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RESUMEN

Introduccion: La fiebre de Oropouche (FO) es una enfermedad zoondética
ocasionada por el virus Oropouche (VORO), el cual es considerado
actualmente, un arbovirus emergente con alto potencial de propagacion. El
VORO se detecto por primera vez en Cuba en mayo del 2024 y, para el mes de
julio del mismo afio, se observé un incremento de pacientes con sindrome febril
inespecifico, principalmente en las provincias La Habana y Artemisa donde adn
no se reportaban casos de la infeccion. Objetivos: Confirmar la infeccion por
VORO en los pacientes estudiados, caracterizar la clinica, los factores
sociodemogréficos y determinar la cinética de deteccién viral en muestras de
suero, orina y saliva, asi como en muestras seriadas de suero colectadas de
pacientes con infeccion confirmada a VORO. Materiales y Métodos: Se
presenta un estudio descriptivo de corte transversal que incluye todos los
pacientes con sospecha clinica de FO que acudieron al Hospital del IPK entre
julio y agosto de 2024. Se colectaron muestras de suero, orina y saliva de estos
pacientes y se estudiaron mediante RT-PCR en tiempo real. Resultados: Se
confirmd la circulacion del VORO en las provincias La Habana y Artemisa. El
suero mostré una positividad del 91,0% dentro de los primeros seis dias de la
FIS. La saliva presentd una positividad del 64,3% durante la fase aguda,
mientras que la orina oscilé entre el 73,3% y 100% en la convalecencia.
Conclusiones: El suero demostré ser la muestra de eleccién para la deteccién
del VORO en todas las etapas de la enfermedad, mientras que la saliva y la
orina se pueden emplear como muestras alternativas que elevan la

probabilidad diagnéstica y brindan una ventana mayor de deteccion viral.

Palabras claves: Oropouche; arbovirus; Cuba; cinética de deteccion.
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INTRODUCCION

La fiebre de Oropouche (FO) es una enfermedad viral zoondtica ocasionada
por el virus Oropouche (VORO), el cual constituye actualmente un arbovirus
emergente con alto potencial de propagacion (1). EI VORO se trasmite a los
humanos a través de la picadura de vectores infectados que se mantienen en
la naturaleza a través de dos ciclos: un ciclo selvatico donde el virus circula
entre vertebrados salvajes, culicidos y ceratopogonicos y, un ciclo urbano, con
los humanos como hospederos amplificadores y el Culicoides paraensis como
el principal vector en la regién de las Américas. El virus también puede ser
transmitido por el Culex quinquefasciatus como un vector secundario (2).

El VORO se describid por primera vez en 1955 en la Vega de Oropouche,
Trinidad y Tobago. Desde entonces se han notificado multiples brotes de la
infeccion en comunidades rurales y urbanas de Brasil, Ecuador, Panama y
Perd. En 1961 se describié el primer brote reportado de FO en Belem, Brasil, y
en 1980, otro en el estado de Para, con alrededor de 100 000 casos
confirmados a la infeccion. En 1989 se reportd un brote en la localidad de
Bejuco, al oeste de la Ciudad de Panama, y en 1992 se detecté por primera
vez en lquitos, Pera. Posteriormente, en febrero de 2016, se identific6 un brote
mixto por virus dengue serotipo 2 (VDEN-2) y VORO en la region Madre de
Dios, Peru, donde se notificaron 57 casos de FO, la mayoria localizados en
ciudades al norte de la region de Cusco, en la selva amazonica (1-3).

El VORO pertenece a la familia Peribunyaviridae, género Orthobunyavirus,
especie oropoucheense y forma parte del subclado filogenéticos A del
serogrupo Simbu. Es un virus pequefio, esférico y envuelto. Presenta un
genoma de acido ribonucleico (ARN) monocatenario de polaridad negativa, el
cual se divide en tres segmentos denominados: segmento pequefio (S),
segmento mediano (M) y segmento grande (L). El segmento S codifica la
nucleocapside y una proteina no estructural (PNE), en marcos de lectura
abiertos superpuestos. El segmento M codifica las glicoproteinas Gn y Gc, una
PNE y es el responsable, en gran medida, de las diferentes capacidades
patogénicas del virus, y el segmento L codifica la polimerasa viral. Estudios
realizados con el segmento S del virus diferencian cuatro genotipos (I, II, Il y

IV) (3-5). Debido a la naturaleza segmentada de su genoma, el VORO esta




sujeto a reordenamiento gendmico, un fendmeno importante que genera
diversidad viral dentro de la especie Orthobunyavirus oropoucheense (6). En
las Américas, se identifican tres reordenamientos del VORO: el virus Iquitos
(IQTV), el virus Madre de Dios (MDDV) y el virus Perddes (PEDV) (7).

El VORO presenta un periodo de incubacion en el hombre que oscila entre
cuatro a ocho dias. El cuadro clinico es similar al de otras arbovirosis como
Dengue, Zika y Chikungunya; y se caracteriza por fiebre autolimitante, mialgias,
artralgias, cefalea, vomitos, diarreas, fotofobia y erupciones cutaneas. Se
pueden presentar manifestaciones hemorragicas menores como petequias,
epixtasis y sangrado gingival. En casos excepcionales pueden aparecer signos
y sintomas neurolégicos. Generalmente, el plazo resolutivo de la enfermedad
es de dos a tres semanas (5, 8). La FO puede presentar un curso bifasico: con
recurrencia de la fiebre luego de una fase aguda de dos a cuatro dias, los
sintomas reaparecen siete a diez dias después (9). Se reporta su relaciéon con
el Sindrome de Guillain Barré (SGB) (10) y se registran casos de transmision
vertical. Ademas el virus se asocia con microcefalia en recién nacidos, hijos de
madres infectadas (11).

Se diagnostica mediante pruebas de laboratorio en la fase febril aguda (hasta
los siete dias de iniciados los sintomas) y para ello se emplean tres criterios
diagnésticos: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) positiva, la
identificacion de inmunoglobulina M (IgM) especifica o la deteccion de
seroconversion de anticuerpos (Acs) en sueros pareados (12). Actualmente no
se dispone de vacunas ni tratamiento antiviral especifico para prevenir o tratar
la infeccién por VORO. EIl tratamiento consiste en medidas generales como
aislamiento, adecuada proteccion del paciente, reposo y antipiréticos. La
prevencion esta encaminada al control y erradicacion de criaderos del vector en
la comunidad (13).

En febrero de 2024, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) emitio
una alerta epidemiolégica debido al incremento de casos de FO y su rapida
expansién en Brasil, Bolivia, Colombia y Pera (14). En mayo de 2024, el
Ministerio de Salud Publica (MINSAP) de Cuba notificd los primeros casos
confirmados de FO en el pais. Estos casos se reportaron en las provincias de
Santiago de Cuba y Cienfuegos, donde se observé un aumento de pacientes

con sindrome febril inespecifico (SFI), la mayoria negativos para IgM dengue.




Se confirmd un total de 74 casos distribuidos en estas dos provincias y siete
municipios (15). En junio de 2024 en conferencia de prensa el Dr. Francisco
Durén, Director Nacional de Epidemiologia del MINSAP, reportd la transmision
del VORO en nueve provincias y 23 municipios de Cuba, sin detectarse casos
aun en las provincias La Habana y Artemisa (16).

A inicios de julio de 2024 se observé un marcado incremento de pacientes con
SFI principalmente en las provincias La Habana y Artemisa que acudieron a las
instalaciones de urgencia del IPK. De acuerdo con el contexto epidemiolégico
en el pais, se plante6 desarrollar esta investigacion para dar respuesta a la
siguiente incognita: ¢ Cuél es la dinamica de deteccion del VORO en diferentes
fluidos biolégicos de pacientes atendidos en el Hospital del IPK, entre julio y
agosto de 20247




I.I. OBJETIVOS

Objetivo General: Describir la dindmica de detecciéon del VORO en fluidos

bioldgicos de pacientes atendidos en el Hospital del IPK, Julio - Agosto, 2024.

Objetivos especificos

1.

Confirmar la infeccion por VORO en pacientes clinicamente
sospechosos de FO.

Caracterizar los aspectos sociodemogréficos y clinicos de los pacientes
con infeccion confirmada a VORO.

Determinar la cinética de deteccién viral en muestras de suero, orina y
saliva de pacientes con infeccion confirmada, incluyendo muestras de

suero colectadas de un mismo paciente.

I.1l. Novedad cientifica

v

v

Los resultados del estudio impactan en el conocimiento de la FO, su
clinica, epidemiologia, diagndstico y dinAmica de deteccion viral.

Existen pocos estudios de cinética de deteccion del VORO en muestras
de orina y saliva; los resultados de esta investigacion confirman la
presencia del genoma del virus en estos fluidos biol6gicos.

Este es posiblemente el estudio con un mayor numero de muestras de
suero, orina y saliva colectadas en el tiempo en pacientes con infeccion
confirmada a VORO, lo que fortalece el algoritmo diagndstico y amplia la

posibilidad de realizar estudios de patogenia y transmision viral.
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MARCO TEORICO

IIl.I. Historia epidemioldgica de la Fiebre de Oropouche

El primer caso documentado de la FO fue descrito en el afio 1955 en la ciudad
de la Vega de Oropouche, Trinidad y Tobago. Se tratd de un joven de 24 afios
de origen indio, trabajador forestal que presento fiebre acompafada de dolor de
espalda y tos. El virus aislado de este paciente se inoculd por via intracerebral
e intraperitoneal en ratones lactantes, cobayos y hamsters adultos, en los
cuales se evidencié paralisis y muerte. Ademas, se detectaron Acs
neutralizantes en varios trabajadores forestales de la regién y en poblaciones
locales de monos (17).

En 1960 se aislo el VORO de un perezoso de tres dedos (Bradypus tridactylus)
y en un grupo de mosquitos Aedes serratus (Ochlerotatus) en el este de Brasil.
En 1961 se originé una epidemia en la ciudad de Belém, Brasil, donde se tomo
como posible causa la construccién de la autopista Belém-Brasilia, la cual
facilitd la movilidad de las personas. Esta ciudad se sitia en el estado més
poblado de Para, el cual es conocido por sus selvas tropicales y el rio
Amazonas. Este se considera el primer brote de FO en Brasil, y se notificaron
aproximadamente 11 000 casos sospechosos de la enfermedad (18). Entre
1961 y 1980 se notificaron varios brotes explosivos de FO en asentamientos
urbanos del estado de Para, donde en el brote ocurrido en 1980 se estima que
se originaron mas de 100 000 contagios en humanos. Entre 1981 y 2004, el
VORO se propag6 a otros cinco estados del norte de Brasil (Amazonas,
Amapa, Acre, Rondbnia y Tocantins) y a un estado del nordeste (Maranh&o),
con casos esporadicos y brotes autolimitados principalmente en pequefias
aldeas, lo que indicé una posible circulacién silenciosa del virus, asi como su
elevado potencial epidémico. Ademas, el VORO se aislé por primera vez en
especies de monos del sudeste del pais, lo cual demostro la elevada capacidad
del mismo para propagarse a nuevas areas y hospederos (19).

Durante varias décadas los brotes de la enfermedad se limitaron a la region
amazénica de Brasil. Sin embargo, el rango documentado del virus se amplié
cuando se diagnosticaron los primeros casos en Panama en 1989, en las

localidades de Bejuco, Chilibre y San Miguelito. En Peru, el virus se detecto por




primera vez en 1992, en lquitos, a partir de una encuesta seroepidemiologica
realizada después de un brote de dengue. En dicha region, el VORO se aislo
de cinco pacientes febriles sin antecedentes de viajes a otras areas. Desde
entonces se detectan continuamente casos de la enfermedad y se sugiere que
el virus llegdé al pais al propagarse a través de las riberas del rio Amazonas
facilitado por la movilizacién humana. Un estudio realizado en la ciudad de
Santa Clara, a 10 km de lquitos, reporté que visitar areas forestales era un
factor de riesgo para la exposicion y propuso la endemicidad del VORO en
dicho pais, debido principalmente a la mayor prevalencia de Acs contra el
mismo en residentes locales en comparacion con los inmigrantes.

En 1994 se report6 un brote en Puerto Maldonado del Departamento de Madre
de Dios al sureste de Peru, aungue sin mayor informacion al respecto, y en los
afios 2010 y 2011 se detectaron casos al norte de los departamentos de San
Martin y Cajamarca (20, 21). En febrero de 2016, una misién de campo en la
region de Madre de Dios realizada conjuntamente por el Ministerio de Salud del
Perd y la OPS/OMS, revelé un brote mixto de VDEN-2 y VORO. Este brote,
comparado con el ocurrido en dicha regién en 1994, tuvo una mayor magnitud
con aproximadamente 120 casos confirmados, la mayoria de ellos en ciudades
localizadas en el norte de la regiéon de Cusco, en la selva amazédnica. No se
registraron fallecidos y todos los pacientes se recuperaron tras recibir
tratamiento sintomatico (22).

Estudios serolégicos realizados en humanos y mamiferos salvajes también
encontraron Acs contra el VORO en Ecuador, Bolivia, Paraguay, Argentina y
Colombia. Una encuesta multinacional para el diagnéstico de casos de
enfermedades febriles agudas de origen desconocido desarrollada entre 2000 y
2007 confirmé el virus en casos humanos en Ecuador, Bolivia y Paraguay,
aungue no se pudo identificar el origen de la infeccion (23). Al mismo tiempo,
entre 2000 y 2004, Ecuador informd la deteccién del virus en pacientes que
acudieron a centros de salud de la provincia amazdnica de Puyo (24). En
Argentina, en 2005 se notificaron casos febriles confirmados a VORO en Jujuy,
mientras que en Colombia, el virus se detecto en primates no humanos
provenientes de diferentes regiones (25, 26).

La amplia distribucion del vector primario, junto con las perturbaciones

ambientales antropogénicas y los amplios viajes, acentlan la posibilidad de




gue el VORO emerja en otros territorios. En 2020 una aldea remota de la selva
tropical en la Guayana Francesa fue testigo de un brote de un sindrome similar
al dengue. De los 41 pacientes con sospecha clinica estudiados, 28 resultaron
positivo al VORO por PCR (27).

