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Resumen:

Dentro del género Enterovirus (EVs) en la familia Picornaviridae, encontramos 4 especies virales
(Enterovirus Humanos A, B, Cy D) en las que se incluyen los clasicamente conocidos coxsackievirus,
poliovirus, echovirus y varios enterovirus numerados. En total, son mas de 100 enterovirus distintos,
que se han reportado como causantes de diversas enfermedades en humanos de todas las edades,
abarcando desde un cuadro febril sin importancia, hasta enfermedades graves como las encefalitis
o las pardlisis flacidas agudas. Una de estas enfermedades es la Hand-Foot-and-Mouth Disease
(HFMD), la cual se presenta como una enfermedad eruptiva, que sucede en contexto de brotes en
centros educativos o de cuidado de la primera infancia. Si bien la mayoria de los casos se resuelven
espontaneamente al cabo de unos dias, existen casos que derivan en complicaciones a nivel
cardiopulmonar o del sistema nervioso, con consecuencias fatales para el individuo.

La transmisiéon de los EVs se da principalmente por la ruta fecal-oral, y al ser éstos excretados en
heces en altas concentraciones tanto por individuos sintomaticos como asintomaticos, las aguas
residuales domésticas se convierten en una matriz ambiental cargada de dichos patégenos.
Mediante el analisis de muestras de agua residual es posible conocer cuales son las variantes virales
que circulan en una determinada poblacion.

Sudameérica es una region con escaso conocimiento acerca de la diversidad de enterovirus que
afecta a sus poblaciones. En esta tesis hemos realizado un enfoque de wastewater-based
epidemiology mediante next-generation sequencing de una region genémica de enterovirus obtenida
mediante RT-PCR desde muestras de agua residual colectadas en Uruguay y Argentina, para
conocer en profundidad la diversidad de enterovirus que circula en la regiéon. A su vez, distintos
brotes de HFMD ocurridos en las ciudades uruguayas de Salto y Paysandu durante 2018 y 2019,
fueron estudiados mediante la tipificacion de enterovirus a partir de muestras clinicas obtenidas
desde individuos afectados.

El estudio de aguas residuales de ambos paises permitié identificar la circulacién de 47 EVs distintos,
pertenecientes a las especies A, B y C, constituyendo los primeros reportes de deteccién en la region
sudamericana para muchos de estos tipos. Se detect6 la circulaciéon de poliovirus relacionados a la
vacuna Sabin en muestras de Cérdoba (Argentina), pero no fue posible aislar el virus desde muestras
colectadas en Uruguay. Se observaron patrones de recambio con el transcurso del tiempo, en lo que
respecta a la circulacion de tipos de una misma especie, asi como recambio de linajes dentro de un
mismo tipo. También se observé una importante diversidad y abundancia de miembros de la especie
C, principalmente en las muestras de agua residual mas recientemente colectadas.

Para algunos de los EVs detectados, se constaté a nivel de distintos paises de la region
sudamericana, la circulacion de cepas estrechamente relacionadas genéticamente, indicando
amplios procesos de dispersién geografica por parte de algunas variantes. La deteccion de cepas
de un mismo tipo, circulando tanto en Argentina como en Uruguay, en diferentes momentos del
muestreo, sugiere un caracter endémico para algunos EVs, aunque también se detectaron cepas de
emergencia reciente en otras partes del mundo, cuyo ingreso a nuestra region probablemente ocurrio
hace relativamente poco tiempo sin que hayan llegado a dispersarse ampliamente, tal es el caso de
la variante emergente C1-like de enterovirus A71.

Con respecto a las epidemias de HFMD que afectaron a las ciudades de Salto y Paysandd, se
evidencié que fueron tres miembros de la especie A los responsables de los casos: coxsackievirus
A6, A16 y A10. Al integrar en andlisis filogenéticos secuencias obtenidas desde los casos clinicos
de HFDM con secuencias obtenidas desde muestras ambientales, se constato la circulacion en
Uruguay y en la region, de linajes epidémicos a nivel mundial como es el caso del linaje D3 de
coxsackievirus A6 o del linaje F de coxsackievirus A10. Ademas, se observd una estrecha relacion
genética entre las cepas detectadas durante las epidemias de Salto y Paysandu a partir del estudio
de casos clinicos, con cepas detectadas en muestras de agua residual colectadas previamente
Esta tesis aporta datos sin precedentes en la region sur de Sudamérica sobre la presencia en el
ambiente de un amplio espectro de tipos de EVs, y profundiza en la caracterizacion de algunas
variantes de interés para la salud publica, asi como en el estudio de eventos epidémicos de casos
de una enfermedad que no habia sido abordada en profundidad en Uruguay.

Esta tesis es un aporte para la creacién de un programa de wastewater-based epidemiology para
EVs en Uruguay mediante monitoreo de aguas residuales empleando next-generation sequencing.
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1. INTRODUCCION

Cualquier abordaje epidemiologico que realicemos de los enterovirus humanos,
presenta cierta complejidad intrinseca que merece ser detallada. En primer lugar,
enterovirus humanos hace referencia a un numeroso grupo de virus, en el cual
podriamos citar a mas de 100 tipos distintos (Zell et al. 2017), que, estando
relacionados genéticamente, presentan caracteristicas distintivas unos de otros.
Estas caracteristicas distintivas, pueden llegar a ser bastante complejas, citando
como ejemplo, la utilizacién de distintos receptores celulares durante la infeccion
(Wells & Coyne, 2019) y el desencadenamiento de distintas y diversas
enfermedades en el humano (Tapparel et al. 2013).

Un grupo tan numeroso y diverso, se ha asegurado su caracter de ubicuo. Los
enterovirus afectan humanos de ambos sexos, de todas las edades, y en todas las
regiones del planeta, durante las distintas estaciones climéticas del afio (Pallansch
et al. 2013). A pesar de ello, mientras que en torno a algunos enterovirus se ha
generado mucho conocimiento, otros han sido apenas explorados y aun, no se ha
llegado a comprender del todo su rol en relacion a la salud publica humana, debido
a que se trata de variantes inusualmente detectadas (Bessaud & Delpeyroux, 2020).
Por supuesto que el sesgo en la atencion hacia unos u otros ha estado dirigido por
el impacto que han tenido, o tienen, sobre la salud de la poblacién.

Ademas, a menudo son detectadas nuevas variantes, muchas de las cuales cobran
protagonismo rapidamente en epidemias locales, regionales, y globales, incluso
asociadas a enfermedades con las cuales no estaban relacionadas previamente
(Bian et al. 2015, Zhang et al. 2016a, Baggen et al. 2018a). Esta complejidad propia
de los enterovirus humanos demanda que la vigilancia epidemiol6gica sea un
proceso con capacidad de redirigirse todo el tiempo.

1.1. Clasificacion y taxonomia

Todos los enterovirus humanos pertenecen al grupo IV de la clasificacion de
Baltimore, por poseer un genoma constituido por un ARN monocatenario de sentido
positivo (Baltimore, 1971). Ademas, los enterovirus humanos integran el género
Enterovirus de la familia Picornaviridae (Zell et al. 2017). Este género, incluye 12
especies de Enterovirus (EV-A a EV-L) y 3 especies de Rinovirus (RV-A a RV-C).
Las 4 primeras especies de Enterovirus (EV-A a EV-D), al igual que los Rinovirus,
se caracterizan por infectar humanos?!. Los enterovirus humanos EV-A a EV-D
incluyen los clasicamente conocidos coxsackievirus, echovirus, poliovirus vy
enterovirus numerados.

Los coxsackievirus se encuentran distribuidos en las especies A, B y C, mientras
que los echovirus integran exclusivamente la especie B y los poliovirus

! Los Rinovirus, por pertenecer al género Enterovirus e infectar humanos, también podrian considerarse enterovirus humanos,
pero a los efectos de esta tesis solo consideraremos como tal a los miembros de las especies A, B, Cy D.



exclusivamente la especie C. Por otro lado, los enterovirus numerados se
distribuyen en las cuatro especies (desde la especie A hasta la especie D).

La nomenclatura de coxsackievirus, echovirus y poliovirus corresponde a una
clasificacion originalmente basada en su capacidad para infectar/enfermar ratones
de experimentacion y humanos, en la que los coxsackievirus eran aquellos virus
capaces de causar paralisis flacida (coxsackievirus del tipo A) o espatica
(coxsackievirus del tipo B) al ser inoculados en ratones recién nacidos, a diferencia
de los poliovirus, que eran reconocidos por generar paralisis casi que
exclusivamente en humanos, por lo general graves y con dafio neurolégico
permanente. Por otro lado, los echovirus incluian virus que habian sido aislados
mediante cultivo celular, pero que no desencadenaban patologias en animales de
experimentacion, y para los cuales (inicialmente) se desconocia asociacion alguna
con enfermedad en humanos (Hyypia et al. 1997, Pallansch et al. 2013).

Esta nomenclatura clasica se continta utilizando hoy en dia, pero los tipos que se
fueron descubriendo desde los afios 60 a la actualidad han sido denominados
mediante numeracidn consecutiva y la palabra “enterovirus”, a partir del nimero 68
(Schieble et al. 1967, Melnick et al. 1974). Ademas, para indicar su pertenencia a
una especie determinada, cada enterovirus numerado es nombrado con la letra
correspondiente a su especie, por ejemplo, EV-D68, por ser miembro de la especie
D. Esto ha evitado el incremento de nuevos miembros en las tres categorias
mencionadas anteriormente (coxsackievirus, poliovirus, y echovirus), solucionando
asi diferentes dificultades planteadas que complicaban la clasificacion de nuevas
variantes, tal como las patogenicidades distintas para dos cepas de un mismo
serotipo, al ser evaluadas en modelo raton (Hyypia et al. 1997).

En la actualidad, el género Enterovirus se divide en especies en base a la
organizacién del genoma, la similitud de secuencia y también segun propiedades
biologicas. Para las especies A, B, C y D, se ha determinado que los miembros de
cada una de estas comparten mas de 70% de identidad aminoacidica a nivel de la
poliproteina, mas del 60% a nivel de la region P1 y mas del 70% en las proteinas
no estructurales 2C + 3CD. A su vez, poseen un rango limitado de receptores
celulares, y un rango limitado de hospedero, su contenido G+C no varia en més de
2,5%, y presentan una compatibilidad significativa en el procesamiento proteolitico,
replicacion, encapsidacién, y recombinacién genética (Pallansch et al. 2013).

En base a estudios moleculares se ha determinado que la secuencia nucleotidica
de VP1 permite distinguir a los diferentes enterovirus y asignar serotipo con el
mismo valor que si se estuvieran utilizando ensayos de neutralizacion. El criterio de
tipificacion esta dado por una similitud de al menos 75% a nivel nucleotidico, y 85%
a nivel aminoacidico con una cepa prototipo (Oberste et al. 1999a, Oberste &
Pallansch, 2005). Estos cut-off fueron propuestos hace mas de 20 afios basandose
en un namero relativamente pequefio de secuencias en comparacion con las que
se han reportado hasta la actualidad. Sin embargo, este criterio es ampliamente
aceptado y ha funcionado para la mayoria de los enterovirus que conocemos,
aungue se ha aceptado que existen zonas grises en la clasificacion de algunos tipos
(Brown et al. 2009, Lukashev & Vakulenko, 2017), y que en general, la descripciéon
de tipos nuevos, no debe limitarse a este criterio (Harvala et al. 2018).
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1.2. Enterovirus humanos y la salud humana
Los enterovirus estan asociados con mas de 20 sindromes clinicamente
reconocibles, entre los que destacan la poliomielitis, encefalitis, meningitis aséptica,
enfermedad enteroviral diseminada perinatal, miocarditis, pericarditis, pleurodinia,
enfermedad respiratoria, enfermedad febril, sindromes de Reye, exantema,
enantema, conjuntivitis, uveitis, gastroenteritis, hepatitis, enfermedad manos-pies-
boca, artritis, pancreatitis, y enfermedades cronicas en pacientes
inmunocomprometidos. Otras enfermedades son menos frecuentes, o su asociacion
con enterovirus ha sido objeto de controversia, como la diabetes, desérdenes del
tracto urinario, orquitis, sindrome de muerte subita infantil, rabdomiolisis, y sindrome
de fatiga postviral (Stalkup & Chilukuri, 2002; Tapparel et al. 2013).
Aungue muchas de las infecciones por enterovirus son asintomaticas o subclinicas,
brotes regulares o esporadicos de enfermedades asociadas a los mismos son
comunes en todo el planeta, y conducen a una morbilidad y mortalidad significativa
(Pallansch et al. 2013, Pons-Salort et al. 2015). S6lo en Estados Unidos, se estima
gue estos virus causan entre 10 a 15 millones de infecciones sintomaticas cada afio
(Centers for Disease Control and Prevention, 2021a).
Desafortunadamente, aunque existe a nivel mundial un programa de vigilancia para
poliovirus (uno de los enterovirus humanos de mayor importancia causante de
cuadros de paralisis flacidas agudas, AFP por Acute Flaccid Paralysis), la vigilancia
del resto de los enterovirus humanos (enterovirus no-polio) varia muchisimo entre
paises y regiones, y en general, se realiza de manera pasiva. Algunos paises han
realizado esfuerzos adicionales para contar con mayor conocimiento sobre la
incidencia de los enterovirus en la salud de la poblacién. Por ejemplo, Japon cuenta
con un sistema de vigilancia centinela basado en la identificacion de pacientes con
meningitis aséptica, enfermedad manos-pies-boca, herpangina y conjuntivitis
hemorragica aguda (Pons-Salort & Grassly, 2018). También en China, se ha dirigido
la vigilancia principalmente hacia la enfermedad manos-pies-boca debido a que
desde hace muchos afos se reportan grandes epidemias y se ha constatado una
circulacion extendida en el tiempo de una gran diversidad de enterovirus causando
estos casos (Xing et al. 2014). Por otro lado, en Estados Unidos la vigilancia se basa
en el reporte voluntario por parte de laboratorios con capacidad de tipificacién de
enterovirus, y los datos principalmente corresponden a casos ocurridos durante
brotes, y no tanto a la circulacion endémica de los distintos tipos (Pons-Salort et al.
2018). En cambio, en Europa, en general la vigilancia recae en la deteccion de
enterovirus en pacientes con infecciones graves que fueron admitidos en hospitales
y presentaron sintomatologia de afectacion neurolégica (Bubba et al. 2020).
Las infecciones por enterovirus ocurren mas frecuentemente en nifios menores de
10 afos. En regiones de clima templado, las infecciones son mas comunes durante
el verano y el otofio, mientras que en regiones tropicales ocurren a lo largo de las
cuatro estaciones climaticas. La edad presenta una fuerte asociacion con la
presentacion clinica: enfermedades a nivel del sistema nervioso central ocurren mas
frecuentemente en nifios de 5 a 15 afos de edad, miocarditis en el rango de 20 a
40 anos, infecciones severas (incluyendo miocarditis, enfermedades del sistema
11



nervioso central y enfermedad del tipo séptica) en recién nacidos y nifios pequefios,
y enfermedad manos-pies-boca en nifios menores de 5 afios de edad. Un nivel
socioecondémico bajo constituye un factor de riesgo para la infeccion, probablemente
por su asociacion con la ausencia de saneamiento y condiciones de vivienda
precarios (Pallansch et al. 2013).

