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RESUMEN

Los arbovirus constituyen una de las principales causas de emergencia en salud por la
morbilidad y mortalidad que producen y el estrés sanitario que conllevan. Cuba no ha estado
excenta de riesgo, y el enfrentamiento del dengue inicialmente y de otros arbovirus después,
ha sido, y es, una prioridad de las maximas autoridades del pais. La vigilancia de laboratorio
de dengue se estableci6 desde inicios de la década del 70 aunque sus objetivos y estrategias
han cambiado segtn la situacion epidemioldgica nacional y regional y la tecnologia de
diagnéstico disponible. Se destacan cuatro etapas en su desarrollo. En este trabajo se
resumen las estrategias desarrolladas para la vigilancia de laboratorio de dengue y de otros
arbovirus en el periodo de 1970 a 2017. Se describe ademas el papel desempeiiado por el
Instituto de Medicina Tropical, "Pedro Kouri” (IPK) como Laboratorio Nacional de
Referencia.
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ABSTRACT

Arboviruses are one of the leading causes of health emergencies due to their morbidity and
mortality and the sanitary stress they bring about. Cuba has not been free from risk, and the
response first to dengue fever and then to other arboviruses has been and still is a priority for
the country's top authorities. Laboratory surveillance of dengue fever was implemented in
the 1970s, though its aims and strategies have evolved in keeping with the national and
regional epidemiological situation, and the available diagnostic technology. Four stages
stand out in the development of dengue laboratory surveillance. The present paper
summarizes the strategies developed for laboratory surveillance of dengue fever and other
arboviruses in the period 1970-2017. A description is also provided of the role played by
Pedro Kouri Tropical Medicine Institute (IPK) as a national reference laboratory.
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INTRODUCCION

Los arbovirus transmitidos por mosquitos y principalmente por mosquitos del género Aedes
constituyen actualmente un reto a nivel mundial. La globalizaciéon, la urbanizacién no
planificada ni controlada, el crecimiento poblacional, la inadecuada higiene ambiental, el
incremento de las migraciones y viajes, el ineficiente control vectorial, la resistencia a los
insecticidas, el cambio climatico y diferentes factores sociales y economicos entre otros, han
condicionado el incremento, en extension y densidad del mosquito Aedes aegypti, y
consecuentemente la expansion de los virus transmitidos por este vector.()

La emergencia y re-emergencia del dengue, la fiebre del Nilo Occidental y recientemente la
emergencia de la fiebre chikungunya y la enfermedad por zika constituyen eventos
epidemioldgicos relevantes de los ultimos 60 afios.?)

La region de Las Américas es hoy la zona geografica con un mayor impacto de estas
entidades, por lo que los paises han fortalecido sus sistemas de salud para la prevencion y
control de las arbovirosis con el establecimiento de sistemas de vigilancia integrales
(vigilancia clinico-epidemioldgica y de laboratorio, vigilancia entomoldgica y ambiental).®)
Cuba no ha estado excenta de riesgo,”” y el enfrentamiento del dengue inicialmente y de
otros arbovirus después, ha sido y es una prioridad de las maximas autoridades del pais.

En este trabajo se resumen las estrategias desarrolladas en la vigilancia de laboratorio del
dengue y de otros arbovirus entre 1970 a 2017 asi como el papel desempefiado por el
Instituto de Medicina Tropical, "Pedro Kouri® (IPK) como Laboratorio Nacional de

Referencia (LNR-IPK).

SITUACION EPIDEMIOLOGICA DEL DENGUE
Y DE OTROSARBOVIRUSEN LA REGION
DE LASAMERICASY EN CUBA

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) lider6 una exitosa campafia de
eliminacion del mosquito Aedes aegypti en las Américas en los afios 50 del siglo pasado. No
obstante, paulatinamente, en las décadas del 60 y 70 algunos paises se reinfestaron lo que
condujo a: a) incremento en la frecuencia de brotes y epidemias de dengue, b) introducciéon y
circulacion de los cuatro serotipos de este agente (VDEN), ¢) circulacion simultanea de dos
0 mas serotipos en un mismo pais, y d) reporte de dengue hemorragico (DH). La tabla 1

muestra los principales hechos asociados a dengue y otros arbovirus en esta region.
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Tabla 1 - Principales hechos asociados a dengue y a otras arbovirosis en la region de las Américas*

Afio Hecho Observaciones
1933 Primer aislamiento de VDEN** en la region Alslamiento de VDEN-2 en Trnidad
Tobago
1963-1964 Epidemia de VDEN-2y 3
1968-1969 Epidenua de VDEN-2 v 3
1977 Introduccion en Jamaica del VDEN-1 y extension | Pandemia de VDEN-1 en la region. Cuba
posterior a2 Cuba, el Caribe, Sudamérica v Centroamérica reporta la epidemia de VDEN-1 que afectd a
todo el pais
1931 Primera epidemiz de dengue hemorrdgico (DH) en la | Reportada en Coba con 138 fallecidos, de
Tegion ellos 101 nifios
1931 Introduccion del VDEN-4 en el Caribe Deteccion en Dominica v extension
posterior a toda la regidn
1933 Introduccion del mosquite dedes albopicius en la regidn
v extension posterior
1230 Segunda epidemiz de DH Venezuela Reporte posterior en ofros paizes
1904 Bemtroduccion del VDEN-3 en la region Beconocimiento  casi 2l  unisono  en
Nicaragua, Panami y Costa Rica
1990-2010 Expansion del mosquito deder aegypri, co-cirenlacicon de
varios serotipos del VDEN, hiperendemicidad de dengue,
epidemias de DH
2003 Introduccion del vims del MNilo Occidental en la region Extension en Estados Umdos, Camadi v
otros paizes de la regidn
2013 Afio de mayor reporte de dengue en la region antes de la | 2 386 236 casos reportados en 2013 con
entrada de los VCHIK®* y VZIE** 37903 cazos severos v 1 312 fallecidos
2013 Introduccion del VCHIE en Saint Martin 2 finales de | Emfre 2014 v 2013, extensicn rdpida a ofros
2013 paises de la rezion
2015 Peconocimisnto del VZIK en Brasil Extenszion rapida a ofros paises de la regidn
en 2015y 2015
2016-2017 Beporte en diciembre de fiebre amarilla selvitica v

periselvitica en Brasil

*Desde la segunda mitad del siglo XX. **VDEN (virus dengue); VCHIK (virus chikungunya); VZIK (virus zika).

El dengue fue considerado el arbovirus de mayor importancia en las Américas hasta finales
de 2013. En diciembre de ese afo se reporta la introduccion del virus chikungunya (VCHIK)
en la isla francesa de San Martin extendiendose en pocos meses (reporte hasta el 29 de
diciembre de 2014) por toda la region con 1 071 896 casos sospechosos, 22 796
confirmados, 169 fallecidos y 32 paises con transmision.® Brasil reporté la introduccion del
virus zika (VZIK) en mayo de 2015, virus que se extendid en pocos meses a mas de 28
paises en 2016 y a 48 hacia inicios de 2017 con 581 557 casos sospechosos, 221 874 casos
confirmados y 3 689 casos confirmados de sindrome congénito asociado a la infeccion por
VZIK.® A finales de diciembre de 2016, Brasil reporta transmision de fiebre amarilla (FA)
selvatica y periselvatica en las zonas de Bahia, Espiritu Santo, Minas Gerais, Rio Grande do
Norte, Sao Paulo y Tocatins, con un total de 792 casos confirmados, 519 en investigacion y

274 fallecidos confirmados entre diciembre de 2016 a mayo de 2017.7
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El dengue, la fiebre chikungunya y la enfermedad por zika constituyen actualmente las
arbovirosis de mayor importancia en la region estando latente el peligro de urbanizacion de

la FA.