A mediados del 2024 se comenzé a detectar la infeccidn en areas geograficas
donde no se reportaba circulacion en afios anteriores. En mayo de 2024, el
MINSAP de Cuba notificd los primeros casos confirmados de FO en el pais
(16). En agosto, el MINSAP de Republica Dominicana confirmo la deteccion del
VORO en muestras almacenadas en la seroteca del Laboratorio Nacional de
Referencia (LNR) Dr. Defill6 las cuales resultaron negativo a VDEN. Este
hallazgo evidencié la circulacién silenciosa del virus en el pais y aunque no se
reportaron casos activos, se preciso en la necesidad de intensificar la vigilancia
para la deteccién temprana de casos (28). A finales de 2024, se reporté un
brote pequefio de VORO en Panama, donde para enero de 2025 se
confirmaron aproximadamente 153 casos positivos a la infeccion, la mayoria

teniendo como zona de contagio a la region del Darién (29).

Il1l. Clasificacion taxondmica del VORO

El VORO pertenece al orden Bunyavirales, familia Peribunyaviridae, género
Orthobunyavirus, especie oropoucheense y forma parte del serogrupo Simbu
(30). La familia Peribunyaviridae actualmente agrupa a mas de 350 especies
clasificadas en cinco géneros segun sus propiedades morfoldgicas, antigénicas
y moleculares (31). El género Orthobunyavirus comprende 170 virus, que se
agrupan en 48 especies y 19 serogrupos reconocidos (32). El serogrupo Simbu
es el mas importante desde el punto de vista clinico y epidemiolégico. Este
serogrupo comprende 25 virus antigénicamente relacionados divididos en dos
subclados filogenéticos: subclado A que incluye los virus Manzanilla vy
Oropouche y, subclado B integrado por los virus Simbu, Akabane, Sathuperi,
Shamonda y Shuni. EI complejo Oropouche es el Unico que incluye especies
gue afectan a los humanos y esta integrado por los virus Oropouche, Jatobal,

Iquitos, Leanyer, Oya y Thimiri (33).




[l.IIl. Estructura viral y organizacion del genoma

El VORO es un virus esférico y envuelto con un tamafio de 80 a 120 nm de
diametro. Su genoma consta de tres segmentos de ARN monocatenario de
sentido negativo, cada uno de ellos designados en funcion de su tamafio
molecular como S, My L. El segmento S codifica la proteina estructural (N) y la
proteina no estructural (NSs). La proteina N interactia con el ARN viral y forma
tres complejos de ribonucleoproteina que modelan la nucleocapside y
mantienen la integridad del genoma viral. La proteina NS cumple mdultiples
funciones en el ciclo de replicacion viral y es uno de los principales factores de
virulencia del virus, al contrarrestar la respuesta antiviral del hospedero
favoreciendo su replicacion (34). El segmento M codifica para una poliproteina
gue se escinde postraduccionalmente en las glicoproteinas virales Gn y Gc y
una proteina no estructural (NSm). Las glicoproteinas Gn y Gc forman un
complejo de puntas triméricas que sobresalen de la envoltura viral y median la
entrada, el ensamblaje y liberacién del virus desde las células hospedera. El
segmento L codifica para su propia ARN polimerasa, una enzima crucial para la
replicacion del genoma viral que se asocia a los complejos de
ribonucleoproteinas.

Ademas, cada segmento genémico se encuentra flanqueado por dos regiones
no codificantes, con aproximadamente 11 nucleotidos altamente conservados y
complementarios entre si, lo que permite la formacién de una estructura
"panhandle: protrusion elongada" que funciona como promotor tanto para la
transcripcion como para la replicacion de cada segmento. Estas regiones no
codificantes, a su vez, son indispensables para la encapsidacion del ARN
genomico por la proteina N y el empaquetamiento de las particulas virales (31,
34).

El S es el segmento de ARN mas conservado de los Orthobunyavirus y debido
a esta propiedad, se utiliza en gran medida para la reconstruccion filogenética
del virus (35). Ademas, es el segmento mas empleado en el desarrollo de

técnicas moleculares que permiten la deteccion del VORO (36).
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Figura 1. a) Representacion grafica de la estructura del VORO. b)

Representacion gréafica del genoma del VORO (34).

[l.IIl.I. Reordenamiento gendmico

El genoma segmentado del VORO aumenta la probabilidad de procesos de
recombinacién o reordenamiento genético. El reordenamiento gendmico es
considerado uno de los mecanismos mas importantes en la generacion de
biodiversidad viral en los Orthobunyavirus. Este fendmeno puede ocurrir
cuando dos virus genéticamente relacionados infectan simultineamente la
misma célula susceptible y, la progenie viral puede formarse con una mezcla
variada de segmentos gendémicos S, M y L de los dos virus parentales. Este
fendmeno es comun en los virus segmentados y puede tener implicaciones
significativas, debido a la posibilidad de aparicion de un virus con propiedades
bioldgicas alteradas y una mayor transmisibilidad y patogenicidad (27, 31, 34).
Se reportan reordenamientos genomicos que involucran a los Orthobunyavirus
en Perud, Venezuela y Brasil. El primer evento se reportdo en Perd, en 1999
cuando se aislo el IQTV de un paciente febril (37). En 2007 se identificd

también en Perd, la presencia de otro reordenamiento del VORO asociado con




enfermedades en humanos denominado MDDV (38). Ademas, se reportd el
MDDV en un mono (Cebus olivaceus Schomburgk), en un bosque cerca de
Atapirire, una pequefia aldea rural ubicada en el estado de Anzoétegui,
Venezuela (39). En 2015, Lunel y colaboradores (cols.) describieron la
presencia del PERDV, aislado de las visceras de un primate no humano
(Callithrix sp.) encontrado muerto en el estado de Minas Gerais, Brasil (40).

Hasta el momento, se identifican al IQTV, MDDV y PERDV como los Unicos
reordenamientos en el género Orthobunyavirus. Estos virus contienen los
segmentos S y L del VORO y el segmento M de un virus desconocido. Se ha
sugerido que la diversidad genética del segmento M puede estar sujeto a
mutaciones debido a la influencia en la presion selectiva sobre las
glicoproteinas Gn y Gc al ser importantes determinantes antigénicos de la

respuesta inmune mediada por Acs (7, 34).

[l.IV. Clasificacién molecular y distribucion geografica de los genotipos
Estudios realizados empleando la secuencia nucleotidica del gen de la
nucleocapside y el segmento S del VORO, describen la presencia de los
genotipos I, Il, 11, IV circulantes en la region de Las Américas (4).

El primer estudio genético realizado a VORO fue descrito en el afio 2000 por
Saeed y cols., quienes sugirieron la existencia de al menos tres linajes
genéticos distintos circulantes en las Américas: genotipos I, 1l y Ill, basados en
la secuencia nucleotidica del gen N de 28 cepas de VORO aisladas de
diferentes hospederos, en diferentes zonas geogréficas y diferentes periodos
de tiempo. El genotipo | se detectd en Trinidad y Tobago y Brasil, el genotipo I
se limité a Pera y Brasil y el genotipo Ill se encontré6 en Panama. En Brasil, el
genotipo | se encontré con mayor frecuencia en la Amazonia oriental, mientras
que el Il en la region amazonica occidental (41).

Posteriormente en un estudio realizado por Da Rosa en 2017, se observé la
aparicion de un cuarto genotipo (IV), basado en informacién obtenida de datos
genéticos del segmento S durante un brote en Manaos, Brasil, en la década de
los ochenta. Por lo tanto, con base en 111 secuencias codificantes completas
del segmento S, fue posible clasificar al VORO en cuatro genotipos y ocho

subgenotipos (4, 41).




Actualmente se describe circulando del genotipo | (mas prevalente) en Trinidad
y Tobago y Brasil; genotipo Il en Panama, Peru y Brasil (particularmente en el
Este amazonico); genotipo 1l en Brasil y Pert (mas frecuentemente en el Oeste

amazonico), mientras que el genotipo IV fue aislado unicamente en Brasil (42).

[l.V. Epidemiologia del VORO

[I.V.l. Ciclo de transmision

El VORO es un virus zoonético transmitido por la picadura de vectores
infectados que se mantiene en la naturaleza a través de dos ciclos: uno urbano
0 enzootico y otro selvatico o zoono6tico (43). En el ciclo urbano, los humanos
son los principales hospederos vertebrados y los jejenes de la
especie Culicoides paraensis se identifican como el principal vector (44, 45).
Ademas, se considera al Culex quinquefasciatus como un vector antropofilico
urbano secundario, que también puede contribuir a la transmision viral (46). En
el ciclo selvatico, aun no se identifican completamente los reservorios virales,
aunque existen evidencias de la presencia de Acs contra el VORO en aves
silvestres, mamiferos como los perezosos, algunos primates no humanos y
roedores que participan como hospederos amplificadores (34, 47).

Se cree que los humanos actian como un vinculo entre los dos ciclos virales,
los cuales permiten que el VORO se propague de las zonas selvaticas hacia
las &reas urbanas. Esto ocurre cuando un individuo visita una zona selvatica,
contrae la infeccion y regresa a un area urbana durante la fase virémica. La
bibliografia disponible sugiere que factores como el cambio climatico que
conduce al incremento de las precipitaciones y el aumento de las temperaturas;
la alteracion de los habitats naturales por procesos como la deforestacion vy el
aumento de la urbanizacion, facilita la propagacion del virus lo que contribuye a

que se produzcan brotes urbanos (34, 48).




Ciclo Selvatico Ciclo Urbano

Figura 2. Representacion del ciclo de vida del VORO (34).

II.V.ll. Reservorio

En el ciclo urbano, los humanos son los principales reservorios del VORO,
mientras que los mamiferos y las aves silvestres actian como reservorios
naturales del virus en el ciclo silvestre. En las aves, se reporta la presencia de
Acs en miembros de las familias Formicariidae, Fringillidae, Thaurapidae y
Columbidae, y el papel de estas en la perpetuacion y dispersion del virus aln

se encuentra en investigacion (21).

[I.V.IIl. Vectores involucrados en la transmision del VORO

Culicoides paraensis

El Culicoides paraensis se identifica como el principal vector del VORO. Esto
es respaldado por ensayos de laboratorio que demuestran la elevada
capacidad infectiva de estos jejenes al transmitir el virus a roedores entre seis a
12 dias después de alimentarse con sangre de pacientes viremicos (44, 49). C.
paraensis, es un género de dipteros nematoceros de la familia
Ceratopogonidae conocidos popularmente como jejenes hematofagos (1). Son

insectos de diminuto tamafio (2,5 mm) y presentan una picadura intensa y




molesta (50). Es el insecto diurno mas comun que pica al hombre en las areas
urbanas. Son activos durante la mafiana y al final de la tarde, con una actividad
maéaxima de picadura entre las 17:00 y las 18:00 horas. Habitan principalmente
en el medio exterior (exofilico), pero se alimentan tanto fuera como dentro de
las viviendas lo que facilita su interaccion con los humanos.

Se identifican poblaciones de C. paraensis en areas tropicales y subtropicales
en todo el continente americano. Su amplia distribucion y alta adaptabilidad a
los cambios climaticos, sugiere el potencial del mismo para la propagacion de
la FO, facilitada por el aumento del movimiento humano (51, 52). Ademas, la
eficiencia de transmision del virus, por este vector, esta relacionada con la
asociacion del jejen a entornos artificiales dado a su preferencia por
reproducirse en los desechos de las plantas de banano que son cultivados
comunmente en los centros urbanos, debido al alto contenido de materia

organica y elevada humedad que presentan (53).

Culex quinquefasciatus

El Culex quinquefasciatus también es propuesto como un vector competente en
la transmision del VORO (54). Pertenece al complejo de especies Culex
pipiens, de distribucién global (55). Habitan en regiones tropicales y
subtropicales, donde abunda principalmente en América, Africa, Medio y Lejano
Oriente, sur de Asia, Nueva Guinea, Australia y el sur de los Estados Unidos.
Es considerado una especie acentuadamente antropofilica que constituye un
factor de riesgo para la poblacion urbana, debido a su resistencia a los
insecticidas, capacidad vectorial y las elevadas densidades que puede alcanzar
(56).

Durante un brote de SFI entre 2011 y 2012, en Brasil, se detectdé el VORO en
287 grupos de Cx. quinquefasciatus capturados en el area lo cual se confirmé
al realizar un estudio de laboratorio infectando hamsteres sanos a partir de
mosquitos expuestos a hamsteres infectados con el virus. Este hallazgo
demostré el papel potencial del Cx. quinquefasciatus en la epidemiologia del
VORO vy la posibilidad de dispersion del virus, por este vector, a nuevas areas
geograficas como Africa, Australia o el Sudeste Asiatico donde existe una alta

prevalencia del mosquito (57).




Otras especies de mosquitos

Las especies de mosquitos Coquilletidia venezuelensis, Aedes serratus y
Culicoides spp se proponen como vectores del ciclo selvatico del VORO,
principalmente en Trinidad y Brasil. Sin embargo, su papel como vectores

competentes requiere mas investigacion (48).

[I.V.IV. Periodo de incubacion y transmisibilidad

El periodo de incubacibn en el hombre oscila de cuatro a ocho dias
aproximadamente (5). El virus se transmite principalmente a través de vectores
infectados. No obstante, se notificaron infecciones accidentales transmitidas
por el aire en condiciones de laboratorio (44). No se transmite de persona a
persona, aunque en 2024 se informaron casos de transmision vertical en

embarazadas durante un brote en Brasil (42).

[I.V.V. Distribucion geogréfica de la FO

La FO es una enfermedad tropical circulante en la regién de las Américas con
una mayor incidencia en el centro y sur del continente americano (58). Se
considera una enfermedad desatendida que afecta a mas 500.000 personas
principalmente en Brasil; sin embargo, el nimero de casos y la distribucion
exacta de la enfermedad no se conocen (26, 59).

El conocimiento actual de la distribucion del VORO se ha basado en la
vigilancia epidemiolégica pasiva, es decir, encuestas poblacionales y colecta de
muestras para la deteccién de casos (60, 61). Por otra parte, la vigilancia activa
revela una circulacion viral inadvertida hasta del 2% en las personas que viven
en areas no endémicas mostrando Acs contra el virus.