La relevancia de los enterovirus a nivel de la salud publica mundial, se debe
principalmente a que éstos son reconocidos como patdgenos emergentes
causantes de enfermedades neurolégicas, las cuales a menudo acarrean mas
complicaciones que las infecciones leves (Morens et al. 2019; Uprety & Graf, 2020).
Ademas, si bien poliovirus ha sido erradicado en casi la totalidad del planeta, las
AFP continban siendo un importante problema de salud publica, asociandose
muchos de estos casos con enterovirus no polio (Sousa et al. 2020, Onvimala et al.
2021, Yoon et al. 2021). Por otro lado, la enfermedad manos-pies-boca ha
incrementado su incidencia en la region de Asia-Pacifico afectando a millones de
nifios cada afio (Brown et al. 2020), y son cada vez mas frecuentes los reportes de
epidemias causadas por distintos enterovirus, no so6lo en esta region geogréfica,
sino también en occidente (Osterback et al. 2009, Mirand et al. 2012, Martinez-
Lépez et al. 2021). Especialmente, los recién nacidos y nifios pequefios desarrollan
sintomas severos y cuadros clinicos graves a partir de una infeccién por enterovirus.
De hecho, los enterovirus se encuentran entre las causas mas frecuentes de brotes
en unidades de cuidado intensivo neonatal cada afio en Estados Unidos (Wells &
Coyne, 2019).

La correlacion entre los distintos cuadros clinicos con los mas de 100 tipos de
enterovirus humanos es muy variable. Por ejemplo, si bien los tipos de la especie A
se relacionan mas frecuentemente con enfermedad manos-pies-boca, también han
sido documentados casos de la enfermedad asociados a serotipos de la especie B
(Sousa et al. 2018a, Chen et al. 2019, Xiao et al. 2021). A su vez, practicamente
todos los enterovirus han sido identificados en casos de AFP, aunque algunos tipos
presentan una asociacion mucho mas estrecha que otros (Suresh et al. 2018). Con
estos ejemplos se comprende que, un mismo enterovirus puede estar asociado a
multiples cuadros clinicos.

A continuacion, se describird de manera muy resumida, las implicancias que los
enterovirus de cada especie viral presentan para la salud de la poblacion.

1.2.1. Especie A

La especie A incluye varios coxsackievirus del tipo A y algunos enterovirus
numerados (Figura 1). Varios de los miembros de esta especie estan implicados en
meningitis, encefalitis, paralisis, enfermedades del tracto respiratorio inferior y
superior, herpangina, onicomadesis, miopericarditis, entre otras (Tapparel et al.
2013). Sin embargo, en general, los miembros de la especie A, se caracterizan por
estar asociados a cuadros de enfermedad manos-pies-boca (HFMD por hand-foot-
and-mouth disease), y son la causa mas comun de epidemias de esta enfermedad
(Esposito & Principi, 2018). Dicha enfermedad se caracteriza por la aparicién de
ampollas en la boca (herpangina), asi como rash cutaneo en palmas de manos y
plantas de pies. Inicialmente puede incluir fiebre, dolor de garganta y malestar. En
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la region de Asia-Pacifico se han reportado grandes epidemias, donde destaca
China, con aproximadamente 2 millones de casos cada afio (Liu et al. 2021).
Coxsackievirus A16 y enterovirus A71 son los dos tipos clasicamente relacionados
con la HFMD. EIl primero de ellos ha sido tipicamente caracterizado por causar
cuadros leves de la enfermedad, y en los ultimos afios su incidencia ha perdido
importancia ante la emergencia de otros tipos que lo han desplazado (Kimmis et al.
2018, Bian et al. 2019). El enterovirus A71, ha tenido un rol preponderante en la
generacion de brotes de HFMD, causando en algunas oportunidades, cerca del 80%
de los casos (Klein & Chong, 2015), y hasta un 96% de los casos graves de la
enfermedad durante algunos brotes (Wang et al. 2017, 2018, Li et al. 2018). A su
vez, ha sido implicado en varios brotes de AFP en distintas partes del mundo, y se
lo ha catalogado como una causa emergente de las mismas, en las postrimerias de
la erradicacion del poliovirus (Suresh et al. 2018). Existe una importante diversidad
de genogrupos de enterovirus A71 (genogrupos A hasta G), que se han distribuido
globalmente segun determinado patron temporal y geografico (Puenpa et al. 2019).
A fines de la década del 2000, se comenz0 a reportar la emergencia de tipos como
el coxsackievirus A6 o el coxsackievirus A10 durante la caracterizacion de brotes
de HFMD, incluso relacionandolos con casos atipicos de la enfermedad, y algunas
veces con derivaciones y complicaciones a nivel del sistema nervioso central de los
individuos afectados (Aswathyraj et al. 2016, Chen L et al. 2020, Zhao et al. 2020).
A la actualidad, coxsackievirus A6 aparece como la causa mas frecuente de HFMD.
A su vez, se ha visto la co-circulacion de los serotipos CVA6, CVA10, CVA16y EV-
A71 durante grandes epidemias (Lu et al. 2012; Klein & Chong, 2015) lo cual
propicia la interaccion evolutiva de los mismos.

1.2.2. Especie B

La especie Enterovirus B incluye unos 59 serotipos entre los cuales encontramos
todos los coxsackievirus del tipo B, el coxsackievirus A9, todos los echovirus y varios
enterovirus numerados (Figura 1). Es la especie mas numerosa cuando la
comparamos con las otras tres, y ademas la mas frecuentemente reportada a nivel
global (Zell et al. 2017, Brouwer et al. 2021).
Muchos de los enterovirus de esta especie, pueden causar una infeccién del sistema
nervioso central, aunque por lo general es limitada a la inflamacion de las meninges
(meningitis aséptica) sin llegar al parénquima (encefalitis) o la médula espinal
(mielitis). Cuando el virus infecta la sustancia gris de la médula espinal se
desencadena la AFP (Tapparel et al. 2013).
La AFP es una de las enfermedades mas comiunmente relacionada a los enterovirus
de esta especie. Diferentes serotipos han estado implicados en el 72% de todos los
casos de AFP asociados con enterovirus, siendo algunos tipos apenas encontrados
esporadicamente, y otros de manera muy frecuente (Suresh et al. 2018). Por otro
lado, mas del 90% de las meningitis virales son causadas por enterovirus, aunque
apenas 3% de las infecciones del sistema nervioso central por enterovirus llevan a
encefalitis (Koskiniemi et al. 1991, Irani 2008). En poblaciones de recién nacidos
(muy susceptibles) la infeccion del sistema nervioso central se asocia con infeccion
sistémica, necrosis hepatica, miocarditis, y enterocolitis necrotizante con tasas de
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morbilidad y mortalidad estimadas en 70% y 10%, respectivamente. Bebés de
mayor edad, nifios y adultos muy rara vez presentan meningitis complicadas y por
lo general se recuperan sin secuelas (Irani 2008, Tapparel et al. 2013).

Echovirus 30 es uno de los enterovirus de la especie B mas comunmente
detectados y es la causa principal de meningitis virales y encefalitis en climas
templados, con grandes epidemias recientemente reportadas en Europa, América y
la regidn Asia-Pacifico (Brown et al. 2020). Un estudio realizado en Europa
demostré que ademas del echovirus 30, varios echovirus (E5, E6, E9, E11 y E18)
son detectados principalmente a partir de pacientes con sintomas neurolégicos, y
son responsables de miles de casos anualmente en dicha region. Este y otros
estudios colocan a echovirus 6 como un enterovirus muy frecuentemente detectado,
al igual que echovirus 30 (Trallero et al. 2010, Wieczorek et al. 2016, Bubba et al.
2020).

A su vez, los coxsackievirus del tipo B se asocian comunmente con las miocarditis
y pancreatitis (Baboonian et al. 1997; Huber & Ramsingh, 2004). Se ha detectado
la presencia de enterovirus en hasta el 70% de muestras de miocardio afectado por
esta patologia (Tapparel et al. 2013).

Ademas de estos cuadros clinicos, los enterovirus de la especie B también se han
reportado desde casos de enfermedad manos-pies-boca, pleurodinia, enfermedad
respiratoria, herpangina, o gastroenteritis (Tapparel et al. 2013).

a Enterovirus A (EV-A} b
Coxsackievirus A2-A8, A10, A12, A14, A16
Enterovirus A71, A76, AB3-A92, A114, A119-A125

Enterovirus B (EV-B)
y: Coxsackievirus B1-B6, A9
i \ / ; 2 Oetory Echovirus 1-E7, E9, E11-E21, E24-E27, E29-E33
" Enterovirus B69, B73-B75, B77-B88, B93, B97, B8, B100, B101, B106, B107, B110-B114

Enterovirus C (EV-C)

Poliovirus 1, 2, 3

Coxsackievirus A1, A11, A13, A17, A19, A20-A22, A24

Enterovirus C95, C86, €99, C102, C104, C105, C109, C113, C116-C118

Enterovirus D (EV-D)
Enterovirus D68, D70, D94, D111, D120

Figura 1. Clasificacién de Enterovirus Humanos. Los enterovirus humanos se agrupan en cuatro
especies virales distintas (EV-A, EV-B, EV-C y EV-D) e integran junto a otras 11 especies de rinovirus
y enterovirus, el género Enterovirus, de la familia Picornaviridae (a), (la imagen no incluye las
especies EV-I, EV-K, y EV-L). Dentro de cada una de estas cuatro especies encontramos distintos
tipos de coxsackievirus, echovirus, poliovirus y enterovirus numerados (b), que se asocian con
diversas enfermedades o condiciones clinicas en el ser humano. La imagen del panel a) fue tomada
y modificada de Tapparel et al. (2013), doi: 10.1016/j.meegid.2012.10.016 y la informacion mostrada
en el panel b) fue tomada desde https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-
sense-rnaviruses/w/picornaviridae/681/genus-enterovirus.

1.2.3. Especie C

Al mencionar la especie C debemos hacer una consideracién ya que es la especie
en la cual encontramos a los tres tipos de poliovirus (Brown et al. 2003, Rakoto-
Andrianarivelo et al. 2008a) y los mismos merecen una seccién aparte, no solo por
la alta incidencia que han tenido en los casos de paralisis infantil a nivel mundial,
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sino por los esfuerzos a nivel de salud publica que se han realizado en las ultimas
décadas para lograr su erradicacion. Ademas de estos tres tipos, en la especie C
encontramos varios coxsackievirus del tipo A, asi como varios enterovirus
numerados, totalizando 23 tipos distintos (Figura 1).

Se ha demostrado que los enterovirus no polio de la especie C, circulan de manera
frecuente en el continente africano, a partir del estudio de heces de nifios sanos y
de pacientes con cuadros de AFP (Rakoto-Andrianarivelo et al. 2007, Sadeuh-Mba
et al. 2013). A pesar de que no son muy comunmente reportados desde el estudio
de casos clinicos en paises desarrollados (Harvala et al. 2014, Brinkman et al. 2017,
Pons-Salort et al. 2018), varios estudios basados en el andlisis de agua residual
doméstica los reportan circulando frecuentemente entre las poblaciones (Harvala et
al. 2014, Brinkman et al. 2017, Majumdar et al. 2018a). De todas formas, los
enterovirus no-polio de la especie C han sido identificados a partir del estudio de
cuadros de AFP (Sousa et al. 2020), meningitis (Nkosi et al. 2021), HFMD (Xu et al.
2017) y enfermedades respiratorias (Supian et al. 2021), entre otras (Tapparel et al.
2013).

Particularmente, una variante de coxsackievirus A24 (CVA24v) ha sido responsable
de grandes y extendidas epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda (AHC por
Acute Hemorrhagic Conjunctivitis). Las infecciones por este tipo son principalmente
documentadas en los trépicos durante la temporada de verano lluvioso, y se han
reportado importantes brotes en China, Guayana Francesa, India, Brasil y Africa
Occidental (Brown et al. 2020). La variante de CVA24 que causa AHC ha
manifestado una naturaleza pandémica, con 10 millones de casos de conjuntivitis
reportados mundialmente (Baggen et al. 2018b).

1.2.4. Especie D

Aungque apenas encontramos 4 tipos en esta especie (Figura 1), uno de ellos, el
enterovirus D68, re emergié en torno al afio 2014 significando grandes problemas
para la salud publica de varias regiones.

Si bien este virus se conoce como virus respiratorio desde 1962 (Schieble et al.
1967), recién en 2014 se reporté un gran brote de enfermedad respiratoria severa
asociado al mismo en Norteamérica (The Lancet Infectious Diseases, 2014; Midgley
et al. 2015, Messacar et al. 2016) con clusters de infeccibn mas pequefios en
Europay Asia, demostrando la re-emergencia del mismo (Holm-Hansen et al. 2016).
Los casos aumentaron en 2016 y 2018, detectandose también en América del Sur
y continuando su circulacion en el resto del planeta (Carney et al. 2015, Ruggieri et
al. 2017, Brown et al. 2020).

Durante la epidemia de 2014, se reportaron casos de mielitis flacida aguda (AFM
por Acute Flaccid Myelitis) en algunos de los nifios con diagndéstico de EV-D68, lo
que llevo a considerar un rol de este virus en el aumento de la gravedad de la
enfermedad y el desarrollo de sintomas neuroldgicos. La evidencia acumulada
actualmente indica que EV-D68 seria la causa de la serie de casos de AFM
reportados (Hixon et al. 2019, Uprety & Graf, 2020; Elrick et al. 2021).
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Actualmente, los sistemas de vigilancia continlan en alerta, y se esta trabajando
activamente en el desarrollo de drogas y vacunas contra dicho patdégeno (Dai et al.
2018, Hu et al. 2020, Raychoudhuri et al. 2021).

1.3. Estructura

El nombre de la familia que incluye a los enterovirus humanos (Picornaviridae)
proviene de pico=pequefio y rna=ARN virus: pico-rna-virus, es decir virus pequefos
con genoma ARN, siendo estas, caracteristicas de dicha familia (Zell, 2018). Por lo
general los enterovirus tienen un tamafo aproximado de entre 25 a 30 nanémetros.
Los viriones son esféricos, carecen de envoltura y las capsides estan formadas por
60 unidades estructurales (protdmeros) que, mediante un ordenamiento en 12
pentdmeros, confieren al virion una simetria del tipo icosaédrica (Figura 2). Cada
protbmero consta de un arreglo de las proteinas denominadas VP1, VP2, VP3 (una
unidad de cada una), las cuales representan la cara externa de la cipside y estan
asociadas hacia el interior con VP4, proteina que reviste la cara interna de ésta
(Hyypia et al. 1997, Baggen et al. 2018a).

Five-fold
axis

Twofold axis'

Threefold axis

Three-fold

oromes axis
Figura 2. Estructura de una particula viral de enterovirus. En a) se observa como se ensamblan
las proteinas VP3, VP2 y VP1 constituyendo la unidad estructural denominada protdémero. Cinco
protémeros se arreglan de tal manera que dan lugar a una estructura pentamérica. Doce pentameros
se asocian para dar lugar a la capside del enterovirus, la cual adopta una simetria del tipo
icosaédrica. Nétese que, rodeando cada vértice quintuple, se evidencia una estructura denominada
“cafién”, la cual seria de suma importancia para la unién de la particula viral al receptor celular. En
b) se observa una reconstruccién de la superficie de la capside del enterovirus D68 coloreada segun
la distancia con respecto al centro del virion, como se muestra en la barra de referencia (note que
las regiones mas protruyentes aparecen de un color rojo intenso, y las depresiones de un color azul
oscuro). En c) se esquematiza la estructura de la capside del enterovirus D68, representando
claramente la estructura conocida como cafion. En cada panel, un triangulo amarillo indica uno de
los 60 protdmeros que componen la capside del virus. La proteina VP4 se asocia a las demas
proteinas estructurales y constituye el revestimiento interno de la capside (no se muestra en ninguno
de los paneles). Las imagenes de los paneles a) y b) fueron tomadas y modificadas de Baggen et al.
(2018a), doi: 10.1038/s41579-018-0005-4 y la imagen del panel c) fue tomada y modificada de Elrick
et al. (2021), doi: 10.1016/j.jbc.2021.100317.