Cuba mostraba altos niveles de infestacion de Aedes aegypti y en 1977-78 reporta la primera
epidemia de dengue de la segunda mitad del siglo XX causada por el VDEN-1. Esta se
caracterizd como una epidemia de fiebre de dengue (FD), con mas de 400 000 casos
procedentes de todo el pais.® Estudios sero-epidemiolégicos mostraron que el 44,46 % de la
poblacion se infectd por este virus .

En 1981, Cuba reporta la primera epidemia de DH de la region, con mas de 300 000 casos,
10 000 graves y muy graves y 158 fallecidos, de ellos 101 nifios. La epidemia, causada por
el VDEN-2 afect6 a todas las provincias del pais.””) La transmision se detuvo después de una
intensa campafia de control del vector que dur6 4 meses, y se logré su eliminacién . El pais
estuvo libre de transmision desde 1982 a 1996. En 1997, el municipio Santiago de Cuba
reporta una epidemia de DH causada por el VDEN-2, con mas de 5 000 casos, de ellos 205
de DH y 12 fallecidos (todos adultos).!®? En aproximadamente 6 meses se detuvo la
transmision.

En 2001-2002 se reporta una nueva epidemia de DH, causada por el VDEN-3, que afectd
principalmente la Ciudad de La Habana.!!?) Esta epidemia que comenzé en junio de 2001,
fue precedida por un pequefio brote por VDEN-3 y 4 en cuatro areas de salud de los
municipios Boyeros, Playa y Lisa a finales del 2000.'¥

En 2005, se produjeron tres brotes pequefios de VDEN-3 y 4 en dos provincias del pais
(Ciudad de La Habana y Camaguey) los que fueron eliminados rapidamente y en 2006 se
produce una epidemia por VDEN 3 y 4 que afectd a 12 provincias, con circulacion en 5 de
ellas de ambos serotipos y con casos de DH (todos en adultos). La epidemia fue controlada a
principios de 2007. (4

En el periodo de 2007 a 2017, se han registrado pequefios brotes de dengue en diferentes
provincias que han sido controlados con circulacion de varios serotipos virales.

Con excepcion de un pequefio brote de fiebre chikungunya ocurrido en 2015 el cual fue

eliminado rapidamente, no se ha reconocido la transmision de este agente viral.
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En el afio 2016, precedido por el diagnostico de casos importados de enfermedad por zika,
se confirma la introduccion y transmision de este virus la cual se mantiene y se ha extendido
a varias provincias. Aunque se ha reportado circulacion de VDEN, se observa una
disminucion aparente de esta. La tabla 2 muestra un resumen de la historia reciente de los

arbovirus en Cuba.

Tabla 2 - Historia reciente del dengue y otras arbovirosis en Cuba*

Nimero

. L Niimero de Niimero de .
Aiiio Extension total de casos de DH* fatales Agente causal Genotipo
reportes
1977 Tedo el pais =500 000 0 0 VDEN-1 Genotipo americano-
afficano
1981 Todo el pais =300 000 =10 000 138 VDEN-2 Genotipo asidtico
(adultos ¥ (101 nifios)
nifies)
1907 Municipio Santiago de 3000 205 (adultos) 12 VDEN-2 Genotipo
Cuba (adultos) americano/aziatico
2000 Ciudad de La Habana 138 - 0 VDEN-3v 4 Genotipos IIT v 11,
respectivamente
2001-02 Ciudad de La Habana 12 889 &1 (adultos) 3 VDEM-3 Genotipo 1T
(adultos)
2001-02 Todo el pais 1614 3 (adultos) 0 VDEN-3 Genotipo IIT
(excluyendo La Cindad
de La Habana)
2003 Cindad de La Habana y Cifrzs no Genotipos IIT y I
Camaguey publicadas VDEN-3y 4 respectivamente
2006 Pais
2007-17 Brotes de dengue WVDENI-4 Genotipos similares
reportades v controlados
&1 Varias provincias
2013 Pequefia transmision - 0 VCHIK Linaje asidtico
autdetona de VCHIK
totalmente eliminada
2016-17 Introduccion de VZIK - 0 VZIK Limaje asidtico

M VAriag provincias

*DH (dengue hemorragico); VDEN (virus dengue); VCHIK (virus chikungunya); VZIK (virus zika.

DIAGNOSTICO DE LOSARBOVIRUS

El diagnostico de los arbovirus puede efectuarse por métodos directos (detectan y confirman

la infeccion viral) y métodos indirectos (brindan un diagnostico presuntivo) (tabla 3).
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Tabla 3 - Diagndstico virologico y serologico de las arbovirosis*

Dia de colecta de la muestra en Interpretacién
Meétodos directos relacidn al inicio de los sintomas Tipo de muestra de las pruebas
resultados positives
Ajgzlamiento viral inoculzcion de ratones lactantes o de 0-4 diaz Sangre, suero, orina, Infeccicn confirnada
cultivos de células de mosquito dedes albopicius LCE, LA, tejidos
(C6/36 HT), Aedes prudescutellaris (AP-61 ) y cultive
de células de mamifero Vero v LLCME2
Deteccidn de la proteina NS1 de VDEN (-4 dias Sangre, suero, plasma | Infeccion confimmada de
(sistemas comerciales v tiras reactivas) VDEN
PCE o PCE-TE. 0-4 dias Sangre, suero, orina, Infeccion confirmada
LCE. LA, tejidos
Métodos indirectos
Deteccion de anticusrpos [2M =6 dias Sangre, suero, plasma, Monosuero: sugestivo de
(zistemas comerciales v no comerciales en formato sangre seca en papel de | infeccidn reciente
ELISA v tiras reactivas, TR) filiro

Sueros pareados con
3eToCONVersion de
anticuerpos, infeccicn
confirmada por un
flavivirus o un alfavirus

Deteccion de anticuerpos I2G Pares de sueros Sangre, suero, plasma, Seroconversion o
(formatos ELISA v TR)* ler suero: colectado entre -3 dias | sanpre seca en papel de | mcremento de 4 veces en el
Técmea de IH* o colectade para estudios de filiro titulo de anficuerpos entre
Ensayo de Neutralizacicn anticuerpos [zh ambos sueros: infeccion
2do suero: colectado 14 a 21 dias confirmada por un
del ler suzro flavivirus o un alfavirs

*LCR (liquido cefaloraquideo); LA (liquido amnidtico; VDEN (virus dengue); PCR (técnica de reaccion en cadena de la polimerasa);
PCR-TR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; TR (tira rapida); IH (técnica de inhibicion de la hemaglutinacion).

Entre los métodos directos se destacan: a) el aislamiento del virus utilizando ratones
lactantes inoculados por via intracerebral asi como cultivos de células de mosquito Aedes
albopictus, C6/36 HT y cultivos de células de mamifero como las células Vero (en
dependencia del agente viral). La identificacion viral se realiza mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando liquidos asciticos hiperinmunes (LAH) o
anticuerpos monoclonales especificos (AcM) al virus sospechado; b) la deteccion de
antigenos virales o productos de la replicacion viral como la proteina NS1 para el
diagnostico de dengue; y c¢) los métodos moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y el PCR en tiempo real (PCR-TR) que permiten la deteccion del 4cido
nucleico viral.

