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Resumen:

El dengue es una enfermedad viral aguda, de importancia mundial, producida por un complejo de igual
nombre compuesto por cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) que son transmitidos al
hombre por Aedes aegypti. Se ha comprobado que, en condiciones naturales, las hembras infectadas de Ae.
aegypti pueden transmitir los virus a su descendencia, lo que podria suponer un mayor riesgo epidemiol6gi-
co; sin embargo este fendmeno no se ha estudiado en Cuba. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la ocurrencia de transmision vertical de los virus del dengue en poblaciones naturales de Ae. ae-
gypti y su comportamiento espacio-temporal en el municipio capitalino Arroyo Naranjo. Se realizaron colec-
tas mensuales de larvas y pupas de Ae. aegypti durante septiembre 2013 a julio 2014 en las areas de salud
del municipio, que se analizaron por técnicas moleculares, para determinar la presencia de los virus del den-
gue. Asi, de 111 grupos de larvas y pupas procesadas (4102 ejemplares), 37 resultaron positivos al menos a
un serotipo de dengue, de manera que se demuestra, por primera vez, la ocurrencia de transmision vertical
de estos virus en poblaciones cubanas de Ae. aegypti. Excepto en enero, en todos los meses se detectaron
estadios inmaduros infectados, lo cual sugiere una circulacidn sostenida de los virus en las poblaciones del
vector. Los cuatro serotipos se encontraron en el territorio estudiado, lo que avala la utilidad del monitoreo
de la transmision vertical en la vigilancia virologica. La ocurrencia de la transmision vertical de los virus del
dengue en poblaciones cubanas de Ae. aegypti supone un incremento en las acciones de control de los esta-
dios inmaduros de este vector y propone la vigilancia de los DENVSs en la poblacion pre-adulta de Ae. ae-
gypti como una herramienta para la vigilancia viroldgica en Cuba.
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I. INTRODUCCION

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos de mayor importancia en humanos, con
un aproximado de 390 millones de infecciones anuales. Se estima que el 75% de estas infecciones, son
clinicamente inaparentes o levemente sintomaticas (1). El agente etioldgico de esta enfermedad es un
complejo viral compuesto por cuatro serotipos antigénicamente diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 y DENV-4), pertenecientes al género Flavivirus (Familia: Flaviviridae). Estos virus son transmitidos
al hombre en el mundo principalmente por Aedes (Stegomia) aegypti (Diptera: Culicidae) (2).

En Cuba han ocurrido varias epidemias y brotes de distintos serotipos de dengue, con fatales
consecuencias para la poblacion humana (3). A pesar de los esfuerzos para controlar la transmision de
este arbovirus, recientemente se ha informado la co-circulacidn de varios DENVs (4).

La transmision horizontal de dengue entre humanos y mosquitos es determinante en la epidemiologia
de esta enfermedad (5). Sin embargo, se ha demostrado que Ae. aegypti es capaz de transmitir los virus
del dengue a su descendencia después de haberse infectado (transmision vertical) (6, 7). La transmision
vertical se ha sugerido como un importante mecanismo de mantenimiento de los virus en las poblacio-
nes del vector durante periodos adversos para su transmision horizontal, lo que podria tener implicacio-
nes importantes en la epidemiologia de la enfermedad (8).

Por otra parte, varios autores han verificado la factibilidad de la deteccion y serotipificacion de los
DENVs en mosquitos del género Aedes en la vigilancia molecular de estos virus, y la han propuesto
como un sistema de alerta temprana para brotes de dengue (9, 10).

El control de la transmisidn de dengue esta basado en estrategias integradas de disminucion de las po-
blaciones del vector. De esta manera, cada vez se hacen mas necesarias las investigaciones en el contex-
to nacional encaminadas a profundizar en el conocimiento de las vias de transmision del dengue y mejo-
rar los sistemas de vigilancia que faciliten el monitoreo de la situacion epidemioldgica. Ante este
panorama, el objetivo del presente trabajo fue: determinar la ocurrencia de la transmision vertical de los
virus del dengue en poblaciones naturales de Aedes aegypti y su comportamiento espacio-temporal en el
municipio Arroyo Naranjo durante 2013-2014.