El genoma de los enterovirus humanos esta compuesto por aproximadamente unos
7.500 nucledtidos de acido ribonucleico, y esta longitud varia dependiendo del tipo
de enterovirus en cuestion (Zell, 2018).
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Cada genoma posee una proteina VPg covalentemente unida a su extremo 5 y una
region de poliadeninas en el extremo 3". Dos regiones no traducibles (UTRs por
untranslated regions), en los extremos 5y 3" flanquean un largo marco abierto de
lectura (ORF, por Open Reading Frame), que codifica una poliproteina de
aproximadamente 2.220 aminoacidos. Esta poliproteina, serd luego clivada por
proteinasas celulares, para dar origen a polipéptidos virales maduros. En la
extension de la poliproteina encontramos tres regiones: P1, P2 y P3 (Figura 3).

La region P1 contiene lo genes (1a a 1d) codificantes de las proteinas estructurales
(VP4, VP2, VP3 y VP1). La region P2 codifica una proteasa (2Apro), mas dos
proteinas involucradas en la replicacion del ARN (2B y 2C). Finalmente, la proteina
VPg (3B), su precursor (3AB), la proteasa viral principal (3Cpro), y la ARN
polimerasa dependiente de ARN (3Dpol) se encuentran en la region P3. Cada
producto proteico final es el resultado de subsecuentes clivajes de precursores de
mayor longitud a partir de la poliproteina inicial (Wang et al. 2020).

Proteinas de capside Proteinas no estructurales
IRES
» P1 s P2 T P3 o
Cloverleaf
e,
cL (1) 3386 5110 7370
7441
P4 cre 3B (VPg) |
5'VPg L wve2 vea| WP1 |2A 28] 2¢ ] 3D Pt-oa
i "2 LV 51! A
Spacer 1 Vil Main ORF poly A AA
5 UTR Spacer 2 i 3 UTR

Figura 3. Organizacion del genoma de enterovirus. Elgenoma de ARN de hebra simple de sentido
positivo, y poliadenilado en el extremo final 3’ de los enterovirus, se encuentra unido covalentemente
a una proteina viral VPg (también llamada 3B) en el extremo 5. Ademas del marco abierto de lectura
principal (Main ORF), la mayoria de los tipos de las especies EV-A, EV-B y EV-C, contienen un
segundo marco de lectura (UORF), corriente arriba y solapante con el ORF principal, el cual codifica
para una proteina que estaria implicada en el crecimiento del virus en el epitelio intestinal. La region
codificante es flanqueada por dos regiones no traducibles (5" y 3" UTR). La 5"UTR (743 nucle6tidos)
se muestra aumentada para indicar las siete estructuras del tipo stem-loop (I a VII) que forman dos
unidades funcionales: la “hoja de trébol” o “cloverleaf” (CL:l) que se requiere para el inicio de la
sintesis de las hebras positivas y negativas de ARN, y el sitio interno de unién al ribosoma (IRES: II-
VI) que inicia la traduccion cap-independiente mediante la interaccion con factores de traduccion
canonicos y no candnicos para reclutar los ribosomas. La region P1 codifica para las proteinas de la
cépside (VP1, VP2, VP3 y VP4) y las regiones P2 y P3 codifican para proteinas no estructurales
como ser la 3D ARN polimerasa dependiente de ARN. La imagen fue tomada y modificada de Muslin
et al. (2019), doi:10.3390/v11090859.

Como se puede observar, las distintas regiones del genoma tienen asociadas
proteinas que cumpliran distintas funciones, por lo que a P1 se la denomina region
estructural y a P2 y a P3 regiones no estructurales.

Durante muchos afos se pensaba que los enterovirus contaban con un unico ORF,
pero recientemente se ha descubierto la existencia de un segundo ORF en la
mayoria de los enterovirus de las especies A y B, y en aproximadamente la mitad
de los del tipo C (Lulla et al. 2019), el cual se localiza corriente arriba y solapando
el ORF de la poliproteina. Este segundo ORF codifica una proteina cuyo rol estaria
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relacionado con la posibilidad de replicarse en el epitelio intestinal, sitio de entrada
en un hospedero susceptible.

Segmentos especificos localizados en las UTRs, seran reconocidas por las
subunidades ribosomales de la célula, asi como por varios factores que actian en
la replicacion del genoma viral. Dichos motivos se encuentran altamente
conservados, a diferencia de otras secciones que muestran una gran variacion
genética (Dutkiewicz et al. 2016, Muslin et al. 2019). También se encuentran
altamente conservados algunos segmentos codificantes para las proteinas no
estructurales, cuyas funciones son de suma importancia para el ciclo de vida del
virus. En cambio, existe una gran variacion de largo y secuencia a nivel de P1, como
resultado de la presion inmune causada por los anticuerpos del hospedero sobre
las proteinas externas de la capside VP3, VP2 y VP1, las cuales se encuentran
expuestas a los mismos.

1.4. Infeccidny ciclo replicativo

El ciclo replicativo de un enterovirus comienza con la unién del viribn a uno, o a
varios receptores en la superficie de la célula diana, lo que lleva a una endocitosis
mediada por receptor. Los enterovirus pueden utilizar diferentes rutas de
endocitosis, dependiendo del serotipo y del tipo celular. La unién al receptor y/o
cambios de pH en el sistema endosomal desencadena la decapsidacion del genoma
y su liberacion al citoplasma mediante un poro que se forma en la membrana
endosomal (Baggen et al. 2018a, Buchta et al. 2019).

Si bien el repertorio de receptores utilizados es sumamente amplio, y los diversos
enterovirus pueden utilizar varias vias de entrada a la célula, muchos de los
procesos que ocurren una vez que el viribn ingresa a la misma son altamente
conservados evolutivamente (Figura 4). Cuando el ARN viral se encuentra ya en el
citosol, es traducido en una Unica poliproteina que sera procesada proteoliticamente
por las proteinasas virales 2Apro, 3Cpro, y 3CDpro en unas diez proteinas
(proteinas de capside VPO, VP1y VP3, y proteinas de replicaciéon 2A-2 C y 3A-3D)
y algunos intermediarios estables (Baggen et al. 2018a).

La replicacidén del genoma tiene lugar en estructuras membranosas inducidas por el
propio virus denominados Organelos de Replicacion (van der Schaar et al. 2016).
La sintesis de una nueva hebra es llevada a cabo por la ARN polimerasa
dependiente de ARN (3Dpol), comenzando por la sintesis de una hebra negativa
(con el genoma de sentido positiva que ingres6 como molde) y la generacion de un
intermediario de replicacion doble hebra de ARN.

La hebra negativa oficiara de molde para la sintesis de nuevas hebras positivas. Los
nuevos ARN podran ser tanto utilizados como molde para replicaciones o
traducciones adicionales, o ser encapsidados como nuevos viriones. El ensamblado
de las proteinas estructurales VPO, VP1 y VP3 en protobmeros y pentameros
favorece la formacién de las capsides. Junto al nuevo ARN viral, los pentameros
forman el proviridn en un proceso que se acopla estrechamente con la replicacion
del ARN. Finalmente, se da de manera ARN-inducida, el procesamiento de VPO en
VP2 y VP4 para generar viriones maduros (Baggen et al. 2018a).
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Figura 4. Esquema del ciclo replicativo de un enterovirus. La imagen fue tomada de Baggen et
al. (2018a), doi: 10.1038/s41579-018-0005-4.

Ademas del clivaje de la poliproteina viral, las proteinasas virales 2Apro y 3Cpro
clivan varias de las proteinas de la célula hospedera para optimizar la traduccion,
replicacion y dispersion del virus, y para suprimir la respuesta celular antiviral (Wells
& Coyne, 2019).

Por ejemplo, estas proteinasas virales inducen el silenciamiento del hospedero al
clivar factores celulares involucrados en la transcripcién y en la traduccion CAP-
dependiente de Ilos mensajeros celulares, disrumpen el transporte
nucleocitoplasmatico (mediante clivaje de nucleoporinas), interrumpen las vias del
interferdn tipo | (clivando sensores de ARN y proteinas sefial), y como si fuera poco,
desorganizan el citoesqueleto. Todos estos procesos llevan a cambios dramaticos
en la morfologia celular (entiéndase produccion de efecto citopatico) y culminan en
la muerte y lisis de la célula (Harris & Coyne, 2014; Baggen et al. 2018a) (Figura 4).
Si bien clasicamente se ha entendido a los enterovirus como virus obligadamente
liticos, se ha acumulado evidencia sobre la capacidad de los mismos para egresar
de la célula previo a la lisis, en estructuras unidas a membrana que pueden
acomodar multiples viriones (Lai et al. 2016).

La unidn del virion a un receptor celular especifico determina en cierta medida el
tropismo y la patogénesis. Desde la identificacion del receptor para poliovirus
(CD155 también conocido como PVR) en 1989 (Mendelsohn et al. 1989) se ha
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generado una larga lista de receptores celulares para los distintos enterovirus, la
mayoria de ellos receptores del tipo inmunoglobulinas o integrinas. Este repertorio
incluye el Scavenger B2 (SCARB2) y el P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1)
para EV-A71, el receptor coxsackievirus-adenovirus (CAR) para los coxsackievirus
tipo B, y el receptor neonatal Fc (FCRn) para echovirus, entre otros (Wells & Coyne,
2019).

La posibilidad con la que cuentan los enterovirus, de unirse a un largo repertorio de
receptores distintos, provee una posible explicaciéon para el amplio espectro de
enfermedades que desencadenan. Por otro lado, no todos los receptores son
capaces de dirigir la union a la superficie celular, la internalizacién del virus y de
iniciar la decapsidacion por si sélos. Sin embargo, a menudo, un virus puede utilizar
una variedad de receptores que auxilien en las distintas funciones (Kobayashi &
Koike, 2020).

1.5. Mecanismos para la generacion de diversidad genética

Los enterovirus humanos, como virus ARN que son, se caracterizan por poseer
genomas con una gran variabilidad de secuencia, incluso cuando se consideran
poblaciones tan pequefias como ser la progenie viral de una Unica célula infectada
(Domingo et al. 2012). Esta variabilidad, depende principalmente de dos
mecanismos evolutivos distintos: la mutacion y la recombinacion.

Las ARN polimerasas virales de los enterovirus presentan baja fidelidad en la
incorporacion de nucleétidos, y ademas carecen de actividad exonucleasa 3> 5’
correctora de errores, por lo que propician una alta frecuencia de mutaciones
durante la replicacion (Ferrer-Orta et al. 2015). Esto conlleva a la generacion de una
progenie heterogénea denominada quasiespecie, compuesta por variantes
relacionadas entre si, con unos pocos cambios en relacién a una Unica secuencia
consenso (Domingo et al. 2012). Se entiende que un enterovirus no circula en la
naturaleza como una entidad genética individual, sino que lo hace como una “nube”
de mutantes. Estas nubes, son verdaderos reservorios de variabilidad fenotipica
para la adaptacion del virus ante nuevos ambientes/desafios.

La alta tasa de incorporacion errénea de nucle6tidos, en genomas pequefios como
el de enterovirus, con ciclos replicativos cortos, lleva a que estos sean virus que
evolucionen rapidamente. Se calculd, por ejemplo, que los distintos tipos de
enterovirus humanos acumulan en promedio 9x10-3 sustituciones por sitio por afio
a nivel de VP1 (Lukashev et al. 2018). Debido a que diferentes partes del genoma
de enterovirus estan asociadas a diferentes funciones, existe variacion en la tasa
evolutiva a nivel de las mismas. Por ejemplo, hay regiones no codificantes
reconocidas por las subunidades ribosomales del hospedero, que son altamente
conservadas (poca variabilidad), sin embargo, la regién codificante de las proteinas
externas de la capside, las cuales son sujeto de presién inmune, son altamente
variables (Hyypia et al.1997).

Por otro lado, un mecanismo que constituye una gran fuerza impulsora de la
evolucion y que los enterovirus explotan frecuentemente, es el de la recombinacién
genomica (Kyriakopoulou et al. 2015, Muslin et al. 2019). Mediante este mecanismo,
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fragmentos gendmicos pertenecientes a dos viriones que infectaron una misma
célula, son combinados para formar el genoma de un nuevo virion (Figura 5).

El caracter de frecuente de la recombinacion entre los enterovirus se explica por
diversas caracteristicas ecoldgicas y bioldgicas propias de estos virus (revisadas
por Muslin et al. 2019): co-circulacién de multiples variantes pertenecientes a las 4
especies de enterovirus durante breves periodos en areas geograficas acotadas;
posibilidad de que un mismo hospedero se infecte con multiples variantes al mismo
tiempo; posibilidad que una misma célula del hospedero se infecte con mas de una
Unica variante contenidas en vesiculas lipidicas o agregados; co-localizacién de
cepas parentales en mismos compartimentos de replicacion; viabilidad de genomas
recombinantes y capacidad para diseminarse en la poblacion gracias a
compatibilidades existentes entre parentales, y cierta tolerancia a alteraciones
gendmicas para limitar sus consecuencias negativas.

En enterovirus, la recombinacion es factible, ya sea entre cepas de un mismo tipo
(Huang et al. 2008, Yip et al. 2011) asi como entre diferentes tipos de una misma
especie (Yoke-Fun & AbuBakar, 2006; Rakoto-Andrianarivelo et al. 2008b).
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Figura 5. Representacion esquematica de eventos de recombinacion intertipica entre
enterovirus de las especies A (a), B (b) y C (c) basada exclusivamente en secuencias de
genomas completos. En cada panel se proporciona un esquema de la organizacién general del
genoma de los enterovirus. Cada tipo dentro de una especie de enterovirus esté representado por
un color Unico. Debido a la frecuencia en los eventos de recombinacion entre distintos enterovirus,
se ha postulado que los genomas de estos virus son verdaderos mosaicos construidos con
fragmentos provenientes de distintos tipos. Obsérvese que, en algunas ocasiones, Unicamente se
pudo determinar la especie (y no el tipo) de uno de los donantes. La imagen fue tomada y modificada
de Kyriakopoulou et al. (2015), doi: 10.1007/s11262-014-1152-y.

La historia macro-evolutiva de los enterovirus nos plantea que este fenémeno ha
sido posible también entre tipos de especies diferentes ya que aparentemente, dos
eventos de recombinacion entre las especies ancestrales de las actuales, a nivel de
la unién 5°"UTR con la region codificante, tuvo un rol importante en la evolucién de
los enterovirus y explicaria por qué al analizar filogenéticamente este fragmento,
encontramos dos subgrupos: uno formado por las especies C y D y otro por las
especies Ay B (Santti et al. 1999).

A su vez, la identificacién de hot spots de recombinacion a lo largo de los genomas
de los enterovirus, ha evidenciado que la regidon estructural es una region
practicamente donde estos estan ausentes, y que la mayoria de los puntos de
recombinacion ocurren en las uniones de ésta con la region 5’"UTR y con la region
codificante para proteinas no estructurales, en la cual encontramos multiples puntos
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de recombinacion distribuidos sin ningan patrén claro, dando lugar a verdaderos
mosaicos genodmicos que conservan la region codificante de capside inalterada
(Figura 5). Estas observaciones nos sugieren la existencia de incompatibilidades
estructurales entre las proteinas de capside de distintos tipos, las cuales podrian
dificultar el ensamblaje o la maduracion del virién, o incluso la union al receptor
celular cuando los parentales emplean receptores diferentes. Por otro lado, las
distintas proteinas no estructurales podrian ser intercambiables entre variantes de
una misma especie (Kyriakopoulou et al. 2015, Muslin et al. 2019).

1.6. Emergencia de tipos y genotipos

En un estudio realizado por Lukashev & Vakulenko (2017) se estim6 que los
enterovirus humanos contemporaneos emergieron durante el ultimo milenio. Sin
embargo, aun no esta totalmente claro si los nuevos tipos emergen de novo, 0 Si
son transferidos desde primates, los cuales son hospederos de algunos de los
enterovirus de las especies A, B, C y D que aun no fueron detectados en humanos
(Mombo et al. 2017).