En dependencia del virus, estos pueden detectarse en diferentes muestras clinicas como
sangre, suero, orina, LCR, liquido amniético, tejidos (higado, bazo, cerebro, placenta, sangre

de cordon umbilical) colectadas en la fase aguda de la enfermedad.
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Entre los métodos indirectos, la serologia permite la deteccion de anticuerpos (Acs) de tipo
IgM (sugestivos de una infeccion reciente) y de tipo IgG. La técnica de inhibicion de la
hemaglutinacion (IH) y las técnicas inmunoenzimadticas tipo ELISA o UltramicroELISA
(UMELISA) han sido las mas utilizadas en el diagnostico serologico. El estudio de
monosueros colectados al 5to-6to dias de comienzo de la enfermedad permite la deteccion
de Acs IgM. También permite la determinacion de la presencia de titulos elevados de
anticuerpos IgG. El estudio de sueros pareados utilizando ELISA de IgG como el método de
ELISA de inhibicion (MEI), permite detectar la seroconversion de anticuerpos o el
incremento de cuatro veces o mas del titulo de anticuerpos del segundo suero con respecto al
primero, confirmando asi la infeccion por flavivirus o alfavirus.!>!%!? Los sueros pareados
deben colectarse durante la fase aguda y convalesciente de la enfermedad con un intervalo
en la fecha de colecta de las muestras de 2 a 3 semanas.

El ensayo de neutralizacion constituye la técnica seroldgica de mayor especificidad y se
utiliza para identificar el virus circulante en areas geograficas donde circulan mas de un
arbovirus de la misma familia viral. No obstante muestra también algin grado de
entrecruzamiento de los Acs dirigidos a virus de una misma familia ya sea un flavivirus o
alfavirus .

La mayor utilidad de las técnicas disponibles hoy para el diagnostico de los arbovirus se
dirige principalmente al soporte de la vigilancia epidemiologica mas que al manejo clinico

del paciente.

VIGILANCIA DE DENGUE EN CUBA

La vigilancia del dengue en Cuba se basa en cuatro pilares fundamentales: la clinica, la
epidemiologia, la entomologia y la virologia. Es un complejo sistema que se sustenta en la
deteccion y el seguimiento de pacientes con un sindrome febril agudo de etiologia no
precisada para buscar, notificar y confirmar expeditamente los casos con sospecha clinica de
esta enfermedad. Tiene como ganancia secundaria que en la meticulosidad que se pone en el
seguimiento de los febriles identificados, se diagnostican precozmente otras enfermedades
infecciosas o no de importancia médica. La presencia de un caso sospechoso de dengue,
hace que se desencadenen acciones intensivas de vigilancia y control integrado, en las que
interaccionan todos sus pilares, incluidas la pesquisa entomologica y la lucha

antivectorial. 1% 1D
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Los criterios de caso utilizados en la vigilancia de dengue en Cuba son: a) caso con sospecha
clinica de dengue: paciente con fiebre y que al menos tenga asociado dos 6 mas de las
siguientes manifestaciones: cefalea, dolor retroocular, mialgias, artralgias, exantema,
manifestaciones hemorragicas y leucopenia;®) b) caso probable: paciente con enfermedad
febril aguda con dos o més de las siguientes manifestaciones: dolor de cabeza, dolor retro-
orbital, mialgias, artralgia, erupcion, alguna manifestacion hemorragica y un resultado de
UMELISA-Dengue IgM positivo;'® y ¢) caso confirmado: los casos probables con un
resultado positivo mediante ELISA de Captura de IgM en la primera muestra de suero y
confirmado mediante el estudio del suero pareado por ELISA de IgG (MEI), o casos con

aislamiento viral en el suero agudo o PCR o PCR-TR positivo.(”

Los criterios de caso utilizados en la vigilancia de zika en Cuba son: a) caso sospechoso:
paciente con exantema, generalmente maculopapular y pruriginoso y al menos dos o mas de
los siguientes signos o sintomas, fiebre o febricula, conjuntivitis no purulenta, artralgias,
mialgias, edema periarticular y b) caso confirmado: aquel caso sospechoso con una prueba

de PCR-TR a VZIK positiva.

ETAPASDE LA VIGILANCIA DE LABORATORIO
DE DENGUE EN CUBA Y SU EXTENSION
A OTROSARBOVIRUS

La vigilancia de laboratorio de dengue se establecio en Cuba a inicios de la década del 70 y
sus objetivos y estrategias han cambiado segin la situacion epidemiologica nacional y
regional y la tecnologia diagnostica disponible.

En la estrategia de prevencion y control que Cuba ha desarrollado en estas casi 5 décadas, la
vigilancia de laboratorio ha desempenado un papel fundamental permitiendo la deteccion de
la transmision o el incremento de esta, la caracterizacion de la situacion epidemiologica, la
caracterizacion del agente viral, el diagnostico de casos graves y fallecidos, la confirmacion

de infeccion en la embarazada asi como la certificacion del cese de la transmision.
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En el periodo de 1970 a 2017 se destacan cuatro etapas en la vigilancia de laboratorio

(tabla 4).

Tabla 4 - Etapas de la vigilancia de laboratorio de dengue y otras arbovirosis en Cuba*

Etapa
1970-1998

1997-2002

2003-2013

2014-actual

Vigilancia

Pasiva

Activa

Activa

Artiva

Vigilancia serologica

Sueros pareados estudiados
por IH

A finsles de los afios 90 ==
mfroduce el ELISA de

Captura de Iz

Organizacidn paulatina de la
red de laboratorios del pais
para &l estudio de AczIghMa
dengue en MONOSIETOS
mediante UMELISA-Dengue
Ighd

Confirmacién por ELISA de
Ighd v de IgG (MET) en el
LNE-IPK

Vigilancia

viroldgica
Aislamiento viral en
ratdm lactants v en
cultivo de células
LLCME2, C4/36 HT
v AP-61

Alslarmiento viral en
celulas C636 HT

Introduccion del
PCE de VDEN

Introduccion del
PCE-TE. para
WVDEN, VCHIE,
VZIE v VFA

Observaciones

LNE ubicade en el INHEM hasta
1980 en que IPK asume esta
responsabilidad por indicacion del
Ministerio de Salud Publica

Normalizacion del UMELISA-
Dengue Izhd

Apertura de § laboratarios
provinciales (Santiago de Cuba,
Ciudad de La Habana, Guantinamo,
Pinar del Bio, Villa Clara v las
Tunas) con capacidad para el
diagndstico por UMELIS A-Dengue
IeM

Confirmacion del diagnostico
seralogico en el LNE-IPE
Identificacion y caracterizacion del
agente etiologico mediants
secuenclacion nucleotidica en el
LNE-IPK

Se mantiene la vigilancia serologica
de dengne.

Todas las provincias con capacidad
para el diagnoéstico por UMELISA-
Dengue Ighd v Ciudad de La Habanz
con una red de laboraterios
municipales.