Il. METODO

A. Descripcion del area de estudio

El estudio fue realizado en el municipio Arroyo Naranjo, ubicado al centro sur de la provincia La
Habana. La poblacion es atendida en siete areas de salud (Tablal).

B. Obtencion y procesamiento de muestras entomoldgicas

Las larvas y pupas se colectaron mensualmente por los operarios del Programa de Control de Aedes
aegypti y Aedes albopictus del Ministerio de Salud Publica en todas las areas de salud del municipio
Arroyo Naranjo, como parte de sus actividades de rutina. Los especimenes que se clasificaron como Ae.
aegypti (12), se conservaron en etanol 70% Yy se almacenaron a 4°C antes de ser procesados. Los datos
que acompafiaban cada muestra (fecha de colecta, lugar, manzana y area de salud) se almacenaron en la
base de datos del laboratorio.
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Con las muestras entomoldgicas recibidas se formaron grupos mixtos (larvas y pupas), de entre 30-55
individuos, colectados en el mismo mes y area de salud segun muestra la tabla 1. Se formaron grupos
con menos de 30 especimenes cuando en un mes y area de salud la cantidad de mosquitos no alcanzé
una cifra mayor que 30.

Tabla 1. Cantidad de ejemplares recibidos (N) y grupos formados (G) por area de salud y meses de estudio.

ron ald 2013 2014
reasal Sept  Oct Nov  Dic | Ene Feb Mar Abr  May Jun Jul Total
N 270 135 1ls 134 68 a8 33 37 210 104 37| 1194
Mantilla 5 3 3 3| 2 1 1 1 7 3 1 34
, N o0 107 88 73| 24 84 76 115 121 63 25| 776
Parraga o 2 2 2 | 1 2 2 3 3 2 1. 20
erimay N0 187 132 89| 89 68 3l 99 a4 19 0 758
G o0 4 3 2 | 2 2 1 3 1 1 0o 19
. N 0 131 185 81| 23 97 66 72 0 32 0| 687
LosPinos o 3 4 2 | 1 2 2 2 0 1 0o 17
cori N0 144 8 w2 22 0 30 31 0 53 | 416
G 0 3 2 101 1 0 1 1 0 1 11
et N0 0 86 11| 0 0 0 0 25 19 39 180
G 0 0 2 1] o0 0 0 0 1 1 1. 6
Managua N 0 21 7 0l 0 0 18 0 0 19 0 o1
G 0 1 1 0l o 0 1 0 0 1 0o a4
o N 270 731 719 420 225 319 224 353 431 256 154 4102
G 9 16 17 11| 7 8 7 10 13 9 4 1

Los 111 grupos de larvas y pupas se lavaron y maceraron con morteros estériles en 200 uL de medio
esencial minimo (Gibco, Alemania) suplementado con suero fetal bovino 2% y Pen Strep 0,2% (100
U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina) (Gibco, Alemania). EI homogenado se centrifugd a
13000xg, por 15 min, a 4°C y el sobrenadante se conservé a -80°C.

C. Extraccion del ARN viral, deteccion y serotipificacion de los virus del dengue

La extraccion del ARN de los DENVs de cada grupo se efectud en un extractor automatico Qiacube
(Qiagen, Alemania). Para ello se utilizé el estuche comercial QlAamp viral RNA (Qiagen, Alemania) y
140 pL del sobrenadante del homogenado de cada grupo y se procedié segln las indicaciones del fabri-
cante.

La deteccion y serotipificacion de los virus del dengue se realizo a través de una Reaccidn en cadena
de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) anidada, segun el protocolo descrito por Lanciotti et al.
(13). Como control negativo del ensayo se utilizé agua libre de nucleasas y como control positivo se
utilizo la cepa de DENV-3 116/2000 que contaba con cinco pases en la linea celular C6/36 HT.