Las estimaciones realizadas por Lukashev & Vakulenko (2017) sittan a los
ancestros comunes mas recientes de los enterovirus, divergiendo apenas hace 55
a 200 afos (en general hace menos de 100 afios). Por otro lado, sabemos que la
mayoria de los enterovirus actuales fueron aislados por primera vez en torno a la
década de 19502

Mediante andlisis filogenético se ha sugerido que las poblaciones de los diferentes
tipos de enterovirus humanos sufrieron cuellos de botella y extincion de linajes, que
podrian haber reseteado repetidamente las edades de los ancestros comunes,
generando efectos fundadores. De hecho, para los aislados contemporaneos de la
mayoria de los tipos conocidos, se ha planteado que un ancestro comun Unico (o
unos pocos ancestros) existian luego del aislamiento de las cepas prototipos en la
década del 1950, y que estas Ultimas pertenecian en su mayoria a linajes que se
han extinguido (Lukashev & Vakulenko, 2017).

Estos cuellos de botella podrian estar relacionados con los ciclos anuales que
ocurren en climas templados de expansion-extincion de las poblaciones virales
(Pallansch et al. 2013), o también podrian deberse a los ciclos epidémicos de varios
enterovirus que, se prolongan durante varios afios y los cuales podrian explicarse
por fluctuaciones en la inmunidad de rebafio (Khetsuriani et al. 2006, van der
Sanden et al. 2010).

La interrogante es coémo los distintos tipos son capaces de experimentar
regularmente estos cuellos de botella tan severos sin extinguirse completamente.
Se ha propuesto un rol de reservorio de variantes a largo plazo para primates no
humanos (Sadeuh-Mba et al 2014). A su vez, en base a muestreos de secuencias
altamente divergentes en regiones geograficas distantes con respecto a aquellas

2 Ver afio de aislamiento de cepas prototipo de los diversos enterovirus: https://talk.ictvonline.org/ictv-
reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/picornaviridae/681/genus-enterovirus. A su vez
Lukashev & Vakulenko (2017) aclaran que las cepas prototipo de los enterovirus utilizados en sus andlisis
fueron aisladas entre los afios 1948 a 1955.
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desde donde proviene la mayor cantidad de informacion genética de los enterovirus,
se ha planteado que las mismas podrian ser un acervo genético importante con un
rol relevante a nivel evolutivo. Por ejemplo, en Madagascar se encontré un
genogrupo de enterovirus A71 que no habia sido detectado en miles de muestras
analizadas provenientes de otras regiones del planeta (Bessaud et al. 2014).

Para muchos de los enterovirus humanos se ha sugerido la existencia de genotipos
(diferenciacién intratipica) mediante analisis filogenético (Oberste et al. 2003,
Bessaud et al. 2014). Sin embargo, la diferenciacion de genotipos no es siempre
evidente cuando se analizan las poblaciones de los distintos tipos mediante analisis
filogenético, y en algunas ocasiones se ha clasificado arbitrariamente para facilitar
la descripcién epidemiologica (Bailly et al. 2009).

Segun Lukashev & Vakulenko (2017), para muchos enterovirus, es posible realizar
una asignacion de genotipos en base a un amplio criterio de 9 a 20% de identidad
nucleotidica, en funcioén del tipo considerado.

La existencia de multiples genotipos en cada tipo, podria explicarse también por el
efecto fundador y por la extinciébn de variantes ancestrales, tal como se ha
hipotetizado para explicar la existencia de mas de 100 enterovirus distintos
circulando actualmente.

Aungue la recombinacion se ha correlacionado con la emergencia de distintos
linajes de enterovirus (que han causado grandes epidemias), y con la virulencia
excepcional de algunas cepas, el mecanismo exacto, y los elementos que brindan
ventajas selectivas y una mejor adaptacion, aun se desconocen (Kyriakopoulou et
al. 2015).

1.7. Respuestainmune ante la infeccién

Una vez que ha ingresado al organismo, el virus replica en la mucosa de la
orofaringe o de intestino, para luego alcanzar la sangre via nodos linfaticos
ocasionando una viremia primaria que le permitira al virus alcanzar diversos tejidos
del hospedero. Si bien la mayoria de las infecciones puede acabar en esta etapa,
manifestandose como una enfermedad menor, con sintomas no especificos como
dolor de garganta, fiebre y malestar, la viremia puede sostenerse y la infecciéon
expandirse hacia, por ejemplo, el sistema nervioso central, o el corazén, donde los
enterovirus pueden infectar neuronas o cardiomiocitos, respectivamente (Tapparel
et al 2013). Otras células blanco podrian ser las fibras musculares, adipocitos, o
células epiteliales. Algunos enterovirus tienen un tropismo celular caracteristico,
aunque son muchos los que pueden causar mas de un unico tipo de enfermedad
debido a su mudltiple tropismo celular (Muehlenbachs et al. 2015). Enterovirus
genéticamente muy similares entre si, a menudo pueden asociarse con
manifestaciones clinicas tan diferentes como un resfriado y una paralisis muscular,
o incluso propagarse en un individuo sin generar sintoma alguno (Pallansch et al.
2013).
Una infeccion por enterovirus, se puede resolver mediante una adecuada respuesta
del sistema inmune del hospedero, que involucre tanto el sistema inmune innato,
como el adaptativo. La generacion de anticuerpos es de suma importancia para
combatir la infeccién. En tal sentido, se ha documentado que al menos el 50% de
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los adultos y nifios mayores poseen anticuerpos neutralizantes contra al menos 2
tipos distintos de enterovirus no polio, y que el 75 % de los adultos y nifios posee
anticuerpos neutralizantes para poliovirus (cuyo origen es la vacunacién?®) (Wallace
et al. 2016, Zhu et al. 2018). Estos anticuerpos, son de suma importancia en la
proteccidn ante re exposiciones a un mismo enterovirus y explicarian por qué los
neonatos y niflos pequefios experimentan infecciones graves, ante la ausencia de
los mismos (Zhu et al. 2018). Una vez adquiridos los anticuerpos contra un
enterovirus en particular, se genera una proteccion contra las reinfecciones, aunque
la naturaleza de la reinfeccion podria ser subclinica (Muehlenbachs et al. 2015).
Una vez activado el sistema inmune adaptativo, las IgM estan presentes en el
organismo por un periodo de 7 a 10 dias, a partir del cual comienza a producirse
IgG. La respuesta de anticuerpos neutralizantes (principalmente dirigidos a VP1)
aparece aproximadamente a la segunda semana de haber comenzado la infeccién,
alcanzando un maximo a las 5 semanas desde el inicio de la misma, pudiendo ser
ésta de existencia prolongada (Gauntt, 1997; Dotzauer et al. 2012, Pallansch et al.
2013).

La respuesta de células B, al parecer reviste mayor importancia en el clearence de
la infeccidn por enterovirus en comparacion con la respuesta de células T CD8+,
como lo demuestra el alto requerimiento de anticuerpos para proteger contra un
enterovirus que presentan los ratones knock-out para células B, los cuales no son
capaces de resolver la infeccion, y en los cuales el virus se propaga en altos titulos
a nivel de los distintos 6rganos del animal; o también la alta susceptibilidad a la
infeccion  por enterovirus que presentan aquellos pacientes con
agammaglobulinemia, los cuales ademas pueden excretar el poliovirus vacunal de
manera prolongada (hasta por 20 afios) luego de la inmunizacion con las cepas
atenuadas de la vacuna antipoliomielitica Sabin* (Pallansch et al. 2013).

Si bien los anticuerpos seran los responsables principales en la resolucién de una
infeccion por enterovirus, ya sea mediante neutralizacion, opsonizaciéon del
patégeno, o comienzo de la destruccion de células infectadas, la activacion de la
respuesta inmune innata reviste una gran importancia, sobre todo a nivel del
intestino, y de las células infectadas de manera primaria, en lo que seria el comienzo
de la eliminacién del virus. Determinadas estructuras de los enterovirus (patrones
moleculares asociados a patdégenos, PAMPS) son reconocidas por receptores que
la célula posee, denominados PRRs (receptores de reconocimiento de patrones,
PRRs) los cuales son codificados en la linea germinal, e inducen al activarse, un
estado antiviral como respuesta a la infeccion (Wells & Coyne, 2019).

Sin embargo, los enterovirus poseen varios mecanismos que les permiten evadir la
induccion de ese estado antiviral en la célula. Esto lo logran, principalmente
mediante el clivado de los PRRs con proteasas virales, y asi impactan en las
cascadas de sefiales que deberian darse cuando los PRRs se activan ante la
presencia viral, evitando o reduciendo la induccién de interferon a nivel celular
(Wells & Coyne, 2019).

3 Ver seccién “1.14.2. Vacunas antipoliomieliticas”.
4Ver seccién “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”.
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1.8. Métodos de deteccibén

Desde su clasificacion inicial, varios enterovirus fueron agrupados segun su
capacidad de producir enfermedad ya sea en humanos o en ratones lactantes. Por
lo tanto, la inoculacién en ratones, y la observacion y registro de sus efectos,
constituyé un método de deteccion en los inicios de la identificacion de muchos tipos
bien conocidos actualmente. Por ejemplo, los coxsackievirus del tipo A fueron
caracterizados por producir paralisis flacida en ratones recién nacidos, mientras que
los del tipo B generaban pardlisis espastica. Sin embargo, los echovirus, se
caracterizaban por no desarrollar enfermedad alguna en este sistema bioldgico
(Hyypia et al. 1997). A su vez, el aislamiento en lineas celulares, asi como los
ensayos basados en serologia, constituyeron herramientas muy Utiles para la
deteccidn, y estudio (incluyendo el descubrimiento) de un gran nimero de serotipos
de enterovirus humanos (Dalldorf & Sickles, 1948; Committee on the ECHO Viruses,
1955). Sin embargo, métodos como los tests de seroneutralizacion serian
reemplazados mas adelante por métodos moleculares como la RT-PCR, y la
secuenciacion de regiones gendmicas tanto con fines de deteccién, como de
tipificaciéon mediante analisis filogenético de regiones gendémicas informativas (Arola
et al. 1996, Oberste et al. 1999b, 2000).
Si bien actualmente se considera que el diagndstico de enterovirus deberia recaer
lo menos posible en el aislamiento en cultivo de células, (a excepcidn de poliovirus)
debido a que esta técnica es trabajosa, se obtiene un resultado muchas veces luego
de varios dias, y ademas se necesita de varios tipos celulares para abarcar la
posibilidad de crecimiento de un gran niamero de enterovirus, o incluso varios
pasajes, el aislamiento en lineas celulares, tiene un potencial uso en investigacion,
como en desarrollo y evaluacién de nuevas herramientas diagnésticas (Harvala et
al 2018). A su vez, cuando se quiere conocer la capacidad infectiva de los
enterovirus contenidos en muestras ambientales, como por ejemplo concentrados
provenientes de muestras de agua residual, es necesario inocularlos en un sistema
biolégico y evaluar la infeccibn experimentalmente. Esto sucede porque, a
diferencia de la obtencion de una muestra biol6gica desde un paciente que excreta
normalmente enterovirus viables, en el ambiente, los virus podrian haber perdido su
capacidad infectiva, principalmente por las condiciones adversas que pueden llegar
a plantearse en matrices como pueden ser aguas residuales, o aguas contaminadas
con estas, o incluso, simplemente cursos naturales de agua (Reynolds, 2004,
Amdiouni et al. 2012).
Por lo tanto, muchos abordajes de virologia ambiental, utilizan el aislamiento de
enterovirus desde las muestras, 0 sus concentrados, para demostrar la viabilidad
del virus detectado y el potencial riesgo para quien entre en contacto con la matriz
ambiental en estudio, entendiendo que por si sola la deteccion de genomas (o
fragmentos de estos) en el ambiente, brinda un conocimiento limitado acerca de la
dispersion de los virus una vez que son excretados por el hospedero (Masachessi
et al. 2021). No obstante, la utilizacion de aislamiento en cultivo de células, utilizado
como un meétodo inicial de diagndstico, introduce un sesgo hacia la deteccion de
aguellos enterovirus que son capaces de infectar y replicar en el tipo de célula que
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estamos utilizando (Faleye et al. 2016). Por lo tanto, al tratarse por ejemplo las
aguas residuales, de una matriz con una alta concentracion de tipos diferentes de
enterovirus (Majumdar et al. 2018a), la utilizacion de aislamiento como método
inicial de deteccion, no permitira obtener un panorama amplio acerca de la
diversidad de enterovirus que cada muestra contiene.

Si bien los métodos serologicos como las pruebas de ELISA, o los test de
neutralizacion fueron de gran importancia durante muchos afios para la
identificacion y diferenciacion intratipica de poliovirus, asi también como para la
tipificacién de enterovirus no polio (World Health Organization, 2004), actualmente
se considera una técnica obsoleta para estos fines. En particular, el gran nimero de
serotipos de enterovirus no polio, tornaba poco practica su identificacion mediante
test de neutralizacién individuales, por lo tanto, se utilizaba un pool de antisueros y
un esquema que permitia la identificacion, principalmente, de echovirus y
coxsackievirus del tipo B, luego de realizar 9 tests, los cuales se interpretaban
mediante una lista de patrones de neutralizacién (World Health Organization, 2004).
Por otro lado, hay que considerar que los ELISAS de IgG o IgM presentan una
utilidad clinica limitada debido a la reactividad cruzada de antigenos entre serotipos,
y, ademas, al existir una alta prevalencia de anticuerpos para enterovirus en la
poblacion, debido a exposiciones previas, el testeo seroldgico carece muchas veces
de especificidad clinica (Harvala et al. 2018). Sin embargo, los ensayos de
neutralizacion y de ELISA, revisten utilidad para cuantificar anticuerpos, por lo que
son utiles en estudios de seroprevalencia para un serotipo en particular (Zhu et al.
2018, Puenpa et al. 2020, Kim et al. 2021).

Actualmente, los métodos moleculares constituyen probablemente la opcién mas
ampliamente utilizada para la vigilancia de enterovirus, ya sea directamente desde
el espécimen, o luego de realizar aislamiento en cultivo de células (Sousa et al.
2017, Benschop et al. 2021, Nkosi et al. 2021, Yoon et al. 2021). Existen sin
embargo algunas consideraciones que deben ser mencionadas.

Para la deteccidén y diferenciacion intratipica de poliovirus, existe una bateria de RT-
PCRs disefiadas y aplicables segun el algoritmo de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), a aislados en células RD® y L20B® (Figura 6), que permite tanto la
tipificacion de polio, como también diferenciar entre asilados del tipo Sabin, Wild-
type, o incluso si se trata de derivados vacunales. Actualmente esta bateria ha
evolucionado a una serie de PCRs en tiempo real (Kilpatrick et al. 2009, 2014, Polio
Eradication Initiative, 2020), evitando las PCR a tiempo final y la visualizacion de
resultados en gel de poliacrilamida, que se realizaba anteriormente (World Health
Organization, 2004). No obstante, la secuenciacion del segmento codificante de
VP1 en su extensidn completa es requisito para poder identificar cabalmente el
poliovirus en cuestion, y se han desarrollado multiples combinaciones de cebadores
para este fin (Kilpatrick et al. 2011).

5 Células RD: linea celular de Rabdomiosarcoma humano, sensible a poliovirus y a muchos otros enterovirus.
6 Células L20B: linea celular derivada de célula L de ratén transfectada con receptores para poliovirus que
soporta selectivamente el crecimiento de poliovirus y de apenas unos pocos enterovirus.
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Figura 6. Algoritmo de analisis de muestras de materia fecal obtenidas de pacientes con
pardlisis flacida aguda (AFP) recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud para el
aislamiento y caracterizacion de poliovirus. El algoritmo se basa en la inoculacién inicial de la
muestra del paciente en cultivos de células RD y células L20B, y en subsiguientes pasajes en ambos
tipos de células dependiendo de si se evidencia o no efecto citopéatico, asi como en la diferenciacién
intratipica (ITD) de aquellos aislados que presuntamente sean poliovirus.