Confirmacion del diagnéstico
zerologice en el LNR-IPK
Identificacion y caracterizacion
molecular del apente atioldgico en el
LNE-IPK

Se mantiene la vigilancia serologica
de dengue

Se mntroduce 1z vigilancia molecular
de VZIE, VCHIE v VFA

Apertura de des laborateorios
provinciales (La Habana v Santiago
de Cuba) para el diagndstico
molecular de VZIE

* TH (técnica de inhibicion de la hemaglutinacion); LLCMK?2 (células de mamifero); C6/36 HT (células de mosquito Aedes albopictus);
AP-61 (células de mosquito Aedes psudoscutellaris); Acs (anticuerpos); LNR (Laboratorio Nacional de Referencia); INHEM (Instituto
Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia); UMELISA (ultramicroelisa); LNR-IPK (Laboratorio Nacional de Referencia del
Instituto Pedro Kouri); PCR (técnica de reaccion en cadena de la polimerasa); PCR-TR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real); VDEN (virus dengue); VCHIK (virus chikungunya); VZIK (virus zika), VFA (viru fiebre amarilla); MEI (Método de ELISA de

Inhibicion)
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Primera etapa, 1970-1996

En 1972 se inician los estudios seroldgicos para determinar la circulacion de VDEN,
teniendo en cuenta la circulacién en paises vecinos, asi como los elevados niveles de
infestacion de Aedes aegyti en el pais. Estos estudios fueron conducidos por el Laboratorio
de Arbovirus del Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM).
Las encuestas serologicas nacionales realizadas mostraron bajos porcentajes de positividad
de Acs IH a VDEN, 0,57 % (encuesta de 1972-73), 0;87 % (encuesta de 1974) y 2,6 %
(encuesta de 1975-76). Estos hallazgos apoyan que la ultima transmision de dengue en el
pais se produjo en la década del 40

En los meses de julio y agosto de 1977, comienzan a detectarse en las provincias de
Santiago de Cuba y Guantanamo, pacientes con un cuadro febril indiferenciado. En 19 de
los primeros 28 pares de sueros procesados por IH a VDEN-1 y 2 se observé seroconversion
de anticuerpos sugestivos de infeccion por alguno de los VDEN. Las muestras procedian de
casos clinicamente sospechosos de dengue del Wajay (Ciudad Habana), San Antonio de los
Banos (La Habana), Camaguey y Guantanamo. El aislamiento viral en cultivos de células
mamifero LLCMK?2 y ratones lactantes, indicé que se trataba del VDEN-1.®

Una vez confirmada la transmision, se establecio el sistema de vigilancia pasivo. Sueros
pareados de casos sospechosos de dengue eran enviados al Laboratorio de Arbovirus del
INHEM para estudios por IH y aislamiento viral. Se observé una elevada positividad a
finales de 1977 y durante 1978, la que disminuy¢ en los siguientes dos afios para un 12,3 %
de positividad en 1 523 pares de sueros procesados por la vigilancia serologica entre abril a
diciembre de 1978.

La encuesta seroldgica de 1978-79 mostré que en 1871 sueros colectados como parte de una
muestra representativa de todo el pais, el 44,46 % tenia titulos de Acs IH a VDEN-1
indicativos de una infeccion previa con un flavivirus.?” A mediados de 1980, por decision
del Ministerio de Salud Publica de Cuba (MINSAP), el Laboratorio de Arbovirus y
consecuentemente la actividad de vigilancia de laboratorio de arbovirus, se traslada al IPK
pasando a este toda la actividad de referencia de arbovirus y estableciéndose como LNR.

En mayo de 1981, se detecta un nimero creciente de enfermos con fiebre, dolor retrocular,
dolor abdominal, rash, cefalea y astenia en tres municipios del este, centro y oeste del pais.
Algunos casos presentaron un cuadro hemorragico y choque. Sueros colectados de estos
pacientes tenian niveles elevados de Acs IH a VDEN-1, 2 y 3 y FA sugiriendo una infeccion

por un flavivirus. El aislamiento viral en ratones lactantes y cultivos de células de mamifero
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LLCMK2 y de células de mosquito Aedes pseudoscutelaris, AP-61 confirmé al VDEN-2
como agente etioldgico de la epidemia.!

La vigilancia de laboratorio durante los 4 meses que dur6 la epidemia, incluyé el estudio
mediante IH a VDEN-2 de sueros pareados y monosueros, asi como el aislamiento viral en
muestras colectadas de casos sospechosos de dengue.

Hasta el 24 de julio de 1981, el objetivo de la vigilancia de laboratorio fue confirmar la
circulacion de VDEN en nuevas localidades del pais para establecer las medidas de control
del vector. En esta primera etapa se procesaron mas de 4 000 monosueros por serologia.
Hasta el 23 de septiembre, se procesaron 2 000 pares de suero de casos sospechosos lo que
permitid medir la eficiencia del diagndstico clinico. Una vez que la epidemia estuvo bajo
control, la vigilancia de laboratorio se dirigi¢ a confirmar el 100 % de los casos sospechosos
de dengue. Como parte de la vigilancia viroldgica, se aislaron 22 cepas de VDEN-2, de ellas
dos procedentes de casos de DH.

Posterior a la epidemia, la vigilancia pasiva de dengue se mantuvo, con el estudio de sueros
pareados colectados de casos clinicamente sospechosos de la enfermedad. Entre 1982 a 1987
las muestras fueron procesadas por IH. A partir de 1988 se desarrollan e introducen los
sistemas de Captura de IgM MAC-ELISA y MEI para la deteccion de Acs a VDEN.!9
Entre 1982 y 1996, de 9 543 pares de suero estudiados, solo 14 (0,14 %) mostraron
seroconversion de Acs IgG a dengue. El andlisis clinico y epidemiologico y la no
demostracion de la presencia de Aedes aegypti en las casas de los pacientes permitio
descartar el diagnostico de dengue. Por otra parte, estudios posteriores retrospectivos no
demostraron la presencia de Acs IgM a dengue en estos casos. Estudios posteriores
demostraron seroconversion de Acs neutralizantes al virus de la encefalitis de San Luis
(ESL) en algunos de estos pares de suero (datos no publicados). Ademas, como parte de la
vigilancia de sarampion y rubeola establecida en 1987, 4 983 pares de suero colectados de
pacientes con fiebre y rash fueron estudiados a VDEN, no detectandose casos positivos.

La campana de erradicacion de Aedes aegypti establecida en 1981 permiti6é erradicar el
vector en las 15 provincias del pais. En la década del 90, la critica situacién econdémica por
el recrudecimiento del bloqueo econémico y la caida del campo socialista en Europa crearon
condiciones favorables que condujeron a la reinfestacion paulatina de varios municipios con
la posibilidad de reintroduccion del VDEN. En 1997, aunque Aedes aegypti estaba
erradicado en 122 municipios, 39 municipios del pais se habian reinfestado siendo las

provincias mas afectadas Ciudad de La Habana, Santiago de Cuba y Guantanamo.!?
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Segunda etapa, 1997-2002

A finales de 1996 el municipio Santiago de Cuba mostraba un elevado riesgo de
reintroduccion de VDEN por la elevada infestacion del vector. En enero de 1997 la alta
direccion del Ministerio de Salud Publica, las autoridades sanitarias de la provincia y el IPK,
establecen una vigilancia activa (blisqueda activa de casos) en el municipio. Para ello se
realizaron visitas diarias de los médicos de familia a cada uno de sus 120 domicilios, asi
como la busqueda de casos con fiebre y malestar general, artralgia-mialgia, o rash en los
hospitales de la ciudad. Una muestra de suero de cada caso sospechoso fue estudiada por el
UMELISA-Dengue IgM (sistema diagnostico y pesquisa desarrollado de conjunto entre el
IPK y el Centro de Inmunoensayo (CIE) y comercializado y extendido por este tltimo a todo
el pais posteriormente) en el laboratorio del Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia de la provincia (CPHEM-SC). Personal de este laboratorio fue previamente
entrenado por personal del LNR-IPK y del CIE para enfrentar este diagndstico. Una alicuota
del suero era enviada al IPK para los estudios confirmatorios serologicos y los estudios
virologicos.1%-22)

El caso indice de un brote de dengue iniciado en el area de salud 30 de Noviembre y cuyo
diagnostico fue confirmado serologicamente, se detecto el 29 de enero. En las siguientes dos
semanas se confirman ocho casos mas de FD.(1%22 E]l VDEN-2 se detecta en 3 muestras de
suero mediante PCR y se aisla ademas en cultivo de células de mosquito C6/36 HT. Una vez
confirmada la transmision, se intensifico la vigilancia activa la que se extendi6 al resto de
las provincias del pais y no se detect6 circulacion viral en estas. Como parte de esta
vigilancia, se establecieron otros dos laboratorios provinciales para la deteccion de
anticuerpos IgM a dengue mediante el UMELISA-Dengue IgM, uno en Ciudad de La
Habana y el otro en Guantanamo. El LNR-IPK, recibia las muestras de suero de estos
laboratorios provinciales para la confirmaciéon de la infeccion asi como del resto del pais
para estudios seroldgicos (mediante ELISA de Captura de IgM y MEI) ademdas de las
muestras para los estudios virologicos y moleculares. En esta etapa se confirmaron en
Ciudad de La Habana, Guantanamo, Granma y Cienfuegos, 17 casos de dengue importados,

todos infectados en Santiago de Cuba.

