUEROS PAREADOS

Fecha
colecta:
1*Suero || | |
Dia Mes Afio
2°Suero |||

Dia Mes Afio

Confirmatorio O
(Dengue)

Referencia O

de

SI O

Fecha:

Dia

Mes

Afio

24- Nombre del Facultativo:

25- RESULTADOS




Anexo 2: Casos sospechosos por provincias y por afio de estudio.

PROVINCIAS ANOS
2017 2018 2019
Isla de la Juventud (Municipio
Especial) 23 28 35
Guantanamo 78 134 40
Santiago de Cuba 56 67 59
Granma 68 118 79
Holguin 41 53 33
Las Tunas 24 73 30
Camagley 67 150 111
Ciego de Avila 18 31 15
Sancti Spiritus 36 62 53
Cienfuegos 39 57 125
Villa Clara 98 108 440
Matanzas 52 152 52
Mayabeque 29 221 54
La Habana 217 884 118
Artemisa 50 321 20
Pinar del Rio 42 113 198




Anexo 3: Casos sospechoso por grupos etarios y por aio de estudio.

ANOS

EDAD
2017 2018 2019
0-5 183 297 189
6-10 160 238 199
11-15 110 313 186
16-20 136 609 298
21-30 108 384 198
>31 142 490 308




Anexo 4: Casos sospechosos por provincias en el grupo etario 21-30 afios.

ANOS
PROVINCIAS
2017 2018 2019
Isla de la Juventud (Municipio

Especial) 0 0 0
Guantanamo 6 11 1
Santiago de Cuba 7 6 2
Granma 11 17 6
Holguin 2 2 1
Las Tunas 1 7 0
Camagley 6 22 13
Ciego de Avila 2 2 4
Sancti Spiritus 1 5 5
Cienfuegos 12 10 14
Villa Clara 5 12 63
Matanzas 0 32 5
Mayabeque 1 26 5
La Habana 46 157 11
Artemisa 4 58 0
Pinar del Rio 4 16 32




Anexo 5: Casos positivos por provincias en el grupo etario 21-30 afios.

PROVINCIAS ANOS
2017 2018 2019
Isla de la Juventud (Municipio

Especial) 0 0 0
Guantanamo 0 0 0
Santiago de Cuba 0 3 1
Granma 0 3 1
Holguin 0 1 1
Las Tunas 0 2 0
Camagley 0 4 5
Ciego de Avila 0 1 2
Sancti Spiritus 0 1 0
Cienfuegos 0 6 11
Villa Clara 0 5 32
Matanzas 0 13 2
Mayabeque 0 5 1
La Habana 5 74 3
Artemisa 0 29 0
Pinar del Rio 0 6 4




Anexo 6: Casos sospechosos por provincias en el grupo etario 16-20 afios.

ANOS
PROVINCIAS
2017 2018 2019
Isla de la Juventud (Municipio

Especial) 0 1 1

Guantanamo 5 6 6
Santiago de Cuba 4 2 10

Granma 5 17 7

Holguin 4 3 1

Las Tunas 1 0 0
Camagley 1 16 16

Ciego de Avila 0 5 3

Sancti Spiritus 2 4 6
Cienfuegos 4 6 36
Villa Clara 7 11 111

Matanzas 10 50 3

Mayabeque 2 45 1

La Habana 69 299 19

Artemisa 19 117 1
Pinar del Rio 3 26 62




Anexo 7: Casos positivos por provincias en el grupo etario 16-20 afos.

ANOS
PROVINCIAS
2017 2018 2019
Isla de la Juventud (Municipio

Especial) 0 1 0
Guantanamo 0 3 1
Santiago de Cuba 0 0 4
Granma 1 9 1
Holguin 2 2 1
Las Tunas 0 0 0
Camagley 0 6 7
Ciego de Avila 0 3 1
Sancti Spiritus 0 1 1
Cienfuegos 1 3 12
Villa Clara 0 4 55
Matanzas 1 21 0
Mayabeque 0 16 0
La Habana 21 144 4
Artemisa 5 45 0
Pinar del Rio 0 8 13