CPE: Efecto citopatico; -ve: negativo; +ve: positivo; NPEV: enterovirus no polio.

a) Observacién por un minimo de 5 dias.

b) Observacion hasta un score de CPE mayor a 3 (usualmente 1 a 2 dias, 5 dias maximo; re-inocular
si se contamina o se observa toxicidad).

¢) Minima observacién total de 10 dias (2 x 5 dias).

d) Generar un pool de tubos positivos (si ambos tubos muestran CPE con score > 3 en un mismo
dia) antes del pasaje final en células RD.

e) Los aislados pueden ser serotipados por laboratorios con un interés particular en el diagnostico
de NPEV o para confirmar competencia.

La imagen fue tomada de “Supplement to the WHO Polio Laboratory Manual An alternative test
algorithm for poliovirus isolation and characterization”, desde https://polioeradication.org/wp-
content/uploads/2017/05/NewAlgorithmForPolioviruslsolationSupplementl.pdf

En cuanto a la deteccion de enterovirus no polio, los métodos de RT-PCR con
5'UTR como blanco de amplificacion, han demostrado ser métodos sensibles,
especificos y rapidos, que por lo general detectan un amplio espectro de tipos en
una misma reaccion al estar dirigidos a una region altamente conservada en el
genoma de enterovirus, por lo que a menudo se los utiliza como métodos para el
screening inicial de muestras en el laboratorio (Nijhuis et al. 2002, Iturriza-Gomara
et al. 2006, Oberste et al. 2010).

Sin embargo, la asignacién de tipos dentro de las especies recae en el andlisis de
regiones distintas a 5"UTR, especialmente en la codificante para VP1, para la cual
se ha visto que la divergencia de su secuencia correlaciona con propiedades
serologicas (también valido para VP2 o VP3, pero VP4 falla para la especie B por lo
gue su uso deberia evitarse). La obtencion de la secuencia parcial o completa del
gen de VP1 se ha convertido en el método gold standard para la tipificacion de
enterovirus, y se han desarrollado numerosos métodos para obtener dichas
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secuencias (Oberste et al. 1999a, 1999b, World Health Organization, 2015). En la
medida que estos sean ampliamente reactivos ante la gran diversidad de
enterovirus humanos que existen, mayor sera la ventaja de aplicarlos directamente
sobre el espécimen en estudio. Aunque como sera detallado mas adelante, las
muestras ambientales, al ser complejas mezclas de numerosos serotipos, requieren
esfuerzos experimentales extras para desentrafiar dicha diversidad.

Uno de los métodos de tipificacion ampliamente utilizados a nivel de los laboratorios
dedicados al estudio de enterovirus, es el disefiado por Nix et al. en 2006 (Figura
7), el cual ademas ha sido incorporado a las recomendaciones de la OMS vy los
Centros para el Control y Prevencién de las Enfermedades de Estados Unidos
(CDC), para la vigilancia de enterovirus en soporte a la Polio Eradication Initiative
(World Health Organization, 2015). EI mismo consiste en una RT-seminested PCR
con cebadores que fueron disefiados mediante la estrategia CODEHOP (de
Consensus-Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer). Estos cebadores fueron
disefiados para una amplia especificidad de tipos y fueron probados contra
numerosos aislados, incluyendo cepas prototipo de 64 enterovirus, cepas referencia
de 22 enterovirus nuevos propuestos y 87 aislados clinicos (Nix et al. 2006).

Tanto el diagndstico de una enfermedad aguda, la investigacién de un brote, o la
vigilancia, van a requerir la obtencion de una muestra bioldgica para la tipificacién
del enterovirus en cuestion. El tipo de espécimen bioldgico desde el cual se realiza
la deteccion de enterovirus, depende en gran medida de las manifestaciones
clinicas, e incluye la posibilidad de heces, liquido cefalorraquideo (LCR), aspirados
nasofaringeos, o swabs nasofaringeos, fluido vesicular, lavado broncoalveolar,
sangre, swabs de conjuntiva ocular, biopsias, y orina (Harvala et al. 2018).
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Figura 7. Estrategia propuesta por Nix et al. (2006) para la amplificacion de un segmento
codificante de la c4pside de enterovirus. En A) se indica con flechas verdes la ubicacion de los
cebadores utilizados para la sintesis de ADN copia a partir del ARN viral (retrotranscripcién) sobre
la regién codificante de VP1, y con flechas rojas la ubicacién de los cebadores de la semi-nested
PCR sobre las regiones codificantes de VP3y VP1. A su vez se muestra un grafico de identidad para
las 900 posiciones aminoacidicas de la capside de enterovirus (compuesta por las proteinas VP4,
VP2, VP3 y VP1) obtenido a partir del alineamiento de secuencias de 64 cepas prototipo de
enterovirus.

En B) se muestran las secuencias de los cuatro cebadores utilizados en la retrotranscripcion (AN32,
AN33, AN34 y AN35) hibridando en dos regiones distintas de VP1 (verde) asi como las secuencias
(y reversos complementarios) de los cebadores utilizados en las PCR 1y 2 de la semi-nested PCR
(rojo). Los cebadores 224/222 generan un fragmento de 762 pb durante la PCR 1y los cebadores
ANB89/ANS88 generan un fragmento de entre 348 y 393 pb (dependiendo del enterovirus amplificado)
en una segunda PCR. Los cebadores AN89 y AN88 son hibridos entre una regién consenso no
degenerada (subrayada en gris) y una region consenso degenerada, y resultan de la utilizacion de
la estrategia de disefio de cebadores denominada CODEHOP”: Consensus Degenerate Hybrid
Oligonucleotide Primer. Se muestran los motivos de aminoacidos conservado que se utilizaron para
el disefio de cada cebador. Los asteriscos indican que el residuo que aparece sobre el mismo se
encuentra presente en dicha posicion en al menos el 90% de las cepas prototipo utilizadas; cuando
un Unico residuo aparece, el mismo esta presente en todas las cepas prototipo utilizadas. La imagen
fue tomada y modificada de Nix et al. (2006), doi: 10.1128/JCM.00542-06.

7 Los cebadores CODEHOP contienen una regién consenso degenerada, de 9 a 12 bases en su porcién 37, que
fue disefiada a partir de motivos conservados en el alineamiento de aminoacidos de posibles blancos. La porcién
5’ del cebador CODEHOP comprende una regidn-abrazadera consenso no-degenerada de 15 a 25 bases. La
region degenerada permite una amplia especificidad de target mientras que la region-abrazadera (no
degenerada) incrementa la estabilidad de la dupla cebador-molde, permitiendo el uso de temperaturas de
annealing superiores y la consecuente reduccién de amplificaciones inespecificas (Nix et al. 2006).
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1.9. Enterovirus humanos en laregion sudamericana

Sudameérica es una region que presenta notorias disparidades entre sus paises, en
cuanto a la relevancia que revisten los enterovirus humanos para los sistemas de
vigilancia epidemioldgica de salud publica. Sin embargo, todos presentan una
caracteristica en comun: desde al menos el afio 1994, cuando la regién de las
Américas fue declarada libre de circulacion de virus polio salvaje, ninguno de estos
paises ha reportado casos de paralisis por alguno de los tres serotipos salvajes
(Pedreira et al. 2017).

La vigilancia de poliovirus a partir de la notificacion obligatoria de los casos de AFP
se lleva adelante en toda Sudamérica, aunque los distintos sistemas nacionales de
vigilancia presentan sensibilidades muchas veces sub optimas (Falleiros-Arlant et
al. 2020). A su vez, también las meningitis asépticas y encefalitis son enfermedades
de notificacion obligatoria en varios paises (Cisterna et al. 2007, Leguizamén et al.
2017, Ramalho et al. 2019, Pefata et al. 2020). Sin embargo, estudios que
contribuyan a comprender las dinamicas de circulacion para la gran diversidad de
enterovirus que existen, no son frecuentes en la region.

Brasil y Argentina han sido los grandes generadores de informacién acerca de la
circulacion de enterovirus humanos en Sudamérica, pero en la mayoria de los
demas paises, 0 no existen reportes de enterovirus, o estos se han limitado al
reporte de casos esporadicos de interés, o al estudio de brotes, especialmente de
enfermedades que involucran afectacion del sistema nervioso.

En consonancia con la falta de estudios relacionados a enterovirus en nuestra
region geogréfica, existe una sub representacion de la informacion de secuencias
generadas desde nuestros paises en el pool de secuencias globales (Figura 8), y
por supuesto que la misma es fuertemente influenciada por aquellas variantes que
circulan en Brasil. Un estudio realizado por Lukashev et al. en 2018 identificé que
del total de secuencias nucleotidicas de enterovirus provenientes de Sudamérica y
disponibles en GenBank, un 48% representa a Brasil.

Este pais se interes6 de manera relativamente temprana en comparacion con otros
paises de la regién por el rol de los enterovirus en los casos de meningitis ocurridos
en su territorio (Nery-Guimardes et al. 1981). Aunque fue mas recientemente
cuando comenzaron a publicarse reportes de brotes de esta enfermedad, en
distintas regiones del pais, los cuales fueron atribuidos a echovirus 9, echovirus 6,
echovirus 30, o echovirus 13 (Kmetzsch et al. 2006, Luchs et al. 2008, Pinto Junior
et al. 2009).

Adicionalmente, algunos estudios han analizado la diversidad de enterovirus en
casos esporadicos y provenientes de distintos brotes de meningitis aséptica (y en
menor numero de encefalitis) ocurridos en distintas regiones de Brasil durante
periodos mas prolongados que los estudios anteriores, describiendo la presencia de
varios tipos involucrados (Tabla 1).
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Figura 8. Distribucion geogréfica del registro de secuencias genémicas de enterovirus no-
polio. El origen de las secuencias de enterovirus no-polio de la especie A (azul), B (verde), C
(marrén) y D (rojo) reportadas entre 2000 y 2018 muestra distintos patrones de distribucién a lo largo
de las nueve regiones geograficas del planeta (mostradas en distintos tonos de gris). El tamafio de
los graficos circulares es proporcional a la raiz cuadrada del total de secuencias de cada grupo. Las
secuencias provenientes de América del Sur representan apenas un 1,14% de las secuencias
reportadas mundialmente, observandose un predominio de secuencias de la especie B. La imagen
fue tomada de Brown et al. (2020), doi:10.3390/microorganisms8121856.

Ademas, cuando se examina la bibliografia cientifica generada desde los comienzos
de la investigacion sobre enterovirus en Brasil, se comprende que ha existido
siempre una motivacion principalmente por el estudio de las pardlisis, tanto durante
los afios en que poliovirus era el agente causal mas importante asociado a las
mismas, como en las etapas finales de la erradicacion global del virus, cuando otros
enterovirus han emergido como causa de éstas. Ademas, una vez erradicado el
polio salvaje en Brasil, hubo varios estudios analizando casos de pardlisis asociadas
a la inmunizacion con la vacuna preparada con cepas atenuadas Sabin (Friedrich
et al. 1995a, 1995b, 1996).
En la medida en que los casos de poliomielitis fueron disminuyendo en Brasil, el
interés en torno a otros enterovirus que generaban cuadros con sintomatologia de
AFP, fue creciendo. En 1990 se publica la primera evidencia en el pais sobre la
circulacién de enterovirus A71 a partir del estudio de 28 sueros obtenidos de
pacientes con sintomas de paralisis evaluados para la presencia de anticuerpos
seroneutralizantes contra la cepa prototipo de EV-A71. Nueve de 28 muestras (32%)
fueron positivas para el virus. Las edades de estos pacientes oscilaban entre 3y 28
afos y los mismos provenian de cuatro regiones geograficas distintas (da Silva et
al. 1990). A su vez, se reportaria el estudio de sueros tomados de 92 nifios con
sospecha de poliomielitis y sintomas de AFP durante 1989-1990 en 8 regiones de
Brasil, entre los cuales 20 resultarian positivos para EV-A71 mediante ensayo de
seroneutralizaciéon, 6 de ellos con pardlisis residual después de 60 dias de haber
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comenzado el cuadro clinico (da Silva et al. 1996). Ambos estudios sugirieron la
dispersion de enterovirus A71 a nivel de todo Brasil.

Tabla 1. Principales estudios realizados en Brasil sobre el rol de enterovirus humanos en
casos esporadicos y brotes de meningitis aséptica y encefalitis

Tipo de Casos Porcentaje Tipos
Enfermedad | Periodo | Estado/Regiéon muestras | estudiados de 3 detectados Referencia
deteccién
E4,E9
1997- . LCR- o CVB2,B3,B | Silvaetal
2000 Bahia Heces 112 38% 6 2002
EV-A71
E30 (80%)
E1,E4
1998- | \/arios Estados | LCR 1022 16% E6E13,EL | DOSSantos
2003 et al. 2006
8,E25
CVB5
1998- . Dos Santos
2008 Varios Estados LCR 3186 9,4% E30 (60%) etal 2011
E4,E6
I E7,E9Q,E11l .
Meningitis P ' | Campagnoli
P 2004- LCR/hec . o E13,E14,E
aséptica 2014 San Pablo es 824 16% 18,E21 E30 C::lrlmzoonzaO et
,CVA9 !
CVB1-B5
E30 (34%)
E6 (31%),
CVB5 (9%),
2013- Regiones EEflEIglggE Ramalho et
0 , ,
2017 | g horeste, | LCR 2659 114% | 14E15E18 |  al 2019
y [E21,E25
CVB1-B4
CVA9
EVA71
2003- Ribeirao Preto o ' Mendoza et
2004 | (San Pablo) LCR 89 11% Sindatos | " 5007
CVB5 .
Campagnoli
2004- LCR/hec E6,E9,E11,
2014 San Pablo es 173 11% E13EI8E Carmona et
al. 2020
30
Encefalitis San Pablo,
Acre,
2012- Amazonas, o : Ferreira et
2013 | Bahia, Ceara, LCR 500 1,4% Sindatos | "5 5019
Maranhao,
Para, Parana
2013- Parana o . Valle et al.
2017 (Curitiba) LCR 270 18% Sin datos 2020

* Este numero de muestras comprende también muestras obtenidas de 51 casos de
meningoencefalitis, encefalitis, y otras enfermedades del CNS, ademas de las meningitis asépticas.