En la epidemia de 1997, se reportaron mas de 17 114 febriles sospechosos de dengue. Se
estudiaron 9740 sueros por UMELISA-Dengue IgM en el CPHEM-SC y se confirmd la
infeccion por el ELISA de Captura de IgM en IPK en 5 208 casos.'” El VDEN-2 se detectd

en 46 muestras de 160 procesadas por PCR y aislamiento viral. La infeccién por VDEN se
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confirm6 en 12 fallecidos de DH, de ellos el VDEN-2 se identificé por aislamiento viral y/o
PCR en 11 casos. A su vez, en 11 se demostro la infeccion secundaria por VDEN y 11
mostraron la presencia de Acs IgM a VDEN . El ultimo caso de la epidemia se reportd en

noviembre de 1997.%%

Entre 1998 y 2000, la vigilancia integrada de dengue se fortalecié con una vigilancia activa
en policlinicos, hospitales y a nivel de los consultorios del médico de familia asi como una

vigilancia estricta en puertos y aeropuertos.

En este periodo solo se detectaron casos importados con la excepcion de dos pequefios
brotes (138 casos confirmados) de VDEN-3 y 4 a finales del 2000 en cuatro areas de salud

de tres municipios de La Habana los que fueron rapidamente eliminados.!*3

En junio de 2001 se confirma la transmision de VDEN-3 en el municipio Playa de la Ciudad
de La Habana. Durante las primeras ocho semanas de la epidemia, cuando el numero de
casos era pequefio, el objetivo de la vigilancia era detectar la transmision en nuevas areas de
salud y municipios. En esta etapa se considerd caso confirmado aquel con una IgM positiva
en el suero colectado al 6to dia de la fiebre y la seroconversion de anticuerpos IgG por MEI
en el suero pareado. Frente al incremento en el nimero de enfermos, se consideré caso
confirmado aquel con Acs IgM determinado por ELISA de Captura de IgM en el LNR-IPK.
En una segunda etapa, cuando el numero de casos se incrementd mads, se considerd caso

confirmado aquel con presencia de Acs IgM mediante UMELISA-Dengue IgM.(!?)

Al extenderse la transmisiébn a otras provincias, el diagndstico serologico mediante
UMELISA-Dengue IgM se extendid a seis laboratorios mas, tres de ellos ubicados en
Ciudad de La Habana y el resto en las provincias Pinar del Rio, Villa Clara y Las Tunas.!"
En 2001, como parte de la vigilancia se procesaron 128 924 muestras de suero en todo el
pais y se confirm¢ la infeccion en el 11,3 % de los casos. El 65 % de las muestras procedian
de Ciudad de La Habana. La vigilancia virolégica molecular permitié identificar 91
aislamientos de VDEN-3 en muestras colectadas al inicio, medio y final de la epidemia la

que se di6 por eliminada en marzo de 2002.('V
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Tercera etapa, 2002-2013

Entre los afios 2002 al 2013 se ha mantenido una intensa vigilancia de dengue con busqueda
activa de casos sospechosos a nivel de la atencion primaria de salud. El incremento del
dengue en la region de las Américas, el incremento en el arribo de personas procedentes de
areas endémicas en este periodo, los factores condicionantes del aumento de los indices de
infestacion del vector, ha conducido a un incremento del riesgo de introduccion y
transmision viral. En esta etapa se han reportado brotes en varios municipios y provincias,
por lo que paulatinamente se fueron estableciendo laboratorios provinciales con capacidad
para desarrollar la vigilancia serologica utilizando el UMELISA-Dengue IgM en sueros
colectados al 6to dia de la fiebre de casos clinicamente sospechosos. Como parte de la
vigilancia serologica, todos los sueros positivos y el 10 % de los negativos se envian al
LNR-IPK para su confirmacion mediante el ELISA de Captura de IgM. En los casos en que
se confirma la presencia de Acs IgM a dengue mediante el ELISA de Captura de IgM se
solicita una segunda muestra de suero para estudio por MEI de Acs IgG en el suero pareado

para la confirmacion final del resultado.

La vigilancia viroldgica-molecular para conocer el serotipo(s) circulante, se ha establecido
cuando hay sospecha de inicio de transmision o frente a un incremento en la positividad de
las muestras positivas de Acs IgM a dengue en un éarea de salud o municipio. Para el
diagnostico como parte de esa vigilancia, se utilizé el protocolo de PCR anidada multiple de
punto final publicado por Lanciotti y otros, en 1992, que permite identificar el serotipo
infectante en diferentes muestras clinicas.?*?> También se utilizé el aislamiento viral en

cultivo de células de mosquito C6/36 HT.

La vigilancia virologica-molecular se dirigio al estudio de sueros de casos sospechosos de
dengue, colectados en la fase aguda de la enfermedad (en los primeros 5 dias tras la
aparicion de los primeros sintomas), asi como de casos graves o fallecidos, en los que se
sospecho el dengue como causa de muerte. En estos ultimos se estudiaron visceras
(principalmente higado y bazo) para llegar al diagndstico etioldgico de la infeccidon por
VDEN. Una vez confirmada la epidemia e identificado el agente etioldgico, se indica: a) el
envio mensual de 10 muestras de casos sospechosos de dengue en la fase aguda de la
enfermedad por provincia para el seguimiento virologico-molecular de la epidemia
(caracterizacion genética del virus circulante, identificacion de la introduccion de nuevos
serotipos y genotipos etc), y b) el envio de muestras del 100 % de los casos graves,

fallecidos y de casos con miocarditis y cuadros neuroldgicos.
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Similar a las etapas anteriores, hasta el 2013, una vez que una epidemia o brote era
confirmado y en dependencia del nimero de casos, se considerd caso confirmado todo aquel
que clinica y epidemioldgicamente era compatible con dengue con un resultado positivo por
ELISA de Captura de IgM. En dependencia del nimero de casos, este criterio se extendio a
los casos positivos por UMELISA-Dengue IgM, enviandose solo el 10 % de las muestras
positivas al LNR-IPK como control de calidad, asi como los sueros con niveles bajos de
reactividad por UMELISA-Dengue IgM. Con posterioridad a 2013, todos los casos positivos
por UMELISA-Dengue IgM son enviados al LNR-IPK para confirmacion mediante ELISA
de Captura de IgM y MEI en el suero pareado.