En América del Sur, los esfuerzos para rastrear la distribucion del VORO a
través de la vigilancia epidemioldgica pasiva o activa en mamiferos salvajes y
humanos muestran una circulacién viral en Brasil, Perd, Argentina, Bolivia,
Colombia, Ecuador y Venezuela, principalmente en areas rurales o zonas
amazobnicas. En Centroamérica se reportan casos en Panama y, en la region
del Caribe, se reporta la infeccion en Cuba y Republica Dominicana (21). En
2024 se notificaron casos en la Union Europea, en paises como Espafia (21
casos), ltalia (6 casos) y Alemania (3 casos), todos ellos importados y con

antecedentes de viajes recientes a paises con circulacion viral activa (14).




Los brotes de FO podrian tener un patron estacional, y la mayoria de los
eventos ocurren durante las estaciones lluviosas (26). La prevalencia en el
género humano ha sido contradictoria, ya que algunos estudios sugieren una
prevalencia mas alta en hombres y otros en mujeres (54, 62). De manera
similar, los grupos de edad afectados no tienen un patron claro, con informes
que sugieren una incidencia mas elevada en poblaciones mas jovenes y otros

en poblaciones mayores (60, 63).

[I.VI. Patogénesis causada por el VORO

El VORO provoca una infeccién sistémica y una respuesta inflamatoria que, en
casos graves, puede afectar el Sistema Nervioso Central (SNC) y permitir la
deteccidon del genoma del virus en el liquido cefalorraquideo (LCR). El virus es
altamente detectable en la sangre desde el inicio de la infeccién y puede llegar
progresivamente a las rutas neuronales (64). Se demostré que el VORO puede
infectar a animales de experimentacion, en particular ratones y hamsteres
cuando se administra por via intracerebral, por lo que estudios experimentales
en diversos modelos animales contribuyen de manera significativa a la
comprension de la patogenia de este virus, al demostrar su afinidad por las
células del sistema nervioso, higado y bazo (34, 65).

En hamsters dorados (Mesocricetus auratus), la inoculacion subcutanea con el
VORO provoco una enfermedad sistémica similar a la observada en humanos.
Se detectaron titulos elevados del virus en sangre, higado y cerebro, y la
histopatologia reveld6 meningoencefalitis con activacion de las microglias y
hepatitis con afectacion de las células de Kupffer (66). En ratones BALB/c
recién nacidos, la infeccion mediante inoculacion subcutanea del virus resultd
en el establecimiento de una enfermedad grave, con una marcada acumulacién
viral en las neuronas y la médula espinal, acompafiada de activacion de células
gliales y apoptosis neuronal. Ademas, se observd hiperplasia esplénica,
aungque no se detectaron virus viables en el érgano (67). En otro ensayo con
ratones BALB/c, la infeccion por el VORO provocd esplenomegalia e
inflamacion hepatica con aumento de transaminasas, detectando el genoma
viral en ambos 6rganos. También, se reportdé un aumento en los niveles séricos
de las citoquinas proinflamatorias factor de necrosis tumoral (TNF-a) e

interferon gamma (IFN-y) (68). Por otra parte, se ha reportado la capacidad del
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VORO de infectar células neuronales humanas ex vivo, evidenciado en
ensayos realizados con cultivos de cortes de cerebros humanos adultos. Esta
infeccion desencadend una respuesta inflamatoria caracterizada por la
liberacion de la citoquina TNF-a y dafo tisular, lo que condujo a la disminucion
de la viabilidad celular (69).

El mecanismo preciso mediante el cual el VORO atraviesa la barrera
hematoencefélica aiin no estd completamente establecido. Se postula que el
virus utiliza un mecanismo tipo "caballo de Troya", al ser transportado por el
torrente sanguineo dentro de fagocitos infectados, pasar inadvertido y evadir la
respuesta inmune del hospedero, hasta llegar a los 6rganos diana. Sin
embargo, también puede estar involucrada una ruta neuronal de invasion
cerebral debido a la acumulacién viral dentro de las neuronas, aunque este

mecanismo aun no se confirma (33, 42, 65).

[I.VIl. Manifestaciones clinicas

La enfermedad generalmente se manifiesta en dos etapas. La primera se
caracteriza por una fase aguda que suele durar de dos a siete dias en
pacientes sin afecciones graves. La segunda es una etapa de remisién donde
pueden reaparecer los sintomas entre siete y diez dias después del inicio de la
enfermedad. El cuadro clinico es similar al de otras arbovirosis como Dengue,
Zika, Chikungunya y Mayaro por lo cual resulta dificil de distinguir. La
enfermedad se caracteriza por fiebre (aproximadamente 39 °C) que se puede
acompanfar de cefalea, dolor retro-orbital, fotofobia, malestar general, mialgias,
artralgias, nauseas, vomito y diarreas. En menor frecuencia se presentan
sintomas como erupcién cutdnea comunmente en tronco y brazos, asi como,
manifestaciones hemorragicas menores como sangrado gingival, epistaxis y
petequias (7, 30, 34).

La mayoria de los pacientes sintomaticos se recuperan espontaneamente en
una semana, aunque aproximadamente el 60 % de los mismos presentan
recaidas entre las dos semanas posteriores a la recuperacion, con un cuadro
sintomatico similar al de la infeccion inicial, sin embargo, en ocasiones se
describe como mas grave. Existen algunas teorias sobre los procesos que
conducen a la recurrencia de la enfermedad, pero se asume que la misma

puede deberse a varios factores como: las caracteristicas del virus ya que tiene




la capacidad de mutar y adaptarse; factores individuales del hospedero como
respuesta inmune y, una elevada exposicién a vectores portadores del virus
que puede conllevar a coinfecciones que facilitan la reactivacion viral. En
algunos pacientes puede desarrollarse un cuadro grave con afectacion del SNC
y experimentar meningitis aséptica o0 meningoencefalitis con rigidez de nuca,
letargo, diplopia y nistagmo. La meningitis aséptica suele tener buen
prongdstico, sin secuelas (34, 70).

A partir del 2024 se reporta el SGB como una de las complicaciones clinicas en
la infeccion por VORO (71). También se registran casos de transmision vertical
y se asocia a anomalias congénitas como microcefalia, ventriculomegalia,
agenesia del cuerpo calloso, malformaciones articulares, asi como, muerte
fetal. Estudios evidencian que existe un mayor riesgo durante el primer
trimestre del embarazo (72). Ademas, en este mismo afio se reportaron las
primeras muertes por la enfermedad lo cual puede sugerir una posible

transformacion del virus capaz de agravar los sintomas (73).

[I.VIIl. Diagnéstico Viroldgico

[LVIIL.l. Muestras clinicas

Las muestras recomendadas para el diagnostico de la FO son suero y plasma.
Se describe que el suero colectado entre el primer y quinto dia de la fecha de
inicio de los sintomas (FIS) es la muestra ideal para la identificacion y
aislamiento del VORO (27, 74). También se pueden utilizar muestras de saliva
y orina. En pacientes con sindrome neurolégico infeccioso, se recomienda
emplear el LCR (75, 76). En casos de transmision vertical se pueden utilizar
otras muestras y tejidos como sangre del corddén umbilical, cordon umbilical,
placenta, suero del recién nacido y liquido amniético. En casos fatales se
sugiere analizar 6érganos como cerebro, higado, bazo y riidon (77). Algunos

estudios reportan la deteccion del genoma del VORO en el semen (78).

I.VIILIL. Procedimientos para el diagndstico viroldgico

El diagnostico clinico de la FO presenta desafios debido a la naturaleza
inespecifica de sus sintomas que pueden a menudo confundirse con el cuadro
clinico provocado por otras arbovirosis endémicas en las Américas. Ademas,

los analisis de sangre convencionales generalmente no son concluyentes ni




especificos para detectar la infeccion (34). Actualmente, existen diversas
técnicas diagnosticas para la deteccion viral.

Los laboratorios suelen emplear tres criterios claves para confirmar la infeccion,
entre ellos: un resultado positivo de PCR, la seroconversion de Acs utilizando
sueros pareados (colectados en la fase aguda y convaleciente de la
enfermedad) y la identificacion de Acs IgM especificos (79). La OPS
recomienda estas técnicas para la confirmacion del VORO y el seguimiento de

la infeccion (6).

Diagnéstico molecular

La deteccién molecular mediante PCR se realiza durante la fase aguda de la
enfermedad, cuando la concentracion viral en sangre es mas elevada (80, 81).
La mayoria de estos ensayos se dirigen a la deteccion del segmento S del virus
al ser una region altamente conservada, sin embargo, no permiten distinguir los
posibles reordenamientos que puedan ocurrir en la especie Orthobunyavirus
oropoucheense. Para el diagnéstico temprano se recomienda la RT-PCR en
tiempo real (QRT-PCR) debido a su facilidad, rapidez y menor probabilidad de
contaminacion. Diversos estudios demuestran una tasa de deteccion del 93%
en sueros obtenidos en los primeros cinco dias de la enfermedad. Para lograr
una tipificacion precisa, se han desarrollado métodos de RT-PCR anidados
dirigidos al segmento M (7, 48). La RT-PCR convencional se emplea a
menudo junto con el aislamiento viral para la investigacion (82). Las
Tecnologias de Secuenciacion de Nueva Generacion también se proponen
como una herramienta muy util para la identificacion precisa y deteccion del
genoma viral en la fase aguda, principalmente en aquellos casos que puedan
tener secuencias gendmicas divergentes o previamente desconocidas que
limitan la eficacia de los ensayos de gRT-PCR para la deteccion del ARN viral
(34).

Diagndstico seroldgico

Los métodos diagnosticos seroldgicos detectan Acs IgM e inmunoglobulina G
(IgG) especificos contra el VORO en muestras de suero, plasma y LCR, los
cuales se producen entre la primera y segunda semana después de la FIS (24,

83). Las metodologias disponibles incluyen inmunoensayos enzimaticos,




pruebas de neutralizacion, fijacion de complemento, inmunofluorescencia e
inhibicion de hemaglutinacion. No obstante, la disponibilidad de inmunoensayos
comerciales robustos para la deteccion del VORO es limitada (34, 84, 85).
Dado que multiples virus del serogrupo Simbu comparten epitopes en las
proteinas N, las pruebas basadas en la proteina de la nucleocapside, muestran
reactividad cruzada debido a que son capaces de generar una robusta
respuesta inmunitaria humoral (86). Los ensayos de neutralizacion son el
“Estandar de Oro” para la serologia de arbovirus, pero rara vez se utilizan para
el diagnostico de pacientes debido al largo tiempo de respuesta y a la
necesidad de emplear un mayor nivel de bioseguridad por la manipulacion de

virus vivos (87).

[l.IX. Tratamiento

En la actualidad no se dispone de un tratamiento antiviral especifico para tratar
la infeccién por VORO. Los cuidados consisten en medidas generales como
aislamiento y adecuada proteccion del paciente, reposo, antipiréticos para la
fiebre, alivio del dolor, hidratacién ante la presencia de vémitos, asi como, la
observacion estricta y seguimiento de los pacientes. En situaciones donde el
enfermo muestre manifestaciones neurolégicas, se debe hospitalizar en
unidades especializadas con el objetivo de garantizar un monitoreo constante
(13).

En la literatura actual, existe poca informacién sobre estudios in vitro o in vivo
para posibles enfoques terapéuticos o preventivos para la FO. En un estudio
llevado a cabo por Livonesi y cols., el IFN-y tuvo cierta actividad antiviral sobre
el VORO, pero todavia se encuentra en investigacién (88). Dos investigaciones
recientes, divulgadas en 2024, sugieren que la wedelolactona y las acridonas
podrian ser un tratamiento prometedor contra el virus, al presentar actividad
antiviral significativa, basada en la inhibicion de la replicacién viral en
modelos in vitro (89, 90).

II.X. Prevencion
En la actualidad no se dispone de una vacuna para prevenir la infeccién por
VORO. Las medidas de prevencion estdn encaminadas al control vy

erradicacion de vectores en la comunidad. Entre las medidas a aplicar se




encuentran la eliminacion de criaderos de mosquitos, rellenar o drenar los
charcos o posibles sitios de anegacion temporal de agua, chapear la maleza
para disminuir los sitios de reposos y refugio de vectores y la fumigacién con
insecticidas apropiados (51, 65). Entre las medidas de proteccién personal se
encuentran: el empleo de barreras mecanicas (mosquiteros), el uso de
repelentes contra insectos (trampas de luz para mosquitos), prendas
protectoras y lociones antimosquitos (91).

De igual forma se exploran diversas estrategias para el desarrollo de
candidatos vacunales. Un ensayo investiga el uso de un virus quimeérico de la
estomatitis vesicular con capacidad de replicacién, el cual expresa las
glicoproteinas del VORO. La inmunizacion en ratones con esta quimera genero
una respuesta de neutralizacidon contra el virus y se correlaciond con proteccion

contra la infeccion, al reducir la carga viral y los signos clinicos (92).

[I.XI. Fiebre de Oropouche en Cuba

En mayo de 2024, el MINSAP de Cuba notificé los primeros casos confirmados
de FO en el pais. Estos casos provenian de las provincias Santiago de Cuba y
Cienfuegos donde se reporté un aumento de SFl, la mayoria negativos para
IgM dengue. Las muestras de los pacientes sospechosos a la infeccion se
enviaron al IPK donde se les aplicé el algoritmo diagnostico del LNR de
Arbovirus, resultando todas negativas a VDEN, VZIK, VCHIK y virus Mayaro
(VMAY) y un total de 74 muestras, fueron positivas a VORO. Para la
caracterizacion filogenética viral, con el empleo del segmento S del virus, se
tomaron un total de 9 muestras y los analisis filogenéticos revelaron que los
virus aislados se agruparon en una rama separada, estrechamente relacionada
con los reportados en Brasil en 2023. Luego de la identificacion inicial del
VORO, se intensificd la vigilancia nacional confirmando la infeccion en otras
tres provincias del pais (Mayabeque, Matanzas y Villa Clara). Los estudios
vectoriales realizados en areas sospechosas de transmisién evidenciaron como
vectores causales a cinco grupos de mosquitos Cx. quinquefasciatus y un
grupo de mosquitos picadores Ceratopogonidae (15).