También se realiz6 un estudio con 426 pacientes menores de 15 afios de edad
provenientes de San Pablo y Brasilia, que presentaron enfermedad neurolégica
aguda (AND por Acute Neurologic Disease) en el periodo 1988-1990, aislandose
EV-A71 en 24 casos, entre los cuales 6 exhibieron deficiencias motoras residuales
cuando fueron examinados a los 6 meses de inicio del cuadro clinico. También se
detecto la presencia del virus en 15 contactos de un total de 427 contactos seguidos
a 165 pacientes (Takimoto et al. 1998).
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En el periodo 1998-2000, se colectaron muestras de heces de 44 pacientes
afectados por AFP en la region norte de Brasil, constatando la presencia de EV-A71
en un caso ocurrido en Para en 1999. Se logré obtener una secuencia nucleotidica
de un fragmento gendmico de interés y mediante analisis filogenético la cepa se
clasific6 como genogrupo B. A su vez, se estudiaron 389 muestras de suero
colectadas entre 1998 y 2001, de individuos entre 0 y 15 afios de la ciudad de
Belém, Estado de Parg, de las cuales 57% mostro tener anticuerpos neutralizantes
para enterovirus A71, sin embargo, apenas el 20% de los nifios menores de 3 afios
tenian anticuerpos para el virus, demostrando una alta susceptibilidad a la infeccion
en esa franja etaria (Castro et al. 2005).
En el afio 2010 se publicé un trabajo (Luchs et al. 2010) en el cual se estudiaron
sueros obtenidos entre 1999 y 2005 de 442 individuos de todas las edades, con
sospecha de infeccién por enterovirus en el Estado de San Pablo. Se reporté una
baja tasa de proteccion para enterovirus A71 en las muestras estudiadas, al detectar
anticuerpos neutralizantes apenas en el 12% de las muestras. A su vez, se observé
una diferencia en la seropositividad en funcion del origen geografico de la muestra,
con un mayor porcentaje de muestras con anticuerpos para enterovirus A71 en
municipalidades localizadas por fuera (17%) del area metropolitana (8,7%), las
cuales por lo general no contaban con una alta cobertura de saneamiento y acceso
a agua potable, a diferencia de ésta.
Recientemente, desde el Laboratorio de Enterovirus del Instituto Oswaldo Cruz de
Rio de Janeiro, se han publicado resultados de la vigilancia epidemiologica de las
AFP realizada durante un periodo de 12 afios (2005-2017), con una amplia
cobertura geografica de Brasil (Sousa et al. 2017, 2020)
Sousa et al. (2017), reportaron 5.463 casos de AFP en el periodo 2005-2014, entre
los cuales el 48% correspondia a individuos menores de 5 afios de edad. La tasa
de notificacion de AFP presentd valores aceptables para las diferentes regiones
geograficas estudiadas (entre 1,0 y 1,4). Se identifico la presencia de poliovirus
relacionados a la vacuna atenuada Sabin en el 1,7% de los casos (19% Sabin like
1, 14% Sabin like 2, 31% Sabin like 3, y el porcentaje restante mezclas de serotipos),
mientras que se aislaron enterovirus no polio en el 6,4% de las muestras, mostrando
valores siempre por encima de 5% en cada afio considerado (en 2008 el porcentaje
de identificacion de enterovirus no polio en casos de AFP mostré un maximo de
8,9%).
Cuando se analizan los casos de AFP vinculados a enterovirus no polio en el
periodo 2005-2017 (6.707 casos, para los cuales hubo aislamiento de enterovirus
no polio en el 5,3% de estos), se identificaron 341 aislados distintos de las especies
A (29,3%), B (57,5%) y C (13,2%), detectandose 13, 27 y 6 tipos, respectivamente.
Entre los tipos mas frecuentemente detectados se identifico a CVA2 (4,7%) y EV-
A71 (7,6%) para la especie A, echovirus 6 (7,3%) y echovirus 11 (6,7%) para la
especie B, y CVA13 (5%) y enterovirus C99 (3,8%) para la especie C. Otros
serotipos comunes fueron CVA4, CVB3, CVB5 y echovirus 7, los cuales sumados a
los anteriores contabilizaron el 51,6% de los casos (Sousa et al. 2020).
Mas alla de las afecciones del sistema nervioso relacionadas con los enterovirus,
Brasil ha sido afectado en varias oportunidades por epidemias de conjuntivitis, que
han sido asociadas a la circulacion de coxsackievirus A24 variante y a enterovirus
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D70. Estas epidemias han afectado a cientos de miles de brasileros, de todas las
regiones geograficas del Brasil (Santos et al. 1987, Waldman et al. 1990, Moura et
al. 2006, Tavares et al. 2006, 2011; Sousa et al. 2019).
Por otro lado, en 2009 se realizaria el primer reporte en Brasil de casos de
enfermedad respiratoria aguda severa asociados a enterovirus D68. Esta primera
descripcion fue en el marco de la vigilancia epidemioldgica realizada durante la
pandemia de Influenza de 2009 e involucré a dos nifios de 2 meses y 4 afios de
edad de Salvador de Bahia, de los cuales se obtuvo hisopado nasofaringeo durante
la consulta médica. Ambos cuadros se resolvieron al cabo de algunas semanas,
pero la sintomatologia requirid internacion en unidades pediatricas de cuidado
intensivo (Carney et al. 2015). Afios mas tarde, en un estudio realizado con 11.922
muestras obtenidas en 2018 en el marco de la vigilancia de infecciones respiratorias
severas agudas (SARI por severe acute respiratory infections) y de enfermedades
del tipo influenza (ILI por influenza-like illness) en el Estado de Parand, se detectd
enterovirus D68 en 36 muestras, constando mediante secuenciacién y andlisis
filogenético la presencia en el pais del linaje B3 (Raboni et al. 2020), un linaje
genético con historial de circulacion asociado a brotes de mielitis en Estados Unidos
y Europa durante 2016.
Particularmente, en Argentina se han publicado varios estudios analizando el rol de
echovirus 30 en casos esporadicos y brotes de meningitis asépticas reportados en
distintas provincias del pais. En 2002, Palacios et al. (2002), realizan el estudio
filogenético de echovirus 30 aislados durante dos brotes ocurridos en una ciudad de
la Provincia de Buenos Aires y en la ciudad de Mendoza (Provincia de Mendoza) en
1997 y 1998, respectivamente, y proponen una clasificacién para este virus en dos
genotipos (I'y Il), en base al analisis filogenético, integrando secuencias de aislados
a nivel global.
Afos mas tarde, también se analizarian 79 echovirus 30 aislados en células RD a
partir de muestras de LCR, heces, y exudado de garganta, colectadas durante
brotes y casos esporadicos reportados en el periodo 1998-2012 en distintas
provincias de Argentina durante la vigilancia epidemioldgica de casos sospechosos
de meningitis que el Instituto Malbran realiza (Lema et al. 2019). El estudio
filogenético de los aislados argentinos, permitio clasificarlos como cepas de los
linajes E (circulando en 1998 y en 2001, durante 2003-2004, en 2008, y durante
2011-2012) y F (circulando en 1998 y durante 2001-2007). Adicionalmente, cepas
reportadas en Brasil también agruparon con secuencias de estos dos linajes.
Sin embargo, un estudio realizado en la Provincia de Cdérdoba, a partir de 168
muestras de LCR colectadas en el periodo 2007-2008 desde pacientes
hospitalizados debido a cuadros clinicos con sospecha de infeccion del sistema
nervioso central, detectd enterovirus en aproximadamente el 8% de las muestras,
entre las cuales el 80% correspondia a cepas del linaje H de echovirus 30. También
se detecto la presencia de CVA9 y CVB4 en apenas una muestra (Farias et al.
2011).
Mas alla de la importancia que echovirus 30 ha demostrado tener a nivel nacional,
se han registrado brotes de meningitis también ocasionados por echovirus 4, los
cuales fueron reportados en 1996 en Tucuman (Freire et al. 2003) y en 2005 en
Misiones (Grendn et al. 2008).
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Si bien la informacién generada durante estos estudios es de suma relevancia, en
general éstos estuvieron acotados a un enterovirus en particular, ya sea por interés
del grupo de investigadores, o por tratarse del estudio de un brote ocasionado por
un unico serotipo. No obstante, hay dos estudios que lograron describir la presencia
de mas de 30 enterovirus en Argentina, mediante el estudio de muestras clinicas
obtenidas de pacientes con distinta sintomatologia de infeccion viral en el sistema
nervioso central, en los periodos comprendidos entre 1991 a 1998 (Cisterna et al.
2007) y 1998 a 2003 (Mistchenko et al. 2006), abarcando gran parte del territorio
nacional argentino.

Cisterna et al. (2007) estudiaron 2.167 muestras obtenidas de pacientes con AFP,
meningitis aséptica, y encefalitis, mediante aislamiento en cultivo celular y deteccién
por PCR. Detectaron un total de 28 tipos de enterovirus no polio en el 19,5% de los
pacientes con AFP (130/666) y poliovirus Sabin en el 5,4% (36/666). Con respecto
a las meningitis, los enterovirus fueron detectados en el 28,8% de las muestras
estudiadas (231/801), constando la presencia de echovirus 4, 9, 17 y 30 en casos
asociados a brotes, y de coxsackievirus A2, B2, B5, echovirus 7, 11, 24, 29 y
enterovirus A71 en casos esporadicos. Se detecto la presencia de enterovirus en el
3% (21/700) de las muestras obtenidas de pacientes con encefalitis, reportandose
la presencia de echovirus 4, 7y 24.

Méas alla de la descripcion de la diversidad de tipos involucrados en la casuistica de
enfermedades neuroldgicas de origen viral, se realizaron aportes a la epidemiologia
de las mismas, por ejemplo, se establecié un patron de estacionalidad para las
meningitis, ya que se observd un aumento de casos durante el verano y el otofio,
asi como también la ausencia de dicho patrén para las encefalitis y paralisis. A su
vez, se establecié que las infecciones por enterovirus en la Argentina afectan
fundamentalmente a la poblacion infantil.

Considerando todas las muestras positivas para enterovirus no polio efectivamente
tipificadas (162/382), la especie B represent6 el 93,4% de los casos tipificados, la
especie C el 5,4% y la especie A el 1,2%. Desafortunadamente, las secuencias
nucleotidicas obtenidas durante este estudio no se encuentran disponibles
publicamente.

Por otro lado, el estudio realizado por Mistchenko et al. (2006) involucré 1.242
muestras de LCR obtenido de individuos menores de 15 afios con sospecha de
infeccion del sistema nervioso central, provenientes de la ciudad de Buenos Aires 'y
localidades cercanas. Los cuadros clinicos estudiados fueron meningitis asépticas,
encefalitis, convulsiones febriles, enfermedad neonatal enteroviral, fiebre infantil,
encefalomielitis aguda diseminada, y AFP. La caracterizacion de enterovirus fue
realizada mediante RT-PCR y secuenciacion de un fragmento codificante de VP1
directamente desde el ARN obtenido del LCR (PCR especifica para la especie B).
Se detectd enterovirus en el 27% de las muestras (335/1.242), con una amplia
variacion del porcentaje de positividad, en funcion del afio considerado.

Los cuadros de meningitis aséptica fueron los mas frecuentemente asociados a
enterovirus (72,5%), seguidos por las encefalitis (7,5%). A diferencia de lo
observado en el estudio de Cisterna et al. (2007), se detectd enterovirus en apenas
un caso entre los 30 considerados de AFP, el cual fue tipificado como echovirus 33.
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La especie B correspondio al 34,6% de los casos positivos (116/335), y el analisis
filogenético de aproximadamente el 50% de los casos tipificados como especie B
permitié constatar la presencia de echovirus 30 en el 35% de las muestras (21/60)
y echovirus 9 en el 16,6% (10/60) seguidos por menores porcentajes de echovirus
2,5,7,14, 18, 33, coxsackievirus B2, B3, B4 y B6.

Basados en el incremento en el nimero de casos positivos durante los meses de
primavera y verano, los autores sugirieron un patron de estacionalidad en la
deteccidn de enterovirus para la ciudad de Buenos Aires.

A principios del afio 2017 se publicé un trabajo en la revista Archivos Argentinos de
Pediatria (Pérez et al. 2017), el cual reportaba un incremento inusual de casos de
mielitis a partir de la primera semana de abril de 2016, al constatar que 10 nifios de
4 anos de edad en promedio, de la Provincia de Buenos Aires y de la Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, sin relacion entre ellos, presentaban paralisis flacida
asimétrica de aparicion repentina con involucramiento de uno o ambos miembros y
MRI (Imagen por Resonancia Magnética) mostrando signos de mielitis longitudinal
con involucramiento de la materia gris del asta anterior (ademas de otros signos y
ausencia de caracteristicas definidas como criterio de exclusién). La mayoria de los
nifios (8/10) curs6 una infeccion respiratoria dentro de los 10 dias previos al
comienzo de la paralisis.

El andlisis virologico demostro la presencia de EV-D68 en 4 individuos (en 3 nifios
el virus fue detectado en secreciones nasofaringeas y en 1 nifilo en secreciones
nasofaringeas y LCR).

Cuatro pacientes requirieron admision en la Unidad de Cuidados Intensivos, y todos
ellos experimentaron paralisis residual en los miembros afectados. Este fue
considerado el primer brote en Argentina y en América Latina de mielitis asociada a
EV-D68 (Ruggieri et al. 2017).

También en el periodo abril-agosto de 2016, fueron reportados 6 casos adicionales
de mielitis en otro hospital de nifios de Buenos Aires, con una presentacion de
sintomas neurolégicos precedidos de cuadro respiratorio y afectando nifios entre 1
y 5 afios de edad. A partir del estudio de muestras de heces y de hisopado
nasofaringeo se obtuvo un resultado positivo para EV-D68 mediante RT-PCR en 4
y 2 pacientes, respectivamente. El analisis filogenético permitié constatar la
presencia del clado B3 circulando en Argentina. La mitad de los individuos afectados
requirio admision en la unidad de cuidados intensivos, y todos presentaron secuelas
a nivel neurolégico (Carballo et al. 2019).

Con respecto a los casos de AFP asociados a poliovirus luego de declarada la
erradicacion en el continente americano, la Argentina ha reportado paralisis con
deteccién de VDPV2 (por Vaccine Derived Polio Virus) en al menos 3 ocasiones.
En 1998 se reportd un caso de poliomielitis en un nifio de 3 afios con
hipogammaglobulinemia, sin historial de vacunacion anti polio, desde el cual se aisl6
a partir de una muestra de heces, un poliovirus con 97,2% de similitud con la cepa
Sabin 1. Este caso habria sido el primer reporte de una paralisis asociada a una
VDPV en América Latina continental (Hidalgo et al. 2003).

8 Ver seccién “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”.
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En abril de 2009, un nifio de 15 meses de edad con agammaglobulinemia, que habia
recibido tres dosis de la vacuna atenuada Sabin durante su primer mes de vida,
desarrollé un cuadro de AFP. Se aislaron iVDPVs del tipo 1 durante el analisis de
dos muestras seriadas de heces, y las mismas fueron 3,6% y 3,8% divergentes con
respecto a la cepa Sabin. El testeo de 87 contactos no identific6 VDPV adicionales
(Centers for Disease Control and Prevention, 2009).

En 2018, un caso de AFP fue reportado en una nifia de 9 meses con diagndéstico de
agammaglobulinemia, y con historial de 2 dosis de IPV (Inactivated Poliovirus
Vaccine) y 1 dosis de bOPV (bivalent Oral Poliovirus Vaccine) en noviembre de
2017. En noviembre de 2018 se aisl6 una iVDPV? del tipo 3 (1,4% de divergencia
con cepa atenuada Sabin) a partir de una muestra de heces. En agosto de 2019 se
procedié a realizar un nuevo aislamiento a partir de una muestra de heces, y el
mismo fue 2,9% divergente con respecto a la cepa atenuada Sabin (Macklin et al.
2020).

1.10. Enterovirus humanos en Uruguay

En Uruguay, el conocimiento que se ha generado sobre los enterovirus humanos es
escaso (Salamano et al. 2009). La legislacion sanitaria indica la notificacién
obligatoria de casos sospechosos de meningitis, encefalitis y meningoencefalitis
virales, asi como de poliomielitis ocurridos en todo el territorio nacional en un plazo
no mayor a 24 horas desde que se toma conocimiento. A su vez, exige la notificacion
obligatoria de toda sospecha de brote (registro de dos 0 mas casos de una situacion
en un periodo de hasta 7 dias) en un plazo no mayor a 24 horas. Ello,
potencialmente seria Util para detectar la presencia de muchos de los enterovirus,
ya que es comun que causen estos eventos.

Sin embargo, si bien en Uruguay existen directrices para la notificacién y estudio de
estas enfermedades'!, no existe un relevamiento sistematico sobre el rol de los
distintos enterovirus que causan estas enfermedades en nuestro pais. Hasta el
momento, por ejemplo, no se conoce publicamente cudles enterovirus son
responsables de las AFP que ocurren en Uruguay.

La informacion sobre los distintos tipos que circulan en el pais proviene de tesis de
grado y posgrado de la Facultad de Ciencias y del Programa de Desarrollo de las
Ciencias Béasicas (PEDECIBA) de la Universidad de la Republica, y en menor
medida de algunas publicaciones en revistas médicas locales.