Para evidenciar la presencia del producto obtenido en la PCR anidada, se realizd una electroforesis en
gel de agarosa a 2 %. La identificacién de los serotipos virales se realiz6 comparando las tallas de los
productos obtenidos con un patron preparado a partir productos de amplificacion de los cuatros serotipos
de dengue utilizando cepas virales.
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111.RESULTADOS

a. Deteccion y serotipificacion de los virus del dengue

De los 111 grupos examinados, 37 resultaron positivos al menos a un DENV (33,3%) y durante el per-
jodo de estudio se detectaron los cuatro serotipos. Esto confirma la ocurrencia de transmision vertical de
los DENVs en poblaciones cubanas de Ae. aegypti.

Estos resultados constituyen el primer estudio que demuestra la ocurrencia de transmision vertical de
los virus del dengue en poblaciones cubanas de Ae. aegypt. Aunque la relevancia epidemiolégica de la
transmisidn vertical todavia esta en discusion (5), es un hecho que vectores potencialmente infectantes
permanecen en la naturaleza por periodos de tiempo relativamente largos en forma de huevos. Una vez
que estos huevos eclosionan, a la par del desarrollo larvario ocurre la replicacién viral, de modo que
cuando una hembra infectada emerge, pudiera ser infecciosa y capaz de transmitir el virus (14) sin tener
que ponerse previamente en contacto con un humano infectado. De esta manera, el riesgo epidemioldgi-
co de transmision de dengue en el contexto cubano actual podria estar incrementado. Estos elementos
aumentan la importancia de la vigilancia entomolégica molecular de los DENVSs en el monitoreo de la
circulacion viral (15), como un posible sistema de alerta temprana de brotes de dengue (9, 10), asi como
para el apropiado y oportuno control de las poblaciones del vector de este arbovirus en el contexto cu-
bano.

b. Distribucion espacio-temporal de los virus del dengue

Se encontraron diferentes patrones de distribucién de los DENVs en las areas de salud del municipio
Arroyo Naranjo durante todo el periodo de estudio (figura 1). En todas las areas de salud se detectaron
estadios inmaduros de Ae. aegypti infectados con los DENVSs. El serotipo que se encontré en mayor
proporcion en todo el periodo de estudio fue DENV-1 (35,4%) y en orden decreciente: DENV-3
(33,3%), DENV-2 (25%) y DENV-4 (6,3%).
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Figura 1. Proporcion de los serotipos de dengue encontrados en esta-
dios inmaduros de Aedes aegypti colectados en cada area de salud y el
municipio Arroyo Naranjo entre septiembre 2013 y julio 2014. Los
valores que aparecen al interior de los gréaficos circulares se correspon-
P den con el nimero de grupos de estadios inmaduros de Ae. aegypti
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La distribucion espacio-temporal de los DENVs en Arroyo Naranjo se manifestd de forma
estratificada. Las areas en las que se detectaron los cuatro DENVs (Mantilla y Parraga) son las mas
pobladas del municipio. De hecho, en una investigacion realizada en el municipio La Lisa de La Habana
se comprob6 que en los consejos populares con mayor densidad poblacional se observaba mayor
positividad de los recipientes a Ae. aegypti (16). Estas caracteristicas favorecen la existencia de
poblaciones de este culicido que exhibe en estas areas altos valores de indice Casa (ICwanina=1,37;
ICparaga=1,09) (11). De esta manera se potencia el contacto vector-hombre y con ello el riesgo de
transmisidn de este flavivirus (2).

Ademas, en las areas de salud mas cercanas al centro de la provincia La Habana (Grimau, Los Pinos,
Parraga, Mantilla) existe mayor flujo y confluencia de personas. Dado el rango de vuelo de Ae. aegypti,
se ha propuesto que la movilidad humana, mas que la dispersion del vector, es el determinante principal
de la amplificacion y distribucién de los DENVs (17). Asi, los DENVs tienen incrementado su
potencialidad de dispersidn en estas areas, debido al flujo poblacional constante (17).