Desde la primera identificacion en mayo y hasta la semana epidemiologica 39
(octubre de 2024), se diagnosticaron 13 509 casos de FO con 555 confirmados

por gRT-PCR, y se documentaron casos en 109 municipios de las 15




provincias del pais. En septiembre de 2024, Cuba notificd tres casos de SGB
asociados a la infeccion por VORO. En estos casos, se presentd evidencia de
laboratorio de una infeccion viral reciente y un posible origen posinfeccioso, lo
cual considera que la infeccién por el VORO y el SGB estan fuertemente
asociados en el contexto cubano (71). En 2025, se realizé el primer reporte de
Culicoides paraensis en Cuba como el vector primario en la transmision de
virus (93).
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MATERIALES Y METODOS

[ll.I. Tipo de investigacion y disefio de estudio

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal desarrollado en el LNR de
Arbovirus, Departamento de Virologia, del Centro de Investigacion, Diagnostico
y Referencia (CIDR) del IPK.

[Il.1l. Definicion del universo de estudio

El universo de estudio esta conformado por todos los pacientes con sospecha
clinica de FO que acudieron al Hospital del IPK en el periodo comprendido
entre julio a agosto de 2024. En el estudio se tom6 como criterio de inclusion a
todo paciente con fiebre o historia de fiebre de hasta 5 dias, acompafiada de
cefalea intensa y otros sintomas como astenia marcada, vomitos, diarreas,
mialgia, artralgia, fotofobia, dolor abdominal y manifestaciones neuroldgicas
(vértigo, ataxia, confusion, etc), que deseen participar en el estudio posterior a

la firma del consentimiento informado (Anexo 1).

[I.11l. Coleccién y almacenamiento de las muestras

Se colectaron muestras de suero, orina y saliva de pacientes clinicamente
sospechosos de infeccién por el VORO para su estudio por qRT-PCR. Las
muestras se colectaron desde el dia cero de la FIS hasta los 42 dias de
evolucion para el seguimiento clinico de los enfermos y estudiar la cinética de

deteccion viral. Las muestras fueron almacenadas a -40 °C hasta su estudio.

[lI.IV. Coleccion, procesamiento y analisis de la informacion

Los datos personales de los pacientes, asi como los datos clinicos generales y
de interés para la investigacion como la signos y sintomas fueron recogidos en
una hoja de registro de observaciones para cada paciente (Anexo 2 y 3).
Posteriormente estos datos fueron introducidos a una base de datos en
Microsoft Excel. Para el analisis de la informacion y confeccion de los graficos,
se empled el programa estadistico GraphPad Prism versién 10.4.2 y Microsoft

Excel.




[11.V. Operacionalizacién de las variables
En la tabla 1 se muestra la operacionalizacion de las variables para determinar
la asociacion entre la cinética de deteccion viral en la poblacion estudiada y los

factores clinicos y sociodemogréficos analizados.

Tabla 1. Operacionalizacién de las variables para determinar la asociacion
entre la cinética de deteccion viral en la poblacion estudiada y los factores

clinicos y sociodemograficos analizados.

Variable Tipo de variable Escala Descripcion

o _ . Condicién organica que
Cualitativa nominal | Femenino

Sexo . . distingue al hombre de la
dicotomica Masculino _
mujer
o Cantidad de afios que un
Cuantitativa 18, 19, 20, o
Edad _ ser humano ha vivido
Discreta 21...

desde su nacimiento

Demarcacion territorial

La Habana | administrativa en que se

Provincia Cualitativa nominal . _ )
Artemisa organizan algunos paises
o estados
La Lisa Entidad administrativa en
Municipio Cualitativa nominal | Playa gue se agrupa una
Cerro localidad o provincia
Dia en que el paciente
comenzé a tener
o _ 03/07/24... _ . .
FIS Cualitativa ordinal manifestaciones clinicas
11/07/24... _
sugestivas de la
enfermedad
o _ 05/07/24... | Dia de colecta de la
FTM Cualitativa ordinal _
13/07/24... | muestra clinica
o ) Aumento de la
_ Cualitativa nominal | Si
Fiebre temperatura corporal por

dicotomica No _
encima de los 37°C




Sensacion dolorosa de

Cualitativa nominal | Si _
Cefalea o cualquier parte de la
dicotomica No
cabeza
Malestar Cualitativa nominal | Si Sensacion general de
general dicotomica No malestar, a menudo
acompafado de fatiga,
dolor difuso y falta de
interés en las actividades
o ) ) Dolor en las
_ Cualitativa nominal | Si _ _ _
Artralgias . articulaciones sin
dicotomica No . y
inflamacion
o Cualitativa nominal | Si
Mialgias o Dolores musculares
dicotomica No
o _ ] Sensacion generalizada
. Cualitativa nominal | Si '
Astenia . de cansancio y falta de
dicotomica No
fuerzas
_ Cualitativa nominal | Si Disminucion o pérdida
Anorexia R .
dicotomica No del apetito
Sensacion dolorosa en la
o ) ] region posterior de los
Dolor retro- | Cualitativa nominal | Si _ _ __
. . 0jos que se intensifica
orbital dicotomica No o
con los movimientos
oculares
Dolor que se siente en el
Dolor Cualitativa nominal | Si area entre el pecho y la
abdominal dicotomica No ingle, a menudo
denominado vientre
o _ ] Expulsion forzada del
o Cualitativa nominal | Si _ o
Vomitos o contenido gastrico por la
dicotomica No
boca
o ) ] Aumento de la frecuencia
_ Cualitativa nominal | Si _ _
Diarreas o y/o cantidad y/o cambios
dicotomica No

en la consistencia de las




deposiciones

Sensacion de frio, por lo
comun repentina, violenta

y acompafiada de

) Cualitativa nominal | Si _
Escalofrios o contracciones
dicotomica No
musculares, que a veces
precede a un ataque de
fiebre
o ) ) Aparicion de sarpullido
Cualitativa nominal | Si ) .
Rash . en un area de la “piel que
dicotomica No L .
esta irritada o inflamada
Presencia de dolor en la
o _ ] region localizada al borde
Cualitativa nominal | Si o _
Dolor lumbar o inferior de las costillas y
dicotomica No ] .
los glateos, conocida
como zona lumbar
o _ ] Sudoraciéon intensa no
. Cualitativa nominal | Si _
Sudoracion . relacionada con el calor o
dicotomica No o
el ejercicio
o ) ] Sensacion de cansancio
_ Cualitativa nominal | Si _
Fatiga . que no mejora con el
dicotomica No
reposo
o _ ] Sensacion de movimiento
o Cualitativa nominal | Si _
Veértigo . 0 giros que a menudo se
dicotomica No _
describe como mareo
o _ ) Afeccion por la cual los
_ Cualitativa nominal | Si _ ) _
Fotofobia o 0jos son mas sensibles a
dicotomica No
la luz que lo normal
) Cualitativa nominal | Si Presencia de ganglios
Adenopatias . o
dicotdbmica No linfaticos palpables
_ o ) ] Sangrado anormal que
Sangramiento | Cualitativa nominal | Si _
) o ocurre fuera del ciclo
vaginal dicotomica No

menstrual normal




_ Cualitativa nominal | Si Sensacion de picazon en
Prurito .
dicotomica No el cuerpo
Inyeccion Cualitativa nominal | Si Enrojecimiento de la
conjuntival dicotomica No conjuntiva
o ) ) Sensacion de hormigueo
_ Cualitativa nominal | Si o
Parestesias . 0 adormecimiento del
dicotomica No
cuerpo
Reflejo involuntario del
T Cualitativa nominal | Si cuerpo que ayuda a
0S
dicotomica No limpiar las vias
respiratorias
Trastorno del sentido del
o ] ) gusto que se manifiesta
. . Cualitativa nominal | Si .
Disgeusia o con una alteracion en la
dicotomica No y
percepcion de los
sabores
o Cualitativa nominal | Si . _
Faringitis . Inflamacion de la faringe
dicotomica No
_ Cualitativa nominal | Si Secrecion excesiva de
Rinorrea R )
dicotomica No moco por la nariz
o _ N Reaccion en Cadena de
Cualitativa nominal | Positiva .
PCR . _ la Polimerasa para la
dicotémica Negativa

determinacion del VORO

Fuente: Planilla de recogida de informacion.

I11.VI. Consideraciones éticas

En el estudio se cumplieron todas las normas éticas y cientificas para realizar
estudios biomédicos en sujetos humanos desarrolladas y establecidas en las
Guias Internacionales como la Declaracién de Helsinki y las normas nacionales
aprobadas por el Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y

Dispositivos médicos. Se cumplieron estrictamente los tres principios basicos

de autonomia, beneficencia y justicia.




El personal calificado explico el procedimiento del estudio, empleando para ello
un lenguaje claro y sencillo para facilitar su comprension, a todos los pacientes
que se les solicitd su participacion. Al individuo se le explicd verbalmente el
contenido del consentimiento y fueron informados de que podian retirarse del
estudio, en cualquier momento, cuando asi lo desearan, sin necesidad de
justificacion ni consecuencias. En el caso de pacientes con alguna
discapacidad fisica o mental que no les permitia firmar el consentimiento, el
procedimiento de la investigacion fue explicado a su tutor, el cual se encargo
de firmar el consentimiento informado. Todos los voluntarios que participaron
en el estudio, estuvieron de acuerdo con la investigacion y firmaron el
consentimiento informado.

Las muestras biolégicas obtenidas en el Hospital del IPK fueron manipuladas
por el investigador responsable del estudio en la parte virologica, el jefe del
LNR de Arbovirus y el personal del laboratorio implicado en la investigacion. A
la base de datos solo tienen acceso el autor principal del estudio, el

responsable por la parte clinica y la parte viroldgica y el estadistico.

[II.VII. Técnicas y Procesamiento
[1.VII.I. Extraccion del ARN viral
Se emplearon 140 pL de la muestra y se realizd la extraccion semiautomatica
(QIACUBE y HT) del ARN viral utilizando el estuche comercial QIAamp Viral
RNA Mini Kit (QIAGEN, https://www. qgiagen.com). Se siguieron las
instrucciones del protocolo estandar descritas por el fabricante (QIAGEN,

Alemania). EI ARN extraido se conservé a -80°C hasta su utilizacién.

L.VILI. qRT-PCR para la deteccion del VORO

Para la reaccion de qRT-PCR se emplearon sondas de hidrdlisis o TagMan® y
para la amplificacion se utilizaron cebadores y sondas disefiados por Naveca y
cols. del Instituto Osvaldo Cruz, Brasil (Tabla 2) aprobados por la Red de
Laboratorios para el Diagnéstico de Arbovirus (RELDA) de la OPS/OMS (94).
Esta técnica de PCR esta integrada por un sistema duplex para la deteccion del
VMAY y VORO, y se utilizé como un PCR simple solo para la deteccion del
VORO. Los cebadores utilizados amplifican el segmento S del genoma del

virus.




Tabla 2. Cebadores y sondas (94).

VORO_FNF 5-TCCGGAGGCAGCATATGTG
VORO_FNR 5’-ACAACACCAGCATTGAGCACTT
VORO_FNP 5-FAM-CATTTGAAGCTAGATACGG-NFQ-MGB

Para la mezcla de reaccién de la qRT-PCR (Tabla 3), se emple6 el estuche
comercial SuperScript™ [l Platinum™ One- Step RT-RCP Kit (Invitrogen™,
EU).

En la tabla 3 se describe la composicion de la mezcla de reaccion de la PCR
para la deteccién del genoma del VORO.

Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion de la gqRT-PCR. (94)

Reactivos Volumen en pL (Para una
muestra)

Agua libre de nucleasas 3,2
Solucién Tampon 2X 10
Cebador VORO_FNF (10 uM) 0,6
Cebador VORO_FNR (10 uM) 0,6
Sonda VORO_FNP (10 uMm) 0,2
Enzima 0,4
Volumen total de reaccion 15

Esta mezcla se distribuyd en viales de PCR de 0,2 mL, se les afiadieron 5 pL
del ARN viral previamente extraido y se colocaron en el termociclador
LineGene 9600 Plus (BioER).

En la tabla 4 se muestra el programa de la corrida de la PCR descrito por el

fabricante para la amplificacién del genoma del VORO.




Tabla 4. Programa de la corrida del qRT-PCR. (94)

Descripcion Temperatura Tiempo
Transcripcion inversa 50°C 15 minutos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
45 ciclos de:
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos

Elongacién (lectura de la
fluorescencia en esta 60°C 30 segundos

etapa)

Se realiz0 la lectura de la fluorescencia en el fluor6foro FAM y se consideraron
positivas aquellas muestras cuyo ciclo umbral (Ct) sea < del ciclo 38 y
negativas aquellas muestras cuyo Ct estuvo por encima del ciclo 38 y no

amplifican una curva de fluorescencia.

L.VLII. qRT-PCR Trioplex para la deteccion del VDEN, VZIK y VCHIK
Esta técnica describe el uso de un ensayo de qRT-PCR para la deteccion y
diferenciacion del ARN de los virus dengue, zika y chikungunya en distintos
tipos de muestras clinicas y esta disefiado para la deteccion simultanea de
estos arbovirus en una sola muestra (95). Para la reaccién de la PCR se
emplearon sondas TagMan® y para la amplificacion se utilizaron cebadores y
sondas disefiados por los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, aprobados por la RELDA de la
OPS/OMS. Este protocolo permite la amplificacion de la regién 5’-UTR del
VDEN, la proteina nSP1 del VCHIK y el gen envoltura del VZIK, ademas
dispone de cebadores y sondas para la deteccibn de Human Ribonuclease P
(RP) que funciona como control interno de la muestra.
El Kit gRT-PCR Trioplex CDC incluye 4 viales con cebadores y sondas para
cada arbovirus combinados en un solo vial.

e 1vial: VDEN-F, VDEN-R1, VDEN-R2 y sonda

e 1 vial: VCHIK-F, VCHIK-R y sonda

e 1vial: VZIKV-F, VZIKV-R y sonda

e 1lvial: RP-F, RP-R y sonda




Para la mezcla de reaccion del gRT-PCR Trioplex CDC (Tabla 5) y RP (Tabla

6), se utilizé el estuche comercial SuperScript™ Il Platihum™ One- Step RT-

RCP Kit (Invitrogen™, EU).

En la tabla 5 se describe la composicion de la mezcla de reaccion de la PCR

para la deteccién del genoma del VDEN, VZIK y VCHIK.

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion del Trioplex CDC qRT-PCR.