Salamano et al. (2009) estudiaron muestras de LCR mediante PCR para conocer la
presencia de enterovirus humanos en casos de encefalitis y meningitis viricas en
una poblacién de adultos (n=34) y nifios (n=25) que requirieron asistencia en

9 Ver seccién “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”.
10 Decreto Nacional 41/012 (Ministerio de Salud Publica, Uruguay), actualizando el Cédigo Nacional sobre
Enfermedades y Eventos Sanitarios de Notificacién Obligatoria (aprobado por Decreto 64/004):
https://www.impo.com.uy/bases/decretos-originales/41-2012
11 Guia Nacional de Vigilancia y Control de Enfermedades y Eventos Sanitarios de Notificacién Obligatoria.
Ministerio de Salud Publica, Divisién Epidemiologia, Departamento de Vigilancia en Salud (2015):
https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/sites/ministerio-salud-
publica/files/documentos/publicaciones/GUIA_VIGILANCIA_2015_enviada_ago2016%20%281%29.pdf
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distintas instituciones médicas de Montevideo en el periodo 2001-2006. Los autores
encontraron a enterovirus como la causa principal de meningitis viricas tanto en la
poblacion que estudiaron de adultos como en la de nifios, sin embargo, con respecto
a las encefalitis, los enterovirus fueron una causa relativamente menor en
comparacion con algunos herpes virus como el herpes simple 1, citomegalovirus, y
varicela-zoster virus. Si bien utilizaron RT-PCR dirigidas a distintas regiones del
genoma viral, no realizaron secuenciacion de los fragmentos amplificados para su
tipificacion.

Un estudio realizado en el marco de una tesis de grado de la Licenciatura en
Ciencias Biologicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la Republica, a
partir de 209 muestras de LCR de nifios de hasta 15 afos de edad admitidos en un
hospital de Montevideo con cuadros de meningitis/encefalitis durante 2011, detecto
la presencia de enterovirus en 33 de estas muestras mediante una PCR dirigida a
la regiéon 5"UTR. El 64% de los casos positivos ocurrio6 en menores de 1 afio de
edad, el 21% en la franja etaria de 1 a 4 afios, el 3% en nifios de 5 a 9 afios, y el
12% de los casos ocurrié en nifios de entre 9 y 15 afios. A su vez, se evidencio un
claro patrén de estacionalidad, con el mayor nimero de casos positivos en verano,
y decreciendo a medida que transcurrian las distintas estaciones del afio (Chacén,
2012).

Por otro lado, también en el marco de una tesis de dicha Licenciatura, se estudiaron
177 muestras de LCR obtenido de pacientes con posible cuadro de neuro virosis,
admitidos en un hospital de nifios ubicado en Montevideo en el periodo 2010-2014,
que inicialmente fueron positivas para una PCR dirigida a la 5"UTR de enterovirus.
Sin embargo, luego de varias etapas de aislamiento en cultivo de células y
amplificacion mediante distintas combinaciones de cebadores dirigidos a la regién
codificante de VP1, fue posible realizar la tipificacion de 18 casos mediante
secuenciacion y andlisis filogenético. Se evidencio la presencia de distintos tipos de
la especie B: E3, E5, E6, E13, E18, CVB1, CVB3y CVB5 en 2012 (12 casos), E11
y CVB1 en 2013 (5 casos) y E11 en 2014 (1 caso). La mayoria de estos casos
correspondieron a pacientes menores de 1 afios de edad (14/18) (Hernandez,
2014).

Ademas, en el marco de una tesis de Maestria en Ciencias Biologicas del
PEDECIBA (Recarey, 2011) fue posible tipificar mediante amplificacion,
secuenciacion y analisis filogenético de un fragmento parcial del segmento
codificante de VP1, unas 7 muestras de LCR (de un total de 18) obtenidas de nifios
menores de 15 afios hospitalizados por encefalitis/meningitis en una institucién de
salud de Montevideo en el periodo 2005-2010. En 2005 fueron detectados E4 y
CVB2, en 2006 CVB4, en 2007 CVA9, y en 2010 E11 y E14.

A estos estudios, se le suman algunos reportes de casos clinicos que se han
documentado desde el ambito médico en revistas de carécter local.

Si consideramos estos estudios en su conjunto, podemos decir que, en Uruguay,
apenas se ha reportado la presencia de 8 echovirus (E3, E4, E5, E6, E11, E13, E14,
E18) y 6 coxsackievirus (CVA9, CVB1, CVB2, CVB3, CVB4 y CVB5); lo cual sin
duda significa un conocimiento limitado sobre la diversidad genética de los tipos que
circulan en la poblacion. A la fecha de inicio del proyecto de doctorado que dio lugar
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a esta tesis, una busqueda en GenBank utilizando los términos “enterovirus” +
“Uruguay” devolvia 9 hits de secuencias nucleotidicas parciales.

1.11. Enterovirus en el ambiente

Considerando que un gramo de materia fecal humana puede contener hasta 6,5
logio TCDso de enterovirus, la presencia de estos virus en las diversas matrices
acuaticas en las que frecuentemente son detectados, es practicamente
consecuencia de su abundante concentracion en las aguas residuales domésticas
(Melnick & Rennick, 1980; Bosch et al. 2008). El flujo del agua residual doméstica
(tratada o no) hacia los cursos naturales de agua ya sea como practica para su
disposicion final o resultado de fugas accidentales de los sistemas colectores del
saneamiento, asegura la presencia de enterovirus en rios, lagunas, arroyos e
incluso en océanos. A su vez, distintas secreciones humanas (Centers for Disease
Control and Prevention, 2021a), principalmente las nasofaringeas, pueden
contribuir a la presencia de enterovirus humanos en estas matrices acuaticas si su
descarte se realiza mediante el saneamiento domestico.
Distintos estudios documentan concentraciones de enterovirus en agua residual que
superan ampliamente los 10 millones de particulas virales por litro (La Rosa et al.
2010, Qiu et al. 2015, Bisseux et al. 2018, Majumdar et al. 2018a, Kiulia et al. 2021).
Incluso se ha demostrado que muchas de estas particulas son infectivas, mediante
su inoculacién y aislamiento en cultivo de células (Qiu et al. 2015, Majumdar et al.
2018a), por lo que la ingesta de las mismas por parte de individuos susceptibles,
podria favorecer la continuidad de ciclos de infeccion desde el ambiente (La Rosa
et al. 2012, Battistone et al. 2014a).
En un articulo publicado en Annual Reviews of Microbiology en el afio 1996 titulado
“My role in the discovery and classification of the Enteroviruses”, Joseph Melnick
describia a los enterovirus como agentes resistentes a todos los antibiéticos
conocidos y agentes quimioterapéuticos, los cuales no eran inactivados facilmente
por desinfectantes como el alcohol, fenol y compuestos de amonio cuaternario. A
su vez, describia que los enterovirus no eran afectados por el éter ni por el
desoxicolato, y tampoco por muchos detergentes que destruian arbovirus,
ortomixovirus, 0 paramixovirus. En cambio, le conferia eficacia al tratamiento con
soluciones de formaldehido, acido clorhidrico, o cloro libre, como también a la
exposiciéon de viriones a temperaturas superiores a los 50°C (Melnick, 1996). A su
vez, hoy sabemos que los enterovirus son inactivados por luz ultravioleta,
especialmente cuando se irradian superficies. También el secado de superficies
disminuye el titulo viral, y tanto la porosidad de la superficie, como la presencia de
materia organica, son factores que afectan la degradacion de los enterovirus
(Pallansch et al. 2013).
Las caracteristicas descritas anteriormente dan cuenta de cuan resistentes son los
enterovirus a los distintos tratamientos quimicos y fisicos, lo cual sin duda se
relaciona con la potencial resistencia que estos virus pueden presentar en las
diversas matrices ambientales desde donde se los ha detectado, incluso en aquellos
efluentes de aguas residuales que fueron sometidas a distintos procesos de
desinfeccién en plantas de tratamiento (La Rosa et al. 2010, Qiu et al. 2015).
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El estudio de enterovirus humanos en el ambiente se ha desarrollado en torno a tres
necesidades: por un lado, se los ha utilizado como indicador en procesos de
tratamiento y desinfeccion de aguas residuales (Simhon et al. 2019), asi como de
residuos solidos provenientes del saneamiento y sus enmiendas higienizadas
(Monpoeho et al. 2004). A su vez, algunas normativas de calidad ambiental, utilizan
los niveles de concentracion de enterovirus humanos como parametro
microbioldgico para clasificar la inocuidad de determinados tipos de muestras'?,*3,
0 incluso algunas herramientas de Quantitative Microbial Risk Assessment estiman
el riesgo de infeccidén/enfermedad que conllevan determinadas actividades que el
ser humano realiza y en las cuales se encuentra expuesto a enterovirus (Lodder et
al. 2015, Moazeni et al. 2017).

Sin embargo, el estudio de enterovirus en el agua residual, con el &nimo de conocer
de manera indirecta cuéles son los tipos que circulan en la poblacién que circunda
los puntos de colecta, ante la falta de mecanismos de vigilancia y reporte desde el
ambito médico/clinico, o incluso como complemento a la informacién que se obtiene
desde este ambito, es quizé el abordaje mas extendido (Richter et al. 2011, Apostol
et al. 2012, Monge et al. 2018, Tiwari & Dhole, 2018).

Considerando que gran parte de las infecciones causadas por los enterovirus
humanos resultan asintomaticas o subclinicas, y que incluso muchas veces estas
son de rapida resolucién sin que requieran consulta médica, la vigilancia clinica
provee de una vision parcial acerca de la diversidad de enterovirus que circula en
una comunidad. Esta vision estara sesgada probablemente hacia aquellos tipos que
causan enfermedades mas graves, como las AFP, las meningitis asépticas o las
encefalitis. Por lo tanto, estudiando las variantes que estan presentes en el agua
residual, se puede obtener una perspectiva mas amplia sobre la circulacién de los
diferentes enterovirus presentes en una comunidad (wastewater-based
epidemiology); incluso es posible constatar la circulacion silenciosa de algunas
variantes, es decir, detectarlas antes de que se reporten casos de enfermedad
asociados a estas en una comunidad (Hovi et al. 2007).

Si bien los abordajes de wastewater-based epidemiology permiten generar un
conocimiento méas profundo sobre la diversidad de enterovirus que circulan en una
poblacién en comparacién con lo reportado desde casos sintomaticos durante la
consulta médica (Figura 9), es dificil establecer el modo en que esas variantes estan
impactando en la salud de la comunidad. A su vez, si bien en muchos casos se ha
documentado una correspondencia entre los tipos detectados en el ambiente y en
pacientes en un mismo marco temporal, esta correspondencia no siempre es tan

12 Resolucion N° 375 del 29 de agosto de 2006. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Ministério do Meio Ambiente. Republica
Federativa do Brasil. Disponible desde: https://incaper.es.gov.br/Media/incaper/PDF/legislacao_biosolido/res_conama37506-
1.pdf

13 Code for Federal Regulations. Title 40. Protection of Environment. Chapter | — Environmental Protection Agency (continued).
Subchapter O- Sewage Sludge. PART 503—STANDARDS FOR THE USE OR DISPOSAL OF SEWAGE SLUDGE. Disponible
desde: https://www.govinfo.gov/content/pkg/CFR-2018-title40-vol32/xml/CFR-2018-title40-vol32-part503.xml, conjuntamente
con el manual guia para el Control of Pathogens and Vector Attraction in Sewage Sludge, (Environmental Regulations and
Technologies, United States Environmental Protection Agency, USEPA), disponible desde:
https://www.epa.gov/sites/default/files/2015-
04/documents/control_of_pathogens_and_vector_attraction_in_sewage_sludge_july 2003.pdf
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clara y existen diversos factores que podrian alterarla (Monge et al. 2018, lvanova
et al. 2019).

La deteccion en agua residual de una variante cuya circulaciéon en una comunidad
no habia sido descrita anteriormente (Majumdar & Martin, 2018, Majumdar et al.
2021), puede constituir una alerta temprana a los prestadores de salud, asi como
un importante aviso a las autoridades de salud publica, a los efectos de enfocar
acciones de prevencion o preparar los servicios de salud antes de que ocurran
brotes o casos esporadicos.

El aumento en el interés del estudio del agua residual con fines epidemioldgicos,
data de los afios 80, cuando se comenzo a desarrollar la vigilancia de poliovirus en
el ambiente como un complemento al estudio de brotes de pardlisis en distintas
poblaciones. Hovi et al. (2012) comentan distintas experiencias en las cuales la
vigilancia ambiental fue crucial; se trata de los brotes de Finlandia (1984), Israel
(1988) y Holanda (1992), aunque los antecedentes de busqueda del virus polio en
el agua residual durante brotes, ya era una practica conocida antes de los afios 80
(Melnick, 1947).

Ciudad X (esquema) Vigilancia de Enterovirus en Ciudad X

EV-A119

EV-A90

" ‘Tg ' a Planta d
anta de i
&; i E \i &«ﬂ &* & tratamiento de CV-A14 e
aguas residuales CV-A8
. 7 ~ 7. A \,’ WA N\
: ‘ﬂ? g
| "‘ ¢-.¢ %

4
.7 vr.g'r-‘-\ e\W,-\‘
Punto de CV:Al0

g Eg - 6 colecta de
agua residual
¥ g . - Variantes detectadas en agua residual

para estudios
de vigilancia . ey
ambiental de Variantes detectadas en muestras clinicas

enterovirus durante consultas en hospital

-_ EV-A120
& I

pmmmmmmm—m e

o = "m'a!s"n
f
L

o :é}i

Figura9. Complemento de lavigilancia ambiental y clinica. En el panel de la izquierda se observa
el esquema de una ciudad ficticia (Ciudad X) donde se muestra la red de saneamiento (tramos largos
amarillos con ramificaciones negras cuyos extremos representan conexiones a hogares) y sélo se
muestran los hogares (a-h) donde hay personas cursando infecciones por enterovirus, asi como el
hospital y la planta de tratamiento de aguas residuales de la ciudad. Una cruz rosa indica el punto
de colecta de aguas residuales desde donde se obtienen las muestras para la vigilancia ambiental
de enterovirus. Solamente los individuos que habitan los hogares a, b y ¢c concurren al hospital debido
a los sintomas presentados. En el panel de la derecha, se muestra el andlisis de las variantes de
distintos enterovirus detectados mediante la vigilancia clinica (a partir de individuos que concurrieron
al hospital), asi como mediante la vigilancia ambiental (a partir del estudio del agua residual generada
por toda la poblacion). Nétese que la mayoria de los enterovirus detectados fueron evidenciados
desde la vigilancia ambiental, e integrando esta informacion con la obtenida de la vigilancia clinica,
se obtiene una vision mas amplia sobre la circulacion de enterovirus en la ciudad X. La imagen del
panel izquierdo fue tomada y modificada de Hovi et al. (2012), doi: 10.1017/S095026881000316X y
laimagen del panel derecho fue tomada de Bisseux et al. (2020), doi: 10.1016/j.watres.2019.115246.
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En Finlandia, luego del reporte de un caso de paralisis por poliovirus 3 y excrecion
del virus por parte de contactos cercanos al caso indice, hacia fines de 1984, se
demostré mediante el andlisis de aguas residuales colectadas a lo largo de todo el
pais, que la variante epidémica se habia dispersado ampliamente por Finlandia sin
que hubiera otros casos de pardlisis identificados al momento. En Israel, en 1987-
1988, ante un brote de paralisis por poliovirus 1 con casos en distintas partes de su
territorio, se implementd un programa de vigilancia ambiental a nivel nacional, y se
detect6 la presencia del virus en 6 de 197 muestras, las cuales incluian sitios en
donde no se habian registrado casos de paralisis. La experiencia holandesa, resulta
mas interesante aun. En 1992-1993 se detectd un brote de poliomielitis en un grupo
minoritario que rechazaba la vacunacion por razones religiosas. Aunque no se
detectaron casos de paralisis 0 excrecion de virus en la mayoria de la poblacion
inmunizada, se detect6 poliovirus 3 en 23 muestras de un total de 269 colectadas
en 120 sitios distribuidos a lo largo de todo el pais. Sin embargo, el virus se recuperé
en aquellas muestras que provenian de villas principalmente habitadas por quienes
se oponian a la vacunacién, pero no en donde mayoritariamente residia la poblacion
inmunizada. Incluso, poliovirus 3 se detectdé en muestras de agua residual
doméstica colectada unas semanas antes de que se registrara el primer caso de
paralisis en esa misma region. Hoy en dia, considerando la potencial erradicacion
global del poliovirus, la vigilancia ambiental de este patdgeno lejos esta de agotarse.
Con la intensificacion de la vigilancia ambiental de enterovirus ha aumentado el
conocimiento que tenemos sobre la circulacion de muchos tipos. Incluso, se ha
observado que, aunque la presencia de ciertos enterovirus no se evidencia
comunmente durante el estudio de casos clinicos en una poblacion, estos estan
ampliamente diseminados en el agua residual que la misma generay son facilmente
detectables (Harvala et al. 2014, Bisseux et al. 2020).