En esta etapa, la vigilancia del virus del Nilo (VNO) es establecida en Cuba a partir de su
introduccion en EUA en 1999 y su extension posterior. Se realiza una busqueda activa de
casos de encefalitis de etiologia viral desconocida en pacientes mayores de 30 afios de edad.
En sus inicios el diagnostico fue seroldgico, y se incorpord posteriormente el diagnostico
virologico-molecular. La vigilancia incluye el estudio de sueros y LCR colectados en la fase
aguda de la enfermedad y la coleccion de segundas muestras de suero en la fase
convaleciente. La determinacion de Acs IgM e IgG al VNO fue realizada utilizando un
estuche comercial (Focus Technologies, Cypress, CA, USA). Las muestras positivas de Acs
IgM especificos a VNO fueron consideradas como casos probables de infeccion a dicho
virus; aquellas positivas de anticuerpos IgG eran estudiadas para la determinacion de
anticuerpos a los VDEN y al virus de la encefalitis de San Luis (ESL).

La confirmacion seroldgica se llevd a cabo mediante el ensayo de neutralizacién por
reduccion del numero de placas utilizando las cepas VNO (NY99, Ontario, Canada,
aislamiento 2001), VDEN-2, NG-C y San Luis (Parton, Type Culture Collection catalog no.
VR-1265) en colaboracion con el Laboratorio Nacional de Microbiologia de Winnipeg,
Canada. Los tres primeros casos confirmados de infeccion por el VNO provenian de la
vigilancia en 2003 y 2004. Los casos confirmados de 2003 mostraron un cuadro febril,
debilidad muscular y encefalitis.*® Estudios posteriores demostraron en uno de ellos la
sintesis intratecal de anticuerpos IgM, IgA e IgG sugiriendo la posible disfuncién de la
barrera hematoencefalica. Hasta 2006, fueron confirmados serologicamente 16 casos de
infeccion al VNO, la mayoria de ellos provenientes de la provincia Sancti Spiritus. La
vigilancia de laboratorio del VNO contribuy6 a la notificacion de casos de infeccion por el
virus de la ESL y a la confirmacion de un ciclo de amplificacion zoonoética desde aves

residentes a equinos y al hombre entre 2002 y 2003 en esta provincia . Con posterioridad a
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2006, se han reportado casos positivos de I[gM a VNO aunque la confirmacién seroldgica
por ensayo de neutralizacion no ha podido realizarse dada la necesidad de enviar las
muestras a un laboratorio de referencia con nivel de contencion III. La vigilancia de VNO se

mantiene en la actualidad aunque esta entidad no constituye un problema de salud.

Etapa actual, 2014-2017, vigilancia de dengue, zika, chikungunya

y fiebreamarilla

En este periodo, la vigilancia seroldgica y molecular de dengue se mantuvo siguiendo las
mismas pautas que en la etapa anterior. No obstante, para unificar la plataforma a emplear
en la vigilancia molecular de los diferentes arbovirus, se implement6 en el LNR de arbovirus
del IPK, el protocolo publicado por Santiago y otros, en 2013.2” Este protocolo permite
identificar mediante PCR-TR los cuatro virus del complejo dengue en un mismo tubo de

reaccion, utilizando muestras de suero y plasma.

Dando respuesta a la situacion epidemioldgica de la region, en abril de 2014 se estableci6 la
vigilancia molecular del VCHIK y en febrero de 2016 la del VZIK. Desde abril de 2014
hasta diciembre de 2017 se procesaron 1 856 muestras como parte de la vigilancia molecular
del VCHIK (280 en 2014, 178 en 2015, 1 280 en 2016 y 118 hasta diciembre de 2017). En
sus inicios (2014-2015), para la vigilancia molecular del VCHIK se utilizo el protocolo de
PCR-TR publicado por Panning y otros, en 2009.?® Posteriormente, y respondiendo a la
estrategia regional de vigilancia de la RELDA (Red de Laboratorios Nacionales de
Arbovirus de las Américas) en aras de armonizar la vigilancia del VCHIK se normaliz6 en el
LNR-IPK el protocolo de PCR-TR confirmatorio de la infeccion por VCHIK, desarrollado
en la Division de Enfermedades Transmitidas por Vectores del Centro para el Control y

Prevencién de Enfermedades (CDC), Fort Collins, Colorado.”

En febrero de 2016 se establece en Cuba la vigilancia molecular del VZIK. Esta se dirigio al
estudio de viajeros procedentes de zonas en la que se habia notificado circulacion autdctona
de este virus, asi como en casos con sospecha clinica de enfermedad por zika. En julio del
mismo afio se confirmo la transmision autoctona de VZIK en el pais y a partir de este

momento la vigilancia se dirigi6 al estudio de:
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-casos sospechosos de enfermedad por zika para identificar nuevas areas con transmision,
-estudio de embarazadas clinicamente sospechosas de la enfermedad

-estudio de embarazadas sanas que residen en un area de 300 m? alrededor de un caso

confirmado de zika

-estudio de casos con sindrome de Guillain Barré (SGB) procedentes de areas con

transmision,
-estudio de neonatos con sospecha de una infeccion congénita y

-estudio de recién nacidos hijos de madres con infecccion confirmada por VZIK durante el

embarazo.

Para desarrollar la vigilancia molecular del VZIK, se normalizaron en el LNR de Arbovirus
del IPK, diferentes protocolos de PCR-TR, entre ellos, el que utiliza el segundo juego de
cebadores y sonda disefiado por Lanciotti y otros®? y el protocolo de PCR-TR Trioplex del
CDC.GD

Inicialmente, para los estudios moleculares de VZIK, se indic6 la toma de una muestra de
suero colectada durante la fase aguda de la enfermedad. Teniendo en cuenta los reportes de
otros autores que describian una viremia corta y con cifras de carga viral muy bajas asi como
algunos reportes de casos en los que se detectd el ARN del VZIK en la orina tras la
desaparicion de las manifestaciones clinicas, el LNR-IPK comenz6 a investigar la posible
utilidad de este fluido para el establecimiento de la vigilancia molecular. De esta forma se
comprobd la excrecion del ARN del ZIKV en orina hasta 21 dias después del inicio del
cuadro clinico, por lo que se indicé la colecta de una muestra de suero y de orina para los
estudios diagnoésticos de VZIK permitiendo identificar un mayor nimero de casos en

comparacion con las muestras de suero (datos no publicados).

Hasta noviembre de 2016, todas las muestras fueron procesadas en el LNR-IPK. A finales
de noviembre de 2016 y en enero de 2017 se extiende el diagnostico molecular a los
Laboratorios Provinciales de La Habana y Santiago de Cuba (este tltimo asume el
diagnéstico de las provincias Guantanamo, Santiago de Cuba, Granma, Holguin y Las

Tunas). Entre febrero de 2016 y noviembre de 2017, el LNR-IPK ha procesado 98 349
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muestras recibidas a través de la vigilancia molecular de VZIK (38 544 en 2016 y 59 805
hasta diciembre de 2017).

A partir de la emergencia de la FA, primero en Angola 2015-20166?

y después en Brasil en
2016-17,% también se incoorpord la vigilancia molecular del VFA tras la normalizacion en
el LNR-IPK del protocolo de PCR-TR utilizando el juego de cebadores y sonda publicados
por Mantel yotros en 2008.°*35 Entre 2016-2017 el LNR-IPK ha procesado muestras de

viajeros procedentes de areas con riesgo, todas negativas.

La vigilancia de arbovirus en este periodo ha permitido identificar la transmision autoctona
de VZIK en varias provincias y confirmar la infeccion en pacientes con sospecha clinica de
enfermedad por zika, embarazadas sintomaticas y asintomaticas, asi como en muestras
colectadas de individuos sanos para pesquisa del virus. Hasta el momento no se ha
confirmado transmision de VCHIK aunque si la infeccion en viajeros procedentes de areas
endémicas. La circulacion de VDEN se ha mantenido aunque en niveles inferiores a los de

anos anteriores.