Volumen en pL (Para una

Reactivos muestra)

Agua libre de nucleasas 1,5

2X PCR Reaccién Mix 12,5
VDEN Mix

VCHIK Mix 0,5
VZIK Mix

Enzima 0,5

Volumen total de reaccidn 15

En la tabla 6 se describe la composicion de la mezcla de reaccion de la PCR

para la deteccion de la RP.

Tabla 6. Composicion de la mezcla de reaccién del RP.

Volumen en pL (Para una

Reactivos muestra)
Agua libre de nucleasas 1,5
2X PCR Reaccion Mix 12,5
RP Mix 0,5
Enzima 0,5
Volumen total de reaccion 15

Esta mezcla fue afadida a cada pozo de una placa de 96 pocillos [Multiwell

Plate 96 blanca]. Posteriormente a cada pozo se les afadieron 10 uL del ARN




viral previamente extraido. Las placas se colocaron en el termociclador
LightCycler® 96 System. (Tabla 7)
En la tabla 7 se muestra el programa de corrida de la PCR descrito por el

fabricante para la deteccion del genoma del VDEN, VZIK y VCHIK.

Tabla 7. Programa de corrida del gRT-PCR.

Descripcion. Temperatura. Tiempo.
Transcripcion inversa. 50°C 30 minutos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
45 ciclos de:
Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Elongacion (lectura de la
_ 60°C 60 segundos
fluorescencia en esta etapa).

Se realizé la lectura de la fluorescencia en el fluoroforo FAM para detectar
VDEN y RP, en el fluor6foro HEX para VCHIK y el Red 610 para VZIK. Se
consideran positivas aquellas muestras cuyo Ct fue < 38 y negativas aquellas
muestras cuyo Ct estuvo por encima del ciclo 38 y no amplificaron una curva de

fluorescencia.

.VLIV. gRT-PCR Multiplex de Dengue

Esta técnica de gRT-PCR estéa disefiada para la deteccién y diferenciacion del
ARN de los cuatro serotipos del virus Dengue (VDEN 1-4) en muestras clinicas
(96). Para la reaccion de gRT-PCR se emplearon sondas TagMan® y para la
amplificacion se utilizaron cebadores y sondas disefiados por el CDC (Tabla 8),
aprobados por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA). Esta
técnica de PCR esta disefiada para la amplificacion del gen Envoltura de los
VDEN 1-4.




Tabla 8. Cebadores y sondas empleados para la qRT-PCR Multiplex de
Dengue.

D1-F- CAAAAGGAAGTCGTGCAATA

D1-R- CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAAC

D1-Sonda- CATGTGGTTGGGAGCACGC- BHQ1- 3’

D2-F- CAGGTTATGGCACTGTCACGAT

D2-R- CCATCTGCAGCAACACCATCTC

D2-Sonda- CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA- BHQ1- 3
D3-F- GGACTGGACACACGCACTCA

D3-R- CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT

D3-Sonda- ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG- BHQ2- 3°
D4-F- TTGTCCTAATGATGCTGGTCG

D4-R- TCCACCTGAGACTCCTTCCA

D4-Sonda- TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG-BHQ3- 3’

Para la mezcla de reaccion de la gRT-PCR (Tabla 9), se utilizd el estuche
comercial SuperScript™ Il Platinum™ One- Step RT-RCP Kit (Invitrogen™,
EUV).

En la tabla 9 se describe la composicion de la mezcla de reaccién de la PCR

para la deteccion del genoma del VDEN 1-4.

Tabla 9. Composicién de la mezcla de reaccion de la gRT-PCR.

Reactivos Volumen en pL (Para una muestra)
Agua libre de RNasas 2,2
Soluciéon Tampon 2X 12,5
Cebador1 & 3 (1 uM) 0,5
Cebador 2 & 4 (500 nM) 0,25
Sondas 1-4 (180 nM) 0,45
Enzima 0,5
Volumen total de la reaccion 20

Esta mezcla fue afladida a cada pozo de una placa de 96 pocillos [Multiwell

Plate 96 blanca]. Posteriormente a cada pozo se les afladieron 5 puL del ARN




viral previamente extraido. Las placas se colocaron en el termociclador
LightCycler® 96 System. (Tabla 10)
En la tabla 10 se muestra el programa de corrida de la PCR descrito por el

fabricante para la deteccion del genoma del VDEN 1-4.

Tabla 10. Programa de la corrida de la PCR.

Descripcion. Temperatura. Tiempo.
Transcripcion inversa. 50°C 30 minutos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos

45 ciclos de:

Desnaturalizacion 95°C 15 segundos

Elongacion (lectura de la
fluorescencia en esta 60°C 60 segundos

etapa).

Se realizo la lectura de fluorescencia en el fluoréforo FAM para detectar VDEN-
1, el fluoroforo HEX para VDEN-2, Texas red para VDEN-3 y Cy5 para VDEN-
4. Se consideraron positivas aquellas muestras cuyo Ct sea < del ciclo 37 y
negativas aquellas muestras cuyo Ct estuvo por encima del ciclo 37 y no

amplifican una curva de fluorescencia.
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagndstico clinico de la FO resulta particularmente desafiante debido a que
la enfermedad presenta sintomas similares a los de otras arbovirosis
endémicas en la region de las Américas como el Dengue, Zika, Chikungunya,
Fiebre amarilla y Mayaro (97, 98). Esta similitud clinica, unida a la
inespecificidad de los hallazgos hematolégicos habituales, hace necesario
contar con un diagnéstico diferencial mediante pruebas de laboratorio
especificas (99). La FO generalmente se confirma detectando el genoma del
VORO en plasma y suero de pacientes con infeccibn aguda, o mediante
técnicas para la deteccién de Acs IgM anti VORO durante la convalecencia
temprana (94, 100). Algunos estudios describen el empleo de otros fluidos
biolégicos como la orina y la saliva para la deteccion de arbovirus, (101, 102)
sin embargo, estos son pocos y por lo general el nimero de muestras
procesadas es pequefio.

En nuestra investigacidon se estudiaron 283 pacientes procedentes de las
provincias La Habana y Artemisa, que acudieron al Hospital del IPK con un
cuadro clinico sospechosos de FO, en el periodo comprendido entre julio y
agosto del 2024. A los pacientes se les realizé6 qRT-PCR para la deteccion de
VORO, VDEN, VZIK y VCHIK. En los pacientes que resultaron positivos a
VORO, una vez firmado el consentimiento informado, se les colectaron
muestras de suero, orina y saliva en dias sucesivos durante la evolucion de la
enfermedad a lo largo del periodo de estudio. Esta investigacion se disefié con
el proposito de profundizar en el conocimiento de la FO, su clinica,
epidemiologia, diagndstico y dindmica de deteccién viral en diferentes fluidos
biologicos. Actualmente se dispone de datos limitados sobre la tasa de
deteccion del genoma del VORO, la persistencia y la cinética viral en muestras
de orina y saliva, por lo cual esta investigacién ayuda a dilucidar y conocer

mejor la presencia del ARN viral en dichos fluidos.




IV.l. Incidencia de la infeccion por VORO en la poblacion estudiada
En la figura 3 se reporta la incidencia de la infeccion por VORO y VDEN
mediante qRT-PCR en pacientes con sospecha clinica de FO, atendidos en el

Hospital del IPK entre julio y agosto de 2024.

m Positivos a VORO

Positivos a VDEN-3
® Positivos a VDEN-4
m Negativos

Figura 3. Incidencia de la infeccion por VORO y VDEN mediante qRT-PCR en
pacientes con sospecha clinica de FO, atendidos en el Hospital del IPK entre

julio y agosto de 2024.

El estudio incluyé 283 pacientes con un SFI sospechosos de FO. De ellos, 149
casos (52,7%) resultaron positivos a VORO en muestras de suero u orina 'y 31
pacientes (10,9%) fueron positivos a VDEN; 10 a VDEN-3 (3,5%) y 21 a VDEN-
4 (7,4%). Se logro confirmar el 63,6% de los casos, mientras que 103 pacientes
(36,4%), fueron negativos a VORO, VDEN, VZIK y VCHIK. Del 36,4% de los
pacientes negativos a todos los arbovirus estudiados, el 12,6% fue positivo a
SARS-CoV-2. Ademas, en tres pacientes se confirmaron coinfecciones por
VORO y VDEN; dos con VDEN-3 y uno con VDEN-4 lo que represento el 1,6%
del total de casos confirmados.

Los resultados obtenidos estan en correspondencia con los reportados en la
vigilancia que realizé el LNR de Arbovirus desde la semana epidemiolégica 28
a la 34 del afo 2024, donde en la provincia de La Habana se encontraban
circulando los VDEN-3 y VDEN-4, con una mayor incidencia de este ultimo, y

en Artemisa solo circulaba VDEN-3, aunque en ambas provincias, la mayor




positividad se reportaba a VORO (Datos no publicados del LNR de Arbovirus,
Departamento de Virologia, CIDR, IPK, 2024). Durante el periodo de estudio
también se reportaba la circulacion de SARS-CoV-2 en dichas provincias
(Datos no publicados del LNR de Virus Respiratorio, Departamento de
Virologia, CIDR, IPK, 2024). Los resultados de SARS-CoV-2 se tomaron de las
historias clinicas de los pacientes sospechosos de FO que proporcioné el
médico a cargo de la investigacion. A los pacientes con sintomas respiratorios
se le realiz6 una prueba rapida de antigeno de SARS-CoV-2 como parte del
protocolo de manejo clinico (Datos recogidos de las historias clinicas de los
pacientes, Hospital del IPK, 2024).

Los arbovirus son endémicos en las regiones tropicales de las Américas y con
frecuencia causan grandes brotes. Durante las uUltimas décadas, la FO se ha
documentado en multiples paises de América del Sur y Central, regiones con
condiciones ambientales favorables para la circulacion y transmision del virus
(48, 62). Asi lo demuestra Ciuoderis y cols., en 2022 mediante una vigilancia
pasiva de SFI en Colombia, donde de 2 967 pacientes, se detectd VDEN en el
20,7% y VORO en el 10,9% de los casos, logrando confirmar el 31,6% a
arbovirosis, mientras que el 68,4% de los casos restantes resultaron negativos
a VZIK, VCHIK y VMAY vy, de estas, el 13,1% fue positivos a SARS-CoV-2.
Ademas, se detectaron diez casos de coinfeccion por VORO y VDEN
representando el 1,4% (103). En este estudio la positividad al VORO fue
menor que al VDEN con respecto al nuestro, pero teniendo en cuenta que lo
realizado es una vigilancia pasiva de SFI, que solo se empled una submuestra
para la deteccion del VORO y que las regiones estudiadas presentan
condiciones hiperendémicas para dengue, se demostré la circulacion silenciosa
del VORO en dicha region, lo cual incrementa la posibilidad de coinfecciones.
En un estudio realizado por Martins- Luna en 2020, en la region costera de
Perl, con 496 muestras almacenadas en el biobanco del LNR
correspondientes a pacientes con SFI, confirmaron la infeccion por VDEN,
VCHIK o VZIK en el 46,8% de los casos, mientras que el 26,4% fueron
positivas a VORO, confirmando el 73,2% de los casos a arbovirosis. Del total
de casos confirmados, el 9,9% mostraron coinfecciones por VORO y VDEN y el
2,7% por VORO vy otros arbovirus como VZIK y VCHIK (104). A pesar que en

el estudio antes mencionado se emple6 un mayor numero de casos, la




positividad a infecciones por arbovirus, especialmente VDEN y VORO es muy
similar a la reportada en nuestra investigacion, teniendo en cuenta que, en el
momento de desarrollo de la misma, solo se encontraban circulando en Cuba
estos dos arbovirus.

En otros estudios, de forma general, se describen coinfecciones entre arbovirus
como el nuestro, asi lo evidencian Colavita y cols., en 2025, los cuales
reportaron una coinfeccion por VORO y VDEN-3 en una paciente con un SFI
que llegdé a lItalia tras un viaje a Cuba entre julio y agosto del 2024 (105).
Durango y cols., en 2022 reportan coinfecciones por VORO y VDEN en
pacientes con SFI en Peru (106). Naveca y cols. confirman en el estado de
Amazonas, Brasil, nueve coinfecciones por VORO y VDEN; una con VDEN-1 y
ocho con VDEN-2, los cuales eran los serotipos de dengue de mayor incidencia
en dicha region durante el periodo estudiado, ademas en este Ultimo estudio se
reportd un caso adicional de coinfeccion por VORO y VMAY (107). Otros
autores no reportan coinfecciones por arbovirus (23).

Las coinfecciones virales, aunque ocurren con baja frecuencia, enfatizan la
complejidad del panorama epidemiolégico actual de las infecciones por
arbovirus y las posibles interacciones entre ellos durante brotes simultaneos en
entornos urbanos, asi como la posible interaccion con virus de otras familias

gue se mantienen circulando en la misma region.

IV.Il. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes con
infeccion confirmada a VORO

En la tabla 11 se describen las caracteristicas sociodemogréaficas de los 149
pacientes con infeccion confirmada a VORO.

Como se evidencia en la tabla 11, el sexo femenino tuvo una mayor proporcion
con 82 casos (55,0%). El virus se detectd en todas las edades desde los 18
hasta los 88 afios con un predominio entre los 46 y 60 afios (34,9%), con una
mediana de 53 afios. En 28 pacientes (18,8%) se reportaron comorbilidades.
Las mas frecuentes fueron hipertension arterial (HTA) (11,4%), asma bronquial
(AB) (4,7%), diabetes mellitus (DM) (3,4%), cardiopatia isquéemica (2,0%) y
obesidad (1,3%). La frecuencia de las comorbilidades por pacientes varié de 1
a5(1,6+1,2).




Tabla 11. Caracteristicas sociodemograficas de los 149 pacientes con infeccion

confirmada a VORO por provincia.

La Habana Artemisa Total
(n=139) (n=10) (n=149)
Sexo
Femenino 79 3 82
Masculino 60 7 67
Edad
18-35 43 4 47
36-45 18 2 20
46-60 49 2 51
+ 60 27 1 28
Desconocido 2 1 3
Comorbilidades
Si 27 1 28
No 112 9 121

Fuente: Planilla de recogida de datos

Los resultados obtenidos estdn en correspondencia con los reportados en la
vigilancia que realizé el LNR de Arbovirus desde la semana epidemioldgica 28
a la 34 del afio 2024, donde en los pacientes con infeccion confirmada a
VORO, se observd una mayor proporcion del sexo femenino (56,4%) y los
grupos de edades mas afectaron fueron de 18 a 35 afios (27,7%) y 46 a 60
anos (31,6%) (Datos no publicados del LNR de Arbovirus, Departamento de
Virologia, CIDR, IPK, 2024).