En la figura 2 se muestran las variaciones temporales de las proporciones de los DENVSs en los grupos
de Ae. aegypti de Arroyo Naranjo. Excepto en enero, en todos los meses se detectd al menos un serotipo
de dengue en larvas y pupas del municipio. El serotipo viral de mayor frecuencia de aparicion durante el
periodo de estudio en el municipio fue DENV-3 (0,73), seguido por DENV-1 (0,64), DENV-2 (0,27) y
DENV-4 (0,18). La deteccién de grupos de estadios inmaduros infectados en casi la totalidad de los
meses de estudio, sugiere una circulacién sostenida de los DENVs en las poblaciones pre-adulta del
vector en Arroyo Naranjo en este periodo.
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Figura 2. Variacién temporal de la proporcion de los virus
del dengue detectados en los grupos de estadios inmaduros
M de Aedes aegypti en Arroyo Naranjo durante septiembre
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Los serotipos encontrados en las muestras entomoldgicas deberian guardar relacién con los
identificados en la vigilancia viroldgica de muestras clinicas. La comparacion entre los DENVs
detectados en humanos (18) y en las poblaciones inmaduras de Ae. aegypti de Arroyo Naranjo se
muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Proporcion de los DENVs en muestras entomoldgicas de Arroyo Naranjo y clinicas (cualitativamente) durante
2013y 2014.

Serotipo Tipo de muestra 2013 2014

Entomoldgicas 27,6 47,4
DENV-1 )

Clinicas 0 0

Entomoldgicas 34,5 10,5
DENV-2 )

Clinicas (+) (+++)

Entomoldgicas 34,5 31,6
DENV-3 )

Clinicas (++) (++)

Entomoldgicas 3,4 10,5
DENV-4 ]

Clinicas (+++) (+)

Resulta contrastante el hecho de que DENV-1, de mayor prevalencia en el periodo de estudio en lar-
vas y pupas de Arroyo Naranjo, no aparecié en ninguna de las muestras clinicas procesadas por el Labo-
ratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del IPK en 2013-2014. Esto pudiera guardar relacion con
la preponderancia de los casos asintomaticos sobre los sintomaticos que de manera global se presenta en
el dengue (1). Por otro lado, se ha demostrado que las personas con infecciones naturales por DENV y
sin sintomas clinicos pueden contribuir a la dindmica de transmision a través de la eficiente infeccion de
mosquitos Ae. aegypti (19). También se debe tener en cuenta que las personas asintomaticas estan ex-
puestas a la picada de vectores de varios lugares que visiten ya que, por lo general, no interrumpen su
rutina diaria, lo que los convierte ademas en una fuente importante en la dispersion de estos virus (17,
19). Tampoco se debe descartar que las personas infectadas por dengue y que manifiestan sintomas
leves, comunmente no asisten a los centros asistenciales y portan la infeccidn sin aislamiento que evite
la transmisidn. Esta realidad, ademas de potenciar la dispersion arboviral, impide que los sistemas de
vigilancia puedan detectarlos vy tipificarlos. Los sistemas de vigilancia de los DENVs son de suma im-
portancia, ya que monitorean la circulacion de los serotipos de este arbovirus. Varios autores han pro-
puesto la deteccion y serotipificacion de los DENVs en mosquitos del género Aedes como un método
atil y factible de vigilancia molecular de dengue (9, 15). Estos elementos, sumados a los resultados de
esta investigacion, sugieren que la vigilancia de los DENVs en estadios inmaduros de Ae. aegypti en el
actual contexto epidemioldgico, puede complementar el monitoreo de la circulacién viral que se lleva a
cabo a través de la vigilancia viroldgica de muestras clinicas.

IV.CONCLUSIONES

1. La deteccidn de los virus del dengue en estadios inmaduros de Ae. aegypti del municipio Arroyo Na-
ranjo demostrd, por primera vez, la ocurrencia de su transmision vertical en Cuba, lo que refuerza la
importancia del control de las poblaciones pre-adultas del vector en la prevencion de posibles brotes
de dengue.

2. La frecuencia de aparicion de los virus del dengue y la presencia de los cuatro serotipos en estadios
inmaduros de Ae. aegypti de Arroyo Naranjo, sugieren una circulacién sostenida de los virus en las
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poblaciones del vector en este municipio y avala la utilidad del monitoreo de la transmision vertical
de los virus del dengue en Ae. aegypti como una herramienta para la vigilancia virolégica.
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