PAPEL DEL IPK COMO LABORATORIO NACIONAL
DE REFERENCIA DE ARBOVIRUS

Desde la designacion del IPK como LNR de arbovirus del MINSAP en 1980, los esfuerzos
se han dirigido a: a) montaje, introduccion y extension de la tecnologia diagnostica mas
moderna en dependencia del momento epidemioldgico nacional y regional y el desarrollo
tecnologico del momento; b) la capacitacion del personal del LNR y de los laboratorios de
los CPHEM del pais asi como de instituciones en el exterior; c¢) desarrollo de la actividad de
diagnostico, vigilancia y referencia del pais recomendando las pautas de la vigilancia de
laboratorio y los algoritmos diagnosticos; y d) desarrollo de investigaciones dirigidas a un
mejor conocimiento de la situacion epidemiolodgica, la caracterizacion de los riesgos y el

fortalecimiento de la vigilancia de laboratorio.
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Entre los principales resultados obtenidos en estos mas de 40 afios se destacan:

La normalizacion e introduccion de varios sistemas de diagnostico seroldgico como el
ELISA de Captura de IgM (MAC-ELISA),'® el ELISA de IgG, MEL!"? la colaboracién
con el CIE para la normalizacion del UMELISA-Dengue IgM, que ha sido producido,
extendido y comercializado por este, 133% la preparacion de antigenos de dengue
utilizados en los sistemas serologicos antes mencionados, la normalizacion e
introduccion de la técnica de neutralizacion por reduccion de placas para VDEN y
FA;®? la normalizacién e introduccion de los sistemas de PCR para VDEN flavivirus,
alfavirus y VNO;®® la normalizacion e introduccion de los sistemas de PCR-TR para
VDEN, VCHIK, VFA y VZIK;?* la introduccién de los cultivos celulares de

39 y de los Acs monoclonales para el aislamiento e identificacion viral de

mosquitos
VDEN, VNO, VZIK; y la introduccion de la técnica de shell vial para el aislamiento del
VDEN®) entre otros métodos.

La evaluacion de sistemas comerciales y no comerciales para la deteccion de Acs IgM,
IgA e IgG a VDEN;“#**D y ]a deteccion de la proteina NS1 de VDEN.“>#) Ademas se
han evaluado varias actualizaciones debido a mejoras introducidas en el diagnosticador
UMELISA-Dengue IgM. (1839

La evaluacion de estuches comerciales para la deteccion de anticuerpos IgM y la
proteina NS1 de virus dengue en estudios multicentros desarrollados por la Organizacion
Mundial de la Salud, OMS.“#+43)

La normalizacion de los sistemas MAC-ELISA y MEI para deteccion de anticuerpos
IgM e IgG contra FA en individuos vacunados.

El desarrollo de sistemas inmunoenzimaticos para el tamizaje primario de anticuerpos
monoclonales y su aplicacion en el diagndstico e investigacion

La evaluacion de la utilidad de diferentes muestras clinicas (suero, saliva, orina y sangre
colectada en papel de filtro) para el diagnéstico serologico de VDEN;164046) de suero,
papel de filtro, tejidos en parafina para el diagnostico molecular de VDEN; y de suero,
orina, LCR, liquido amnioético, tejidos y semen para el diagnostico molecular de
VZIK. @74

Los estudios cinéticos de marcadores virologicos y serologicos para VDEN y VZIK en

muestras colectadas de casos sospechosos. %42
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Los estudios de caracterizacion genética por restriccion enzimdtica y secuenciacion
nucleotidica incluyendo Secuenciacion de Genoma Amplio de VDEN y mas
recientemente de VCHIK y VZIK (datos no publicados). Estudios relacionados con el
virus de la encefalitis de San Luis, encefalitis equina del este y del oeste.

La capacitacion de personal cubano y de otras regiones geograficas en las técnicas para
el diagnostico y la vigilancia de laboratorio de los arbovirus. Se destacan los
entrenamientos, la tutoria de tesis de diploma, de especialidad de Microbiologia y de
Inmunologia, de maestrias y doctorados y el Curso Internacional de Dengue. Este tltimo
se desarrolla cada 2 afios y cuenta con 15 ediciones realizadas entre 1987-2017, con 2
820 participantes, de ellos 1 330 cubanos y 1 490 extranjeros procedentes de 70 paises.
Otra actividad de importancia es la asesoria para la extension del diagnostico por
UMELISA-Dengue IgM y mads recientemente la asesoria para la apertura de dos
laboratorios para el diagnostico molecular de arbovirus en el pais.

El desarrollo de la actividad de diagnoéstico, vigilancia de laboratorio y referencia
nacional que ha permitido la identificacién, el seguimiento, la caracterizacion de las
situaciones epidemiologicas, la certificacion del cese de transmision y los alertas al
Sistema Nacional de Salud durante mas de 30 afios.®11:49

El aporte de datos para la mejor caracterizacion de la situacion epidemioldgica de
dengue y mas recientemente de zika y chikungunya y la toma de decisiones.

El desarrollo de investigaciones que han brindado nuevo conocimiento y que apoyan la
vigilancia de laboratorio y el mejor enfrentamiento de la enfermedad. Entre ellas las
encuestas seroepidemioldgicas, los estudios de factores de riesgo de DH incluyendo el
papel de la infeccion secundaria por dengue, los estudios dirigidos a profundizar en la
inmunidad de la enfermedad y de la influencia de la genética del individuo en la
severidad clinica, la caracterizacion del agente viral y su evolucién entre
otros, (49:50.51.,52,53)

El apoyo a otros paises de la region en recursos humanos, reactivos, asesorias para el
enfrentamiento de situaciones de emergencia.

El papel del LNR-IPK como parte del Centro Colaborador de la OMS/OPS para el
estudio de las enfermedades viricas inicialmente (1994-2008) y para el estudio del

dengue y su vector (2008-actual).
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e El papel del LNR-IPK en la coordinacion de la Red de Laboratorios Nacionales de
Dengue en las Américas, RELDA-OPS (2008-2015) y en la coordinacion de la Red de
Laboratorios Nacionales de Arbovirus en las Américas, RELDA-OPS (2016-actual).®¥

Por estos resultados, el IPK ha sido reconocido a través de numerosos premios otorgados por

la Academia de Ciencias de Cuba y el Ministerio de Salud Publica.

MOMENTO ACTUAL, RETOSY PERSPECTIVAS

Las enfermedades virales transmitidas por vectores y en particular el dengue, la enfermedad
por zika y la fiebre chikungunya constituyen hoy uno los principales retos de salud a nivel
mundial. Reportes recientes estiman anualmente un total de 390 millones de infecciones por
VDEN de las que aproximadamente un tercio son sintomaticas, estando presente en Sudeste

Asiatico y Pacifico Occidental, Las Américas, Africa y Mediterraneo Oriental.>

La extension en la década del 2000 de los VCHIK y VZIK de sus areas habituales de
transmision en Africa hacia otras regiones geograficas ha impuesto nuevos retos, pues la
mayor parte de la poblacion ubicada en areas con presencia del vector son susceptibles a
estas infecciones al no contar con inmunidad previa. Otro gran reto es el elevado nimero de
paises que estan en riesgo de circulacion de las tres enfermedades entre los que se destacan
los de la region de Las Américas, donde cocirculan actualmente los VDEN, VZIK vy
VCHIK. Agravando esta situacion esta el peligro de urbanizacion de la FA que de
producirse, no se contaria con suficientes dosis de vacuna para un control inmediato.