En la figura 4 se describe los sintomas y signos recogidos de los 149 pacientes

con infeccién confirmada a VORO.
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Figura 4. Sintomas y signos mas frecuentes descritos en los 149 pacientes con
infeccion confirmada a VORO.

Los sintomas y signos mas frecuentes descritos en los pacientes con infeccion
confirmada a VORO en nuestro estudio fueron: fiebre (94,6%), cefalea (83,2%),
malestar general (79,8%), mialgia (70,4%), astenia (69,7%), artralgia (58,3%) y
anorexia (55%). Se observaron otros sintomas como diarrea (34,8%),
escalofrios y rash (26,8%), vomito (22,8%), dolor lumbar (22,1%), dolor retro-
orbital (20,1%), dolor abdominal y sudoracién (16,7%). Ademas, se
manifestaron en menor frecuencia fatiga y vértigo (12,7%), fotofobia (11,4%),
adenopatias cervicales, prurito e inyeccién conjuntival (4%), sangramiento
vaginal, parestesias y disgeusia (3,3%). En el 6% de los casos se observaron
sintomas respiratorios como tos, faringitis, rinorrea, disnea y congestion nasal.
No se observaron complicaciones clinicas, ni manifestaciones neurolégicas. El
namero de sintomas y signos por paciente vari6 de 4 a 18 (8,41 + 3,83).

En la figura 5 se presenta el total de pacientes con infecciébn confirmada a
VORO. De este grupo se muestra el numero de pacientes a los que se les
realiz6 seguimiento clinico de la enfermedad, y de estos, los pacientes que

presentaron o no recaidas clinicas.
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Figura 5. Pacientes con infeccion confirmada a VORO que se les realizo
seguimiento clinico de la enfermedad y de estos los que presentaron o no

recaidas clinicas.

De los 149 pacientes confirmados a VORO, solo se le pudo realizar
seguimiento clinico a 47 de ellos (31,5%), mientras que 102 (68,5%) no
acudieron nuevamente a la consulta. De los 47 pacientes a quienes se les pudo
realizar seguimiento clinico, 35 de ellos (74,5%) no evidenciaron recaidas
clinicas, mientras que 12 paciente (25,5%) presentaron recurrencia de la
enfermedad.

En la tabla 12 se describen las caracteristicas sociodemogréficas de los

pacientes con seguimiento clinico con y sin recaidas de la enfermedad.

Tabla 12. Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con seguimiento

clinico con y sin recaidas de la enfermedad.




Pacientes con seguimiento Pacientes con seguimiento
clinico que no desarrollaron clinico que desarrollaron
recaidas recaidas
(n=35) (n=12)
Sexo
Femenino 22 6
Masculino 13 6
Edad
18-35 10 5
36-45 4 3
46-60 12 4
+ 60 9 0
Comorbilidades
Si 23 4
No 12

En los 35 pacientes con seguimiento clinico que no evidenciaron recaidas
clinicas de la enfermedad, el sexo femenino tuvo una mayor proporcién con 22
casos (62,9%). El virus se detectd con una mayor incidencia entre los 46 y 60
afios (34,3%), con una mediana de 53 afios y 23 pacientes (65,7%)
presentaron comorbilidades como HTA (37,1%), AB (11,4%) y DM (2,9%).

En los 12 pacientes que presentaron recaidas clinicas de la enfermedad, el
intervalo entre la FIS y las recaidas oscilé entre los siete y 25 dias (15,33 *
5,24). La distribucion por sexo fue similar (50 % mujeres, 50 % hombres) y el
grupo etario mas afectado oscilé entre los 23 y 35 afios (41,7%), con una
mediana de 29 afios. En cuatro pacientes (33,3%) se describieron
comorbilidades como HTA (25,0%), AB (16,6%) y DM (8,3%) con una a dos
comorbilidades por paciente.

En la tabla 13 se compara el porcentaje de sintomas y signos de pacientes con

seguimiento clinico con y sin recaidas clinicas de la enfermedad.

Tabla 13. Comparacién del porcentaje de sintomas y signos de pacientes con

seguimiento clinico con y sin recaidas clinicas.




Pacientes con seguimiento | Pacientes con seguimiento
clinico que no desarrollaron | clinico que desarrollaron
Sintomas y signos recaidas. N=35 (%) recaidas. N=12 (%)
Fiebre 34 (97,1) 12 (100)
Cefalea 33 (94,3) 12 (100)
Malestar general 27 (77,1) 12 (100)
Anorexia 25 (71,4) 11 (91,7)
Mialgias 27 (77,1) 10 (83,3)
Astenia 32 (91,4) 10 (83,3)
Artralgia 27 (77,1) 10 (83,3)
Dolor lumbar 21 (60,0) 7 (58,3)
Diarrea 18 (51,4) 6 (50,0)
Sudoracion 18 (51,4) 5(41,7)
Dolor retro-orbital 20 (57,1) 541,7)
Fatiga 14 (40,0) 5417
Escalofrios 14 (40,0) 5(41,7)
Rash 15 (42,8) 5 (41,7)
Vomito 8 (22,8) 4 (33,3)
Dolor abdominal 12 (34,3) 4 (33,3)
Vértigo 13 (37,1) 3(25,0)
Fotofobia 11 (31,4) 3 (25,0)
Adenopatias cervicales 25,7 3 (25,0)
Inyeccién conjuntival 4 (11,4) 1(8,3)
Sangrado vaginal 0 (0,0) 1(8,3)
Prurito 7 (20,0) 1(8,3)
Tos 2 (5,7) 0 (0,0)
Faringitis 0 (0,0) 0 (0,0)
Rinorrea 25,7 0 (0,0)
Disgeusia 4(11,4) 0 (0,0)
Lipotimia 1(2,8) 0 (0,0)
Parestesia 1(2,8) 1(8,3)

Fuente: Planilla de recogida de sintomas clinicos.

El cuadro clinico de los pacientes con seguimiento clinico que no evidenciaron

recaidas se caracterizo por la presencia de fiebre (97,1%), cefalea (94,3%) y




astenia (91,4%), seguido por malestar general, mialgia y artralgia (77.1%),
anorexia (71,4%), dolor lumbar (60,0%) y dolor retro-orbital (57,1%). Ademas,
se evidenciaron otros sintomas como sudoracion y diarrea (51,4%), rash
(42,8%), fatiga y escalofrios (40,0%). En menor porcentaje se observo vértigo
(37,1%), dolor abdominal (34,3%) y fotofobia (31,4%). El nimero de sintomas
por paciente vario de 5a 17 (10,5 + 3,8).

El cuadro clinico de los pacientes con recaidas se caracterizd por la presencia
de fiebre, cefalea y malestar general (100%), seguido de anorexia (91,7%),
mialgia, astenia y artralgia (83,3%), dolor lumbar (58.3%) y diarrea (50%). Se
evidenciaron otros sintomas como sudoracion, fatiga, escalofrios y rash
(41,7%), vomito y dolor abdominal (33,3%), vértigo, fotofobia y adenopatias
cervicales (25%). En menor porcentaje se observl inyeccidon conjuntival,
sangrado vaginal y prurito (8,3%). El nUmero de sintomas por paciente vario de
7a1l7(11,1+£31).

En un estudio realizado en el estado de Amazonas, Brasil en 2024 durante un
brote de VORO, la mediana de edad de los casos confirmados se desplaz6
hacia edades mas avanzadas (35,7 £ 17,0) y no se observaron diferencias
significativas por sexo, indicando un equilibrio entre hombres y mujeres. Los
pacientes confirmados a VORO presentaron como sintomas mas frecuentes
fiebre (97,2%), cefalea (92,7%) y mialgia (78,2%). Otros sintomas reportados
incluyeron nauseas (42,1%), dolor retro-orbital (34,1%), artralgia (28,5%),
vomitos (25,7%), fotofobia (8,4%), diarrea (7,4%) y rash (2,8%). La mayoria de
las infecciones durante este brote fueron leves y autolimitadas (107). En estos
aspectos, nuestros resultados coinciden con los observados en el estudio antes
mencionado.

Otros estudios también reportaron sintomas similares al nuestro. Mouréo y
cols., en una epidemia en Manaus entre 2007 y 2008, reportaron que el 16,0%
de los pacientes confirmados a VORO presentaron fendmenos hemorragicos
espontaneos como sangramiento vaginal (108) y mas reciente, GOmez-
Camargo en 2022 describié la infeccion en una paciente que cursdé con
inyeccion conjuntival bilateral acompafiado de otros sintomas generales (109).
Durante un brote en el estado de Para, Brasil, en 2022 se reportd que el 52,1%
de los individuos con infeccién confirmada a VORO eran mujeres, con

predominio del grupo de edad de 24 a 34 afios. Los sintomas mas frecuentes




fueron la fiebre (97,4%), la cefalea (76,9%) y la artralgia (69,2%). Se
identificaron 14 casos (34,1%) con recurrencia de sintomas entre ocho y 28
dias de la FIS, con diversas manifestaciones clinicas, destacando la fiebre
(100%), la cefalea (85,7%) y la artralgia (57,1%) (110). Nuestra investigacion
coincide en todos los aspectos con este estudio. En otra investigacion realizada
en 2024 por Gourjault y cols., se documenté la infeccion por VORO en un
grupo de viajeros, donde el 60% de ellos experimentaron recaida de los
sintomas entre siete y 15 dias después de la remision inicial, los mismos
también presentaron sintomas similares a los descritos en la bibliografia para
VORO (111).

Nuestra investigacion no coincide con resultados obtenidos en estudios por
Usuga y cols., en 2024, durante un brote en Colombia donde se reporté que la
edad de los pacientes oscilé entre 7 y 92 afios, con distribucion equitativa por
sexo con un ligero predominio de hombres (51%). ElI cuadro clinico
predominante en estos pacientes incluy6 escalofrios (94,6%), cefalea (87,2%),
artralgia (65,0%), mialgia (41,0%), diarrea (34,2%), fatiga (33,3%) y rash
(6,0%). La fiebre solo se registré en el 46 % de los casos y menos del 3%
presentd sintomas respiratorios. No se observaron manifestaciones
hemorragicas (112). En otro estudio realizado por Silva-Caso en 2019, ademas
de los sintomas clinicos generales, el 2,2% de los pacientes mostrd una clinica
sugestiva de infeccién grave por VORO como dolor abdominal intenso, dolor
toracico y hematemesis (113) y, Vernal y cols., en 2019 describen un caso de
meningoencefalitis aséptica asociado a la infeccibn por VORO donde dicho

paciente presento fotofobia intensa, rigidez de nuca y confusién (114).

IV.Ill. Dinamica de deteccion del VORO en muestras de suero, orina y
saliva de pacientes con infeccion confirmada

De los 149 pacientes con una infeccién confirmada a VORO, se colectaron
muestras de suero (n = 184), orina (n = 70) y saliva (n = 48) durante el periodo
de estudio.

En la tabla 14 se presenta el total de muestras de cada fluido biologico
colectadas de los pacientes con infeccion confirmada a VORO.




Tabla 14. Total de muestras de cada fluido biologico colectadas de los

pacientes con infeccion confirmada a VORO.

Suero Orina Saliva
Total 184 70 48
Positivas a VORO (%) | 144 (78,3%) 39 (55,7%) 22 (45.8%)
Negativas a VORO (%) | 40 (21,7%) 31 (44,3%) 26 (54,2%)

De los 184 sueros analizados, 144 fueron positivos a VORO, lo que equivale a
una tasa de positividad del 78,3%. En el caso de las 70 muestras de orina, 39
resultaron positivas (55,7%), mientras que, de 48 muestras de saliva, en 22 se
detectd la presencia del genoma del virus (45,8%).

En la figura 6 se presenta el porcentaje de positividad a VORO en muestras de

suero, orina y saliva segun los dias de evolucién de la enfermedad.
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Figura 6. Porcentaje de positividad a VORO en muestras de suero, orina y

saliva segun los dias de evolucién de la enfermedad.

Como se evidencia en la figura 6, el suero mostré una positividad del 80-100%
durante los seis primeros dias de la FIS con 111 positivos de 122 sueros
colectados en este periodo, alcanzando el 100% en los dias 0, 2 y 3. A partir
del séptimo dia, la positividad descendio por debajo del 75,0% con 30 sueros
positivos de 58. Se detect6 el genoma viral por mas de 30 dias en 3 de 4

muestras colectadas.




Las muestras de orina presentaron una positividad inferior al 70,0% en los
primeros seis dias con 20 positivas de 41 orinas colectadas; sin embargo, en el
dia 7 de la FIS, la tasa se elevo al 80,0% con 4 positivas de 5, y al 78,0%
después del dia 11 con 14 positivas de 18 muestras y, al igual que en las
muestras de suero, se detecta el ARN del VORO por mas de 30 dias con una
positiva de una muestra de orina colectada.

En la saliva, la deteccion viral oscil6 entre el 50,0% y el 80,0% durante los
primeros cinco dias con 18 muestras de salivas positivas de 28 colectadas,
disminuyendo progresivamente a partir del dia 6 con 4 positivas de 20, solo se
detect6 el ARN hasta aproximadamente el dia 16 al 20 de la FIS.

La figura 7 muestra el porcentaje de positividad a VORO en muestras de suero,
orina y saliva colectadas en los primeros seis dias de la FIS (etapa aguda),

entre 7 y 10 dias, 11 y 20 y por mas de 20 dias de la evolucion de la

enfermedad.
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Figura 7. Porcentaje de positividad a VORO en muestras de suero, orina y

saliva colectadas en diferentes rangos de dias de evolucién de la enfermedad.

Entre los 0 y 6 dias de evolucion se evidencia una mayor positividad en la
muestra de suero (91,0%) en comparacion con la orina (48,8%) y la saliva

(64,3%). Entre los dias 7 y 10, la positividad en el suero disminuye a un 47,1%,




en la orina a un 45,5% y en la saliva a un 25,0%. Entre los dias 11 y 20 de la
FIS, el suero se mantiene constante con un 58,8% y la saliva disminuye a un
20,0%, mientras que en la orina la positividad aumenta a un 73,3%. A partir de
los 21 dias de evolucion, el suero continia estable con un 45,5%, la orina
aumenta la positividad a un 100% y en la saliva no se detecta genoma del
VORO.

En la figura 8 se presenta el ciclo umbral en muestras de suero, orina y saliva
positivas a VORO colectadas en los primeros seis dias de la FIS, entre 7 y 10

dias, 11y 20 y por mas de 20 dias de la evolucion de la enfermedad.
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Figura 8. Ciclo umbral en muestras de suero, orina y saliva positivas a VORO

colectadas en diferentes rangos de dias de evolucion de la enfermedad.

El genoma del VORO fue detectado en el suero y la orina hasta los 42 dias de
evolucion y en saliva hasta 18 dias. Entre los 0 y 6 dias de la FIS se agrupo el
77,1% de las muestras de suero positivas a VORO con un Ct promedio de
30,2; el 51,3% de las orinas positivas (Ct promedio 36,8) y el 81,8% de las
muestras de salivas (Ct promedio 36,3).

Entre los dias siete y 10 se agrupo el 5,6% de los sueros con un Ct promedio
de 33,7; el 12,8% de las orinas (Ct promedio 36,6) y el 9,1% de las salivas (Ct
promedio 35,5).




Entre los 11 y 20 dias se agrup6 el 13,8 de los sueros con un Ct promedio de
32,8; el 28,2% de las orinas (Ct promedio 36,5) y el 9,1% de las salivas (Ct
promedio 37,6).

A partir del dia 21 se agrup6 el 3,5% de los sueros positivos con un Ct
promedio de 35,7; el 7,7% de las orinas (Ct promedio 37,1) y el 0% de las
salivas.

Diversos estudios coinciden que las muestras de suero y plasma colectadas
durante los primeros siete dias de la enfermedad son las muestras idoneas
para el diagnéstico molecular del VORO (81, 115). EI CDC también
recomienda colectar el suero durante este periodo (77). En un estudio
desarrollado por Gourjault en 2024, se identific6 el ARN del VORO mediante
gRT-PCR en muestras de sangre total y orina a los 25 dias de evolucién y, en
sangre total, orina y suero al dia 31 de la FIS (111). Castilletti en 2025 detecta
el genoma del VORO en suero a los 10 dias de la FIS y en orina y sangre total
a los 10, 16 y 32 dias (78). Los resultados de esta investigacion coinciden con
los obtenidos en los estudios antes mencionados y sugieren una larga
detectabilidad del ARN del VORO en muestras de suero y orina colectadas
mas alla de los siete dias de la FIS.

Otras investigaciones sugieren que la sangre total es la muestra ideal para la
deteccién y el seguimiento de las infecciones por el VORO, incluso mejor que
el suero y plasma (105, 116). Esto sugiere que el VORO podria residir en las
células sanguineas, lo que pone de manifiesto la necesidad de continuar
investigando el papel que desempefian estas células en la replicacion,
persistencia viral y patogenia de la enfermedad (117). Una limitacion de
nuestra investigacion es que no se emple6é la sangre total como muestra,
elemento a tener en cuenta en proximos estudios.

Dos Santos y cols., en 2020 y Arévalo y cols., en 2025 expresan que el
diagnéstico empleando muestras de saliva y orina podria ser una opcion eficaz,
beneficioso en nifios, embarazadas y pacientes con sindrome neuroldgico
infeccioso, debido a que son muestras no invasivas y faciles de colectar (76,
118). Diversos informes demuestran que el ARN de diferentes arbovirus como
VDEN, (119) VZIK (120, 121) y virus del Nilo Occidental (VNO) (122) de la
familia Flaviviridae, asi como el VCHIK (123) de la familia Togaviridae pueden

detectarse en orina y saliva. Algunos estudios describen que la orina podria




soportar cargas virales mas altas que la sangre, y durante un periodo mas
prolongado y, a su vez, que la deteccion del genoma de arbovirus en este fluido
podria estar asociada con una carga viral persistente después de la fase aguda
de la enfermedad (119, 124).

Estudios desarrollados con VCHIK y VDEN muestran una tasa de deteccion
significativamente menor cuando la orina se colecté durante los primeros dias
de la FIS, en comparacion con las orinas colectadas durante la segunda
semana de la enfermedad, lo que sugiere que este fluido podria emplearse en
la deteccion de diferentes arbovirus, incluyendo a VORO, después de la fase
aguda (119, 123). En un estudio realizado con el VZIK en Cuba en el afio 2022
se evidencio que el empleo de muestras de orina es crucial para la deteccion
de arbovirus en la fase convaleciente y que junto a la muestra de suero brindan
una ventana mas amplia de deteccion viral (125). Los resultados obtenidos en
esta investigacion coinciden con los reportados en los estudios anteriores. Sin
embargo, nuestra investigacion no coincide con los resultados reportados por
Nascimento en 2020 donde describe una mayor carga viral para VORO en la
orina, con respecto al plasma y saliva en muestras colectadas de un paciente
en los primeros cinco dias de la enfermedad (126).

En 2021, en un estudio desarrollado por Nunes y cols en Brasil, se detectd
ARN del VORO en ocho de 42 muestras de saliva (19,0%) colectadas en
menos de 3 dias de la FIS (100), nuestra investigacion coincide con los
resultados obtenidos en este estudio, mientras que Vita y cols., en 2025,
reportan la deteccion del ARN del VORO en una muestra de saliva a los 10
dias de la FIS (Ct 34) (127). Musso y cols. plantean que la saliva puede servir
como una muestra alternativa en la deteccion de VCHIK durante la fase aguda
de la enfermedad, con una positividad que varia del 58,3 al 77%, (102)
mientras que nuestra investigacion revela una positividad para VORO en este
fluido del 50 al 80%.

IV.IV. Dinamica de deteccion del VORO en muestras seriadas de suero
colectadas en un mismo paciente con infeccion confirmada

De los 149 pacientes con infeccion confirmada a VORO, se colecto una primera
muestra de suero en todos los casos; una segunda muestra en 27, y una

tercera en 5 de ellos, recogidas en dias sucesivos de la evolucion clinica.




En la figura 9 se presenta la variacion del ciclo umbral segun los dias de
evolucién en cinco pacientes con infeccion confirmada a VORO de los cuales

se colectaron tres muestras seriadas de suero.
Suero

Paciente 1
@ Paciente 2
@ Paciente 3
@ Paciente 4
@ Paciente 5

Ciclo umbral

T T T T 1
1 2 3 45 6 7 8 9 111516 30 36
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Figura 9. Variacion del ciclo umbral segun los dias de evolucion en cinco
pacientes con infeccion confirmada a VORO de los cuales se colectaron tres

muestras seriadas de suero.

La figura 9 resume la cinética de deteccion del VORO en cinco pacientes con
infeccion confirmada, a quienes se les colectaron muestras seriadas de suero
en dias sucesivos de la evolucion de la enfermedad. En los pacientes 1 al 3 se
observé un incremento progresivo del valor de Ct en la segunda y tercera
muestra colectada, en paralelo con el incremento de los dias de evolucién de la
enfermedad. En el paciente 4 se mostré un incremento del valor del Ct en la
segunda muestra y en la tercera no se detectd el genoma del virus. En el
paciente 5, en la segunda muestra, coincidiendo con la recaida clinica de la
enfermedad, se evidencio un valor de Ct menor que en la muestra colectada en
la infeccion inicial (22,7 vs 35,7), sugiriendo una reactivacion viral, y en la
tercera muestra no se detectd amplificacién del genoma del virus. En los 26
pacientes con 2 muestras de suero colectadas cinéticamente, la deteccion viral

fue similar a la descrita en los pacientes 1 al 4 que se presenta en la figura 9.




Diversos autores han descrito que aproximadamente el 60% de los pacientes
con infeccion por VORO experimentan recaidas clinicas (128). No obstante,
hasta la fecha no se ha caracterizado la cinética virolégica de estos episodios
recurrentes y no existen evidencias que establezcan si, durante las recaidas, la
viremia alcanza concentraciones superiores a las observadas en la infeccidon
inicial. En la bibliografia consultada no encontramos estudios que abarquen

este tema.

IV.V. Discusion general

La FO es una arbovirosis endémica de la cuenca amazolnica que afecto
principalmente a poblaciones rurales y semiurbanas de Brasil hasta los afos
80. En las ultimas décadas, el VORO ha extendido su area de circulacion,
expandiéndose aceleradamente hacia zonas previamente no endémicas. La
convergencia de factores como el cambio climéatico, la amplia movilidad
humana y la elevada densidad de vectores del género Culicoides, propicié la
aparicion de brotes epidémicos de gran magnitud en Colombia, Peru y
Ecuador. La emergencia del VORO en 2024 quedd evidenciada por su
deteccion en regiones con baja o nula circulacion previa, como la Republica
Dominicana, donde se documentd la circulacion silenciosa, y Cuba, donde la
epidemia ocurrida ese mismo afio puso de manifiesto la notable capacidad
adaptativa del virus a diversos entornos epidemioldgicos.

En nuestro estudio, desarrollado entre julio y agosto de 2024, en pacientes
procedentes de las provincias La Habana y Artemisa, se confirmoé la infeccién
por VORO en el 52,7% de los casos clinicamente sospechosos de FO; el
10,9% resultd positivo a VDEN vy el 36,4% fue negativo a todos los arbovirus
analizados. En el afio 1977 se confirma etiol6gicamente la primera epidemia de
dengue en Cuba (129) y, desde esa fecha hasta la actualidad se mantiene
circulando en el pais. Durante el periodo de estudio, no se reportaba
circulacién de otros arbovirus como VZIK y VCHIK. Ademas, el 1,6% de todos
los casos confirmados a VORO presentaron coinfeccién con VDEN-3 y VDEN-
4, los cuales eran los serotipos de VDEN que circulaban en La Habana y
Artemisa durante el periodo estudiado.

La actual emergencia y reemergencia de arbovirus sigue siendo una amenaza

para la salud mundial. La co-circulacién de varios arbovirus en una misma area




geografica y en un mismo periodo de tiempo, aumenta la frecuencia de
coinfecciones en humanos y, a su vez, la posibilidad de desarrollar una
enfermedad mas grave. Ademas, la similitud en el cuadro clinico hace que el
diagnoéstico confirmatorio sea mas complejo, lo que obliga la introduccion de
nuevos algoritmos diagnoésticos y sistemas de PCR mudltiples que permitan la
deteccion de varios arbovirus a partir de una misma muestra clinica. Estas
coinfecciones siguen siendo poco conocidas y aun quedan preguntas
inconclusas sobre su efecto en la gravedad de la enfermedad, el virus
dominante en la progresion clinica y la presencia viral en los fluidos biolégicos,
lo cual hace necesario desarrollar estudios dirigidos a investigar las
implicaciones clinicas y patologicas de las mismas. Esto es particularmente
cierto en el caso del VORO, que esta significativamente menos estudiado en
comparacion con el VDEN (127, 130).

De los pacientes con infeccion confirmada a VORO solo se le pudo hacer
seguimiento clinico al 31,5% y, de estos el 25,5% presento recaidas clinicas de
la enfermedad. Cuando comparamos los sintomas de los pacientes con
seguimiento clinico que presentaron 0 no recaidas, no se observaron
diferencias significativas entre los mismos, evidenciando una mayor incidencia
de fiebre, cefalea, malestar general, astenia, mialgias, anorexia y artralgias,
mientras que la frecuencia de sintomas fue mayor en los pacientes con
recaidas, sugiriendo que las recurrencias ocasionadas por VORO pueden ser
intensas y sintomaticamente complejas.

En el estudio se observd una mayor prevalencia del sexo femenino. En los
pacientes sin recaidas se evidencidé una mayor incidencia entre los 46 y 60
afios con una mediana de 53 afios, mientras que las recaidas se manifestaron
mayormente entre los 18 y 35 afos, con una mediana de 29 afios. La
bibliografia consultada plantea que los individuos en edad laboral tienen una
mayor exposicion al vector, debido a la movilidad de estos fuera de los
hogares, donde habita comunmente el vector de la enfermedad (107) v,
mientras que algunos estudios reportan una frecuencia ligeramente mayor en
mujeres, (103) otros lo evidencian en hombres, (112) lo cual refleja la influencia
de diversos factores como la movilidad, factores sociologicos y sistema inmune

del paciente, sobre el patrén de género.




En la investigacion los pacientes presentaron comorbilidades, entre las mas
frecuentes destacaron la hipertension arterial, el asma bronquial y la diabetes
mellitus. Al comparar los porcentajes de comorbilidad de los pacientes
estudiados con los reportados en el anuario estadistico de salud de la
poblacién cubana (131), fue llamativo que la HTA resulté significativamente
mayor en ambos grupos, mientras que el AB, en los pacientes con recaidas
clinica, duplico el porcentaje reportado en el anuario estadistico. Teniendo en
cuenta estos hallazgos y que las recaidas se presentaron mayormente en
pacientes jovenes con una diferencia de edad de casi la mitad con respecto a
las no recaidas, en la presente investigacion no podemos explicar la relacion
que pudieran tener estos hallazgos en la infeccion por VORO por lo que se
requiere de otros estudios encaminados a este tema. Cabe destacar que a los
pacientes estudiados también se les realizaron otras pruebas como examenes
complementarios de laboratorio clinico cuyos resultados no se incluyen en esta
investigacion porque forman parte de otros estudios clinicos.

En el diagnostico molecular del VORO, la OPS recomienda la deteccion del
genoma viral en muestras de suero y plasma colectados en los siete dias
posteriores a la FIS, etapa en la cual, la viremia alcanza elevados niveles (= 10°
copias/mL) (77). En nuestro estudio, el suero resultoé ser la muestra idonea para
la deteccidn del genoma del VORO en todas las etapas de la enfermedad, con
una positividad del 91,0% dentro de los primeros seis dias de la FIS. Ademas,
el valor de Ct promedio en los diferentes rangos de dias de evolucion fue
consistentemente menor en suero que en otros fluidos, lo cual refleja una
mayor concentracion viral y durante un tiempo mas prolongado.