En este escenario, Cuba no escapa de estos riesgos. A pesar de contar con un fuerte sistema
de vigilancia y control vectorial, el intenso intercambio de personal procedente de paises
endémicos, y los factores ambientales que favorecen la cria del vector, hacen que estas
enfermedades constituyan un riesgo constante, por lo que se necesita del fortalecimiento de
las acciones de vigilancia, prevencion y control.

La vigilancia de laboratorio como parte de la vigilancia integrada es un elemento
fundamental en la identificacion, confirmacion, seguimiento, estudio de las epidemias y de
los pacientes afectados por estas entidades, aspecto clave en su mejor control y prevencion.
En estos mas de 40 afios, la vigilancia de laboratorio en Cuba ha evolucionado para dar

respuesta a la situacion epidemiologica y a las necesidades del pais.
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Hoy, en el pais se realiza la vigilancia seroldgica de dengue para lo cual dispone de una red
de laboratorios provinciales incluyendo laboratorios municipales (en la capital) y en varios
hospitales. La red utiliza el UMELISA-Dengue IgM, sistema de pesquisa desarrollado en el
pais (tabla 5).!® Esta red de laboratorios tributa sus resultados al LNR-IPK para la
confirmacion de los casos mediante el ELISA de Captura de IgM y el estudio de sueros
pareados mediante el MEI. Dada la co-circulacion de VDEN y de VZIK, un caso
serologicamente positivo debe de ser considerado un caso positivo de infeccion por

flavivirus.

Tabla 5 - Vigilancia seroldgica de dengue en casos clinicamente sospechosos de dengue*

Red de Lahoratorios SUMA LNE-IPK

Control de

Muestra Estudio Resnltado calidad ¥ Estudio Resultado Estudio** Interpretacion***

confirmacién
Suero Estudio de Acs IzM negativo Envio del Estudio de Iz negativo -
colectado IzM a dengue (caso negativa) 10 % de las Acs Igh por (caso
al fto dia por muestras al ELISA de negative)
de la fiebre UMELISA- LNE-IPK Captura
Dengue Ighl IgM positiva Envio del Iz)] positiva Estudio de par Caro confirmado
{zaso probable) 100 % de las de sueros** 51 SETOCOMVETSIOon

muestras al por MEIL de Acs entre
LNE-IFK ambos sueros

*LNR-IPK (Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Pedro Kouri); Acs (anticuerpos); UMELISA (sistema ultramicroanalitico);
MEI (Método de ELISA de Inhibicion).
**Par de sueros: ler suero colectado en los primeros 6 dias de la fiebre y 2do suero colectado entre 15 y 21 dias del ler suero. ***En
algunas situaciones epidemiologicas se ha asumido como caso confirmado aquel con un resultado IgM positivo por ELISA de Captura de
IgM o incluso por UMELISA-Dengue IgM

(VDEN o VZIK) ya que sistemas estos serologicos capaces de detectar Acs IgM e IgG a
ambos agentes. Ademas, se cuenta con la vigilancia molecular la que se ha fortalecido y
complementado con la introduccién de varios sistemas moleculares para la deteccion de
diferentes agentes virales (tabla 6). Como parte de la vigilancia molecular, se estudian
muestras de pacientes sospechosos de infeccion por VDEN, VZIK, VCHIK y VFA mediante

PCR-TR tanto en los laboratorios provinciales de La Habana y Santiago de Cuba como en el

LNR-IPK.
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Tabla 6 - Vigilancia molecular de dengue, zika, chikungunya y fiebre amarilla*

Caso
clinicamente Muestra Estudio Resultado Observaciones
sospechoso de
infeccidn por
VDEN Suero PCRTR En casos con PCRTE En fallecidos con sospecha de infeccion por
VCHIE negative no se descarta la alguno de estos arbovirus se estudian ademss,
A infeccion muestras de higado, bazo, cerebro, ganglho
VEIE =+ Suero y En casos con PCRTE Estudio de suero, orina v LCR. en cazoz de SGB
orina positivo se confirma la Estudio de suero v orina en neonatos hijos de
nfeccidn mjeres positivas a VZIE durante el embarazo.

Estudic de suero, orina, placenta y sangre de
cordon y corden umbilical en mujeres positivas
a VZIK colectadas al momento del parto

*VDEN (virus dengue); VCHIK (virus chikungunya); FA (fiebre amarilla); VZIK (virus zika); PCR/TR (técnica de reaccion en cadena de

la polimerasa en tiempo real); LCR (liquido cefalorraquideo); SGB (sindrome de Guillain Barré)

**La vigilancia de FA esta dirigida al estudio de viajeros procedentes de areas con transmision. ***La vigilancia de zika esta dirigida al
estudio de casos sospechosos de la enfermedad incluyendo embarazadas, pacientes con SGB y embarazadas con antecedenes de salud pero

que viven en un area de 300 m? alrededor de un caso confirmado de zika.

A pesar de estos avances, se necesita del continuo fortalecimiento de la vigilancia de

laboratorio y de su mayor insercion en el marco de la vigilancia integrada. Para ello las

acciones deben dirigirse a:

Extension del diagndstico molecular actual a otras provincias que permita una mayor
cercania del diagnostico al paciente.

Desarrollo de sistemas serologicos tanto en formato ELISA como UMELISA que
permita la detecciéon de Acs IgM e IgG a VZIK. Idealmente, sistemas que sean
capaces de discriminar entre ambas infecciones (dengue y zika).

Desarrollo de tiras répidas para el diagnostico de VDEN y VZIK con una adecuada
sensibilidad, especificidad y bajo costo que permita el diagnostico temprano del caso
para su mejor manejo terapéutico, asi como el seguimiento de la embarazada durante
la gestacion.

Desarrollo de sistemas moleculares que permita la deteccion del acido nucleico de
VDEN y VZIK en una misma prueba a un bajo costo.

Estudio de la cinética de los marcadores virologicos y serologicos durante una
infeccion por VZIK en pacientes con diferentes antecedentes inmunologicos (casos
primarios y secundarios de dengue) incluyendo la embarazada.

Evaluacion de estuches diagnosticos comerciales.

Preparacion de paneles de sueros y otras muestras para ser utilizadas en los estudios

anteriormente propuestos.
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e Desarrollo e implementacion de nuevos algoritmos diagnodsticos en dependencia de
la tecnologia disponible y de la situacion epidemioldgica nacional.

e Reorganizacion de la vigilancia de laboratorio a nivel de pais con el establecimiento
de laboratorios regionales de referencia que tribute al LNR-IPK. Este debe de jugar
un papel principal en la introduccion de nuevas tecnologias diagndsticas, busqueda y
diagnostico de nuevos agentes, caracterizacion molecular de estos y fortalecimiento
de la actividad de referencia de los arbovirus en el pais, ademds del fortalecimiento

del sistema de transporte de muestras y la informatizacion del sistema.

En este contexto, el IPK, como centro de referencia nacional, de conjunto con otros centros
de investigacion y unidades del Sistema Nacional de Salud tiene el reto de continuar
introduciendo métodos novedosos de diagnostico no solo para estos agentes sino para otros
potenciales arbovirus emergentes como Mayaro, Oropouche, UCSU. A su vez, tiene el reto
y la responsabilidad de asesorar a las autoridades nacionales sobre las mejores estrategias a

seguir en la vigilancia, prevencion y control de las enfermedades transmisibles.

Dedicatoria
Los autores desean dedicar este trabajo a los Profesores Pedro Mas Lago (1931-2012) y
Gustavo Kouri Flores (1936-2011), quienes fueron artifices de la vigilancia de los arbovirus

en Cuba.
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