La saliva mostr6é una positividad del 64,3% durante la fase aguda, mientras que
la orina oscil6 entre el 73,3 y 100% en la convalecencia. Aunque el suero es la
muestra de eleccion, la saliva y la orina resultan utiles y se pueden emplear
como muestras alternativas y complementarias al suero en el diagnostico del
VORO, principalmente en nifios, embarazadas, adultos mayores que padecen
de fragilidad capilar y pacientes con sindrome neuroldgico infeccioso. El
conocimiento sobre la diseminacién del VORO en diferentes fluidos biolégicos,
no solo permite esclarecer aspectos claves de la patogénesis de la
enfermedad, sino también que permite optimizar estrategias diagndsticas con

implicaciones en la vigilancia.




La deteccion del VORO en la orina durante la fase de convalecencia puede
estar asociada con una carga viral persistente después de la fase aguda de la
enfermedad. La deteccion del virus en saliva durante la fase aguda puede
deberse a la estabilidad del virion ya que, aunque la saliva contiene RNasas, la
actividad enzimatica se reduce 5-10 veces durante la fiebre por deshidratacion
y disminucién del flujo glandular (132). A pesar de que el genoma del VORO es
detectable en saliva, no sabemos las implicaciones que tiene desde el punto de
vista patogénico o si es posible la transmisién del mismo a través de este
fluido, por lo que se requieren estudios para determinar la presencia de viriones
infectivos e investigar el riesgo real de transmision por esta via. En la
bibliografia consultada no encontramos estudios que indique la transmision del
VORO de persona a persona a traves de la saliva.

En nuestra investigacidbn, en una subpoblacion de cinco pacientes con
muestras seriadas de suero colectadas cinéticamente; el 92% (n=4) mostro una
tendencia al incremento progresivo del valor de Ct o no deteccion del genoma
del virus a medida que se incrementan los dias de evolucién de la enfermedad,
mientras que el 8% (n=1) presentd un valor de Ct menor en la segunda
muestra con respecto a la muestra colectada en la infeccién inicial, lo cual
sugiere una reactivacion viral. Dicho paciente experimentd una recaida clinica
de la enfermedad. En el resto de los pacientes del estudio que presentaron
recaidas clinicas, no fue posible colectar una segunda muestra lo cual no nos
permitid analizar la viremia en estos episodios, por o que se necesitan mas
estudios para esclarecer el comportamiento del VORO en los pacientes con
recaidas clinicas.

El conocimiento de la cinética de detecciéon del VORO en los diferentes tipos de
muestras clinicas juega un papel fundamental en la vigilancia de Arbovirus
realizada por los Sistemas Nacionales de Salud ya que determina el momento
Optimo para la colecciéon de las mismas brindando una mayor probabilidad
diagnéstica y una ventana de deteccidn mas amplia en la identificacién de
casos sospechosos en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad. Esta
informacion es indispensable para la definicion de algoritmos diagnésticos vy el
disefio de estrategias ante la circulacion de patdogenos emergentes. Ampliar la
cinética de deteccién viral permite una vigilancia integrada mas efectiva, asi

como, el diagndstico tardio de la infeccion.
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CONCLUSIONES

v' Se confirma la infeccion por VORO en los pacientes estudiados y
consecuentemente la transmision viral en las provincias La Habana y

Artemisa.

v' El predominio del sexo femenino y el grupo etario de 46 a 60 afos se
corresponde con el total de casos confirmados en el pais durante el

periodo de estudio.

v' La fiebre, la cefalea, el malestar general, la astenia, la mialgia, la
artralgia y la anorexia fueron las caracteristicas clinicas mas frecuentes
en los pacientes estudiados, similar a lo reportado en paises endémicos
de FO.

v' El suero resultdé ser la muestra clinica idénea para la deteccion del
VORO en todas las etapas de la enfermedad, mientras que la saliva y la
orina se pueden emplear como muestras alternativas que elevan la

probabilidad diagnéstica y brindan una ventana mayor de deteccion viral.
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VI.

RECOMENDACIONES

v

Recomendar en las pautas del diagnéstico molecular del VORO emplear
muestras de suero, orina y saliva con el objetivo de lograr una mayor
probabilidad diagnostica y una mejor ventana de tiempo para la

deteccidn viral.

Realizar estudios de infectividad viral para identificar la presencia de
particulas infecciosas y determinar, con base cientifica, el riesgo real de
transmision a través de los fluidos biolégicos analizados y su implicacion

en la patogenia de la enfermedad.

Realizar estudios clinicos, viroldgicos e inmunolégicos con un mayor
namero de pacientes con recaidas clinicas para profundizar en las
causas de las mismas, e incluir, adicionalmente la colecta de muestras

de sangre total para el diagndstico confirmatorio de la enfermedad.
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VIII.

ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento informado

Titulo del estudio: “Caracterizacion clinica epidemioldgica y de laboratorio en pacientes
adultos con diagndstico de Fiebre Oropouche en el Hospital del IPK, 2024.”

Responsables del Estudio: Dra. Isbbel Planells Ortiz; Dr. Arturo Hechavarria Martinez; Dr.
Daniel Gonzdlez Rubio; Dr. Osvaldo Castro Peraza; MsC. Alina Martinez Rodriguez; Dra. Leidys
Garcia Vichot; Dr. Daniel Zalazar; MsC. Daymé Hernandez Requejo.

Institucidn: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), La Habana.

El IPK desarrollara un estudio en La Habana para Caracterizar clinica y humoralmente los casos
de Fiebre Oropouche diagnosticados entre julio a octubre de 2024 en el Hospital del IPK.

En este documento le explicamos en qué consiste el estudio, donde lo invitamos a participar y
consta de dos partes:

Parte I: Hoja informativa (para compartir informacién del estudio con Ud.)
Parte Il: Firma del consentimiento (para su firma, si decide participar en el estudio)

Le serd entregada una copia de ambos documentos.

Parte I: Hoja Informativa

Introduccion: Lo invitamos a participar en un estudio de investigacién llamada “Caracterizacion
clinica epidemiolégica y de laboratorio en pacientes adultos con diagndstico de Fiebre
Oropouche en el Hospital del IPK, 2024.” Antes de decidirse a ser parte de este estudio, es
importante que usted entienda la informaciéon de este documento, porque explica sus
derechos y nuestras responsabilidades para con usted. A continuacién, le explicamos el
estudio y a la vez le invitamos a formar parte de esta investigacion. Este documento pudiera
tener palabras que quizas no entienda, por favor siéntase libre de poder hacer cualquier
pregunta relacionada con el estudio, antes de decidir su participacidn. Si surgiera alguna
pregunta posteriormente, Ud. puede realizarla al responsable del estudio Dra. Isbbel Planells
Ortiz; Dr. Arturo Hechavarria Martinez; Dr. Daniel Gonzalez Rubio; Dr. Osvaldo Castro Peraza;
Dra. Leydis Garcia Vichot o a cualquier miembro del equipo.

Objetivos y descripcion de la investigacion: Se realizard un estudio transversal sobre las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes atendidos con diagndstico de fiebre
Oropouche en el hospital IPK en el mes de julio de 2024. Se recogeran los datos clinicos en una
planilla de recoleccién de datos que luego seradn insertados en los programas de
procesamiento estadistico. Se tomard muestra para un hemograma inicial y para PCR-TR de
virus Oropouche. En las siguientes consultas se les repetird el hemograma y se le realizara
guimica sanguinea para determinar valores de glicemia, creatinina, AST, ALT y GGT en la
primera semana, a los 15, 21 y 30 dias. También se haran estudios inmunoldgicos para evaluar




respuesta inflamatoria sistémica que incluyen: C3, C4, B2 microglobulina y Proteina C reactiva,
asi como determinacidn de inmunocomplejos circulantes y anticuerpos antinucleares. Ademas,
se realizaran determinaciones de PCR-TR en orina y en saliva, y en los casos en que sea por
indicacidn médica en LCR.

Seleccion de los participantes: Usted ha sido seleccionado como participante potencial del
estudio, pues ha ingresado con sospecha de dengue en el IPK.

Participacion voluntaria: Su participacidén en esta investigacion es enteramente voluntaria. Es
su decision participar o no en el estudio.

Procedimientos: Usted recibird la atencidon que estd protocolizada para los casos con sospecha
de fiebre Oropouche (andlisis de sangre para ver la evolucidén de pardmetros hematoldgicos y
hemoquimicos; estudios imaginoldgicos y otros). Se recogeran los datos clinicos previstos en la
Historia Clinica individual. Si aceptara participar en el estudio, se le tomard una muestra de
sangre en las primeras 24 horas de su atencién hospitalaria que permitira realizar estudios
hematoldgicos, hemoquimicos y de PCR para confirmar el diagnéstico. Luego se le darad un
seguimiento semanal donde tendra una consulta y una bateria de los andlisis previamente
dichos semanal. El seguimiento se hard durante 30 dias para vigilar la evolucién y las posibles
complicaciones de la enfermedad.

Riesgos e incomodidades: Este estudio supone para los participantes un riesgo minimo
relacionado con la extraccién de sangre. Se ha minimizado el nimero de extracciones y
siempre se tratara de utilizar las muestras sobrantes de suero y sangre con anticoagulante de
los estudios de laboratorio clinico que se les realicen como parte de su manejo médico. Las
extracciones de sangre serdn realizadas por un personal sanitario entrenado en estos
procederes, de manera que el riesgo sea minimo. El estudio no interferira con la atencién que
Ud. recibe y el seguimiento por los profesionales de salud de su area.

Beneficios: Usted no recibira incentivos para participar. Cada participante conocera su estado
clinico y de laboratorio.

Con este proyecto usted estd accediendo a conocer con mayor exactitud las caracteristicas
seroldgicas y viroldgicas de la enfermedad, asi como tendra un estrecho seguimiento durante
su evolucién. Los resultados de este proyecto podrian también influir en el manejo del Dengue
en Cuba y a desarrollar estrategias que permitan un mejor control de la enfermedad.

Confidencialidad: Los datos personales del paciente, asi como, los datos clinicos generales y
los de interés para la investigacion, nimero de historia clinica y resultados de laboratorio,
seran recogidos en una hoja de registro de observaciones para cada uno. El médico de
asistencia tendra en su poder las planillas. Posteriormente la informacion serd introducida en
una base de datos, a la que solo tendra acceso el autor principal del trabajo, el responsable por
la parte clinica y el estadistico, estara protegida por una clave y con compromiso de que los
datos obtenidos de estos pacientes solo seran utilizados para este estudio. El médico también
tendrd en su poder las cartas de consentimiento informado, las cuales deberdn contener la
firma de los pacientes una vez que las dudas acerca del estudio hayan sido esclarecidas y este
de acuerdo en colaborar con el estudio.




Derechos de rechazar o abandonar el estudio: La participacién en este estudio es voluntaria y
Ud. no estd obligado a participar. Si Ud. prefiere no participar esto no influird en la atencién
médica y tratamiento que recibe. Ademds, Ud. puede retirarse del estudio en cualquier
momento. Si tiene alguna duda sobre el estudio, por favor puede realizar todas las preguntas
gue desee.

Si Ud. tiene alguna otra pregunta, puede realizarla ahora o en cualquier otro momento. En ese
caso pudiera contactar al responsable de este estudio.

Parte Il: Firma del consentimiento.

Parte para el participante: Yo declaro que he sido informado sobre el estudio “Caracterizacion
clinica epidemioldégica y de laboratorio en pacientes adultos con diagndstico de Fiebre
Oropouche en el Hospital del IPK, 2024.” y que he recibido una copia del Consentimiento
Informado. La informacién brindada ha sido explicada y leida para mi y comprendo los
objetivos y procedimientos del estudio, donde los datos colectados serdn utilizados solamente
para los propdsitos de esta investigacion. He tenido la oportunidad de hacer cualquier
pregunta sobre la investigacién y de esclarecer adecuadamente cualquier duda surgida.

Yo consiento voluntariamente a participar en este estudio y comprendo que tengo el derecho
de abandonar el estudio cuando lo estime conveniente, sin que cause algln perjuicio para mi.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en: Fecha: dia mes
afo 2024
Nombre y apellidos del participante: Firma:

Parte para el investigador: He leido debidamente el formulario de consentimiento para el
probable participante, y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo
que el individuo ha dado su consentimiento libremente.

Fecha: dia mes afo 2024 Firma:

Nombre y apellidos del Investigador:

Toda pregunta sobre el estudio puede dirigirse a los responsables clinicos del estudio: Dra. Isbbel
Planells Ortiz, Dr. Arturo Hechavarria Martinez

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK). Autopista Novia del Mediodia Km 6%, La Lisa, La
Habana 11300, Cuba

Tel: 7-255-3322

Parte para el participante: Yo declaro que he sido informado sobre el estudio “Caracterizacion clinica
epidemioldgica y de laboratorio en pacientes adultos con diagndstico de Fiebre Oropouche en
el Hospital del IPK, 2024.” y que he recibido una copia del Consentimiento Informado. La informacién




brindada ha sido explicada y leida para mi y comprendo los objetivos y procedimientos del estudio, donde
los datos colectados seran utilizados solamente para los propositos de esta investigacion. He tenido la
oportunidad de hacer cualquier pregunta sobre la investigacion y de esclarecer adecuadamente cualquier
duda surgida.
Yo consiento voluntariamente participar en este estudio y comprendo que tengo el derecho de abandonar
el estudio cuando lo estime conveniente, sin que cause algun perjuicio para mi.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en: Fecha: dia mes
afio 2022
Nombre y apellidos del participante: Firma:

Parte para el investigador: He leido debidamente el formulario de consentimiento para el probable
participante, y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado
su consentimiento libremente.

Fecha: dia mes afno 2024

Firma;

Nombre y apellidos del Investigador:




Anexo 2: Planilla de coleccion de datos de pacientes con sospecha clinica

de FO.

Modelo de recoleccién de datos sobre muestras para diagnostico microbiolégico o envio de cepas para

¢l trabajo de referencia nacional en el IPK,
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Anexo 3: Planilla de coleccién de sintomas de pacientes con sospecha

clinica de FO.

Nombre:

Edad

Color de la piel

Prov visitada ult 30 dias:

FIS:

Municipio:

Sexo

HC:
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F. ingreso:

Dias
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