1.12. Vigilancia ambiental de enterovirus humanos en América del Sur

Un analisis de la bibliografia que describe la presencia de enterovirus humanos no
polio en matrices ambientales de América del Sur, nos permitird constatar que
practicamente todos los estudios que se han publicado han sido llevados a cabo en
Argentina y Brasil. De hecho, en la mayoria de estos la deteccion de enterovirus se
realiza con la finalidad de identificar signos de contaminacion humana en cursos
naturales de agua (Vecchia et al. 2012a, Maurer et al. 2015, Masachessi et al. 2018),
reportando incluso altos niveles de deteccidbn de enterovirus con capacidad
infectiva, planteando un riesgo de infeccion para quienes entran en contacto con
estos cursos de agua (Masachessi et al. 2018, 2021), o también con la finalidad de
evaluar el funcionamiento de plantas de tratamiento de aguas residuales para la
remocién de estos (Vecchia et al. 2012b, Hachich et al. 2013), o para explorar el
grado de contaminacion por enterovirus en aguas de irrigacion de cultivos de hojas
verdes producidos para consumo humano (Prez et al. 2018, Werneck et al. 2019).
Sin embargo, abordajes de virologia ambiental que contribuyan al conocimiento de
la diversidad de los enterovirus humanos que circulan en las comunidades fueron
desarrollados en la regiéon sudamericana principalmente por el Instituto de Virologia
Dr. JM Vanella de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
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Cérdoba, mediante el estudio de aguas residuales, y aguas de cursos naturales que
reciben descargas de éstas en la ciudad de Cordoba (Farias et al. 2018, 2019); y
por el Instituto Malbrdn de Buenos Aires a partir del estudio de muestras de agua
provenientes del Riachuelo y del Rio de la Plata (Cisterna et al. 2008).

En el periodo comprendido entre 2013 y 2014, se estudiaron muestras del afluente
de una planta de tratamiento de aguas residuales que recibe los efluentes
domésticos de aproximadamente el 60% de la poblacion de Cérdoba (1.330.023
habitantes en 2010). También se incluyeron en este estudio muestras de agua del
rio Xanaes, colectadas durante 2012 en su trayecto localizado a 45 km de la ciudad
de Cordoba al pasar por una pequefia ciudad de unos 13 mil habitantes. La
deteccion de enterovirus se realiz6 mediante RT-PCR dirigida hacia la region
codificante de VP1 directamente aplicada al ARN viral extraido desde los
concentrados de agua residual, y los productos de PCR fueron secuenciados
mediante el método de Sanger y analizados filogenéticamente (Farias et al. 2018).
El 59% de las muestras de agua residual y el 21% de las muestras de agua de rio
Xanaes fueron positivas para enterovirus. Fue posible secuenciar aproximadamente
el 70% de las muestras de agua residual y el 17% de las muestras de agua de rio
gue habian sido positivas. Se evidencio la presencia de E14 (35%), CVA9 (20%),
E6 (15%), E16 (10%), y en menor medida los tipos E20, E25, E13, y CVA24.

A su vez, estos datos fueron incorporados en una vigilancia ambiental mas
prolongada, y realizada de manera similar a la anterior, que abarcé el periodo 2009-
2014 (Farias et al. 2019), y mediante la cual se pudo evidenciar la frecuente
deteccion también de E6 (28%), E14 (17%), E16 (14%), CVA9 (11%), E20 (9%) y
CVA24 (6%) durante todo el periodo. Otros tipos detectados en menor proporcion
fueron E7, E13, E21, E25, y CVB4, los cuales representaron un 14% del total.

Esta informacion complement6 lo que se sabia previamente acerca de la circulacion
de algunos tipos en Coérdoba mediante el estudio de casos de meningitis, que
habian sido asociados principalmente a E30, CVA9, y CVB4 (Farias et al. 2011),
ampliando el conocimiento acerca de la diversidad de enterovirus que circulan en la
poblacién cordobesa.

Por otro lado, en el estudio realizado por Cisterna et al. (2008), se colectaron 57
muestras de agua (2 litros cada una) en distintos puntos del recorrido del Riachuelo
(n=30) en la ciudad de Buenos Aires, y en el Rio de la Plata (n=27) entre octubre de
2005 y febrero de 2006. Los enterovirus fueron detectados directamente desde los
concentrados virales mediante RT-PCR, y mediante aislamiento en sistema de
células RD y L20B, para luego realizar secuenciacion de VP1 y analisis filogenético
para la tipificacion de las muestras positivas. En el Riachuelo, todas las muestras
fueron positivas para enterovirus y se reportd la deteccion de echovirus 6, 7, 11y
19, coxsackievirus B1, B3 y B5, y poliovirus vacunal Sabin 2 y 3. En cambio, 55%
de las muestras del Rio de la Plata resultaron positivas para la presencia de
enterovirus, reportandose apenas los tipos echovirus 6 y 19.
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1.13. Vigilancia ambiental de enterovirus humanos mediante next-generation
sequencing

El estudio de enterovirus en el ambiente, ha estado ampliamente favorecido por la
vigilancia ambiental de poliovirus, y en cierta medida, el aumento en el conocimiento
gue tenemos sobre la circulacion de diversos tipos es un subproducto de dicha
actividad.
Son varios los enterovirus no polio que pueden infectar y replicarse en una de las
lineas celulares (células RD) que los laboratorios de la GPLN utilizan para el
aislamiento de poliovirus en muestras ambientales (World Health Organization,
2004). Por ello, la OMS emplea un algoritmo analitico de aislados virales, que
permite identificar mediante métodos moleculares si se trata de un poliovirus, o de
otro enterovirus (Kilpatrick et al. 2009; World Health Organization, 2015), lo cual
posibilita ademas la tipificacién de los enterovirus no polio, si el laboratorio que
realiza la vigilancia tiene interés en ello. Por lo tanto, muchos estudios enfocados
en la vigilancia de poliovirus, caracterizan la diversidad de enterovirus mas alla de
la circulacién de polio (Adeniji et al. 2014, Battistone et al. 2014b, Wang et al. 2014).
Debido a que las muestras de agua residual son representativas de un gran nimero
de excretores en una poblacion, a menudo constituyen una compleja matriz, donde
coexisten numerosas variantes de un mismo tipo, variantes de tipos distintos, e
incluso variantes de tipos de especies virales distintas (Tao et al. 2016, Majumdar
et al. 2018a). Esto ha llevado a que el algoritmo de estudio de las muestras de aguas
residuales, proponga realizar varias réplicas de aislamiento, en distintas lineas
celulares, a partir de fracciones de volumen del concentrado viral original, para
maximizar la posibilidad de crecimiento de las distintas variantes que estan
presentes en esa muestra (Global Polio Eradication Initiative, 2015). Ello introduce
un trabajo y costos extras al momento de estudiar las aguas residuales, pero
posibilita que mediante secuenciacion por el método de Sanger sea posible discernir
la presencia de mas de una Unica variante por muestra, y asi obtener un
conocimiento mas cercano a la diversidad viral real en el ambiente. Este abordaje
cuenta con una dificultad inherente a la utilizacién de lineas celulares para la
deteccidn de enterovirus, ya que se ha demostrado que las lineas mas utilizadas y
recomendadas para el aislamiento de poliovirus, favorecen el crecimiento de unos
enterovirus sobre otros, e incluso hay enterovirus para los cuales aun no existen
lineas celulares en las que se los pueda aislar (Pallansch et al. 2013, Faleye &
Adeniji, 2015).
Numerosos estudios han realizado la deteccion de enterovirus en muestras de agua,
mediante la amplificacion de fragmentos informativos en el genoma de estos virus
utilizando RT-PCR directamente sobre los concentrados obtenidos a partir de dichas
muestras (Chen et al. 2008, Hsu et al. 2008, Harvala et al. 2014, Farias et al. 2019).
Pero, esto también acarrea la desventaja de la necesidad de clonar el amplicon en
un vector y seleccionar un determinado nimero de clones para secuenciar mediante
el método de Sanger, si se desea identificar mas de una variante por muestra
(Apostol et al. 2012, Connell et al. 2012).
La gran diversidad de tipos dentro de las distintas especies virales de enterovirus
humanos, plantea un desafio también al momento de realizar su deteccion mediante
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métodos de RT-PCR. En general se ha optado por la aplicacion de métodos cuyos
cebadores hibridan con una amplia variedad de tipos, y la tipificacion es posible
luego mediante secuenciacién del fragmento amplificado y su andlisis filogenético.
Se han disefiado métodos cuyo blanco son todos los miembros de una misma
especie (Bessaud et al. 2016, Chen et al. 2020), o incluso todos los miembros de
las cuatro especies virales (Nix et al. 2006, Joffret et al. 2018, Majumdar et al.
2018a). Aunque también se utilizan métodos disefiados especificamente para la
deteccidon y/ o caracterizacion de un unico tipo, cuando el interés recae
exclusivamente sobre este y no sobre una categoria mas amplia (Kanbayashi et al.
2017, Volle et al. 2020). Sin embargo, en lo relacionado a la vigilancia ambiental de
enterovirus, por lo general se procura obtener una descripcion lo mas amplia posible
de la diversidad circulante -entendiendo que ésta sera posiblemente una
aproximacion de la existente realmente- por lo que aquellas estrategias que logren
amplificar varios enterovirus mediante la utilizacion de apenas un juego, 0 pocos
juegos de cebadores, probablemente sean las mas utilizadas.
Con el advenimiento de las herramientas de next-generation sequencing se abrio
un abanico de posibilidades para estudiar en profundidad la diversidad de
secuencias contenidas en un unico amplicon. Mediante una tecnologia de
secuenciacion diferente a la disefiada por Sanger, era posible ahora obtener cientos
de miles de secuencias, que representaban de manera mas fidedigna la diversidad
contenida en la muestra original que se habia sometido a estudio (Figura 10),
superando la observacion permitida por la secuenciacibn mediante el método de
Sanger, de apenas aquellas variantes mas abundantes contenidas en una muestra.
Sin embargo, inicialmente los estudios basados en next-generation sequencing de
muestras ambientales, estuvieron enfocados en la capacidad de obtencién de
secuencias completas de genomas de poliovirus presentes en las mismas, y su
validez como complemento/reemplazo de las metodologias tradicionales
empleadas en la vigilancia ambiental que la GPLN realiza. Un ejemplo claro fue el
estudio realizado por Furtak et al. (2016), el cual se bas6 en la secuenciacién
profunda del ARN total extraido de muestras de agua residual. En el mismo, se
evidenciod la necesidad de enriquecer las muestras de alguna manera para poder
discernir cuales enterovirus estaban presentes en la amplia diversidad de virus
provenientes tanto de humanos, como de otros animales y plantas, que se
encuentran en este tipo de matriz ambiental. Para ello se utilizd, no sélo el
aislamiento en lineas celulares especificas para polio y algunos enterovirus, sino
también, el enriquecimiento de poliovirus mediante inmunoprecipitacion,
demostrando que estos abordajes tenian gran capacidad para identificar los tipos
de virus polio presentes en las muestras, pero brindaban poca informacion sobre la
diversidad de enterovirus no polio que co-circulaba, cuando se secuenciaba el target
enriquecido.
A inicios de 2018 se publicé un protocolo de amplificacion de genomas completos
de enterovirus para next-generation sequencing a partir de sobrenadantes de
células RD y L20B inoculadas con concentrados de agua residual provenientes de
Londres (Majumdar et al. 2018b). El mismo permitié identificar hasta 6 tipos distintos
por muestra, entre ellos poliovirus. La secuenciacion de los genomas polio permitio
diferenciar distintas cepas del tipo Sabin en una misma muestra, asi como el mapeo
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de mutaciones de reversion de atenuacion, y la existencia de un recombinante inter-
tipos PV1/PV3. Es de destacar que las secuencias de VP1 de todos los aislados de
poliovirus determinadas por next-generation sequencing fueron idénticas a las
obtenidas mediante secuenciacion Sanger. A mediados de 2018, un estudio similar
propuso un protocolo de amplificacion de dos fragmentos solapantes que cubririan
la extension completa del genoma de los miembros de las 4 especies virales de
enterovirus humanos, para luego ser secuenciados mediante next-generation
sequencing y determinar mezclas de serotipos en una misma muestra. Este método
se evalu6 con sobrenadantes de células RD inoculadas con concentrados de agua
residual provenientes de Madagascar, posibilitando la deteccion de entre 2 a 5 tipos
por muestra (Joffret et al. 2018). Més tarde, este método se utilizé para descifrar la
diversidad de enterovirus contenida en sobrenadantes de células RD que habian
sido inoculadas con concentrados de agua residual colectados en Rumania durante
2015-2016, mostrando, que al menos un tercio de las muestras contenia dos o mas
enterovirus distintos (entre 2 a 5 enterovirus por muestra) (Baicus et al. 2020).

Sin embargo, ya en 2017 se habia publicado un trabajo utilizando next-generation
sequencing de regiones informativas del genoma de enterovirus amplificadas
directamente desde el concentrado viral, sin que este sea inoculado en cultivo
celular. En el mismo, investigadores de la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos, analizaron de manera retrospectiva, muestras de agua residual
colectadas mensualmente en el periodo comprendido entre marzo de 2010 y febrero
de 2011, en dos plantas de tratamiento de aguas residuales del Estado de Ohio.
Para ello amplificaron regiones codificantes de VP4 y VP1 mediante dos RT-PCRs
distintas y secuenciaron mediante tecnologia de 454 GS FLX de Roche, obteniendo
entre aproximadamente 5.000 y 24.000 reads por muestra, que luego de ser filtrados
segun determinados parametros de calidad, permitieron identificar un total de 85
enterovirus distintos (Brinkman et al. 2017).

En 2018, se publicaron dos estudios en los cuales, productos de RT-PCR de
capside completa amplificados con cebadores pan-enterovirus, directamente desde
los concentrados de agua residual y desde sobrenadantes de células RD inoculadas
con estos, fueron sometidos a next-generation sequencing. Se analizaron muestras
de agua residual proveniente de distintos paises (Escocia, Inglaterra, Pakistan y
Senegal), y se detectaron entre 9 (Escocia) y 60 (Pakistan) enterovirus distintos por
muestra. Sin embargo, luego de inocular las muestras en células RD, apenas fue
posible identificar 14 tipos de un total de 93 identificados directamente desde los
concentrados de agua residual (Majumdar et al. 2018a, Majumdar & Martin 2018).
Recientemente, este abordaje se utilizé para estudiar la diversidad de enterovirus
no polio contenida en 8 muestras colectadas desde cursos naturales de agua
contaminados por efluentes de agua residual doméstica de Nigeria, que habian
mostrado previamente ser negativas para el aislamiento de poliovirus y positivas
para enterovirus-no polio mediante la utilizacion del algoritmo de testeo de muestras
de agua residual para la vigilancia de poliovirus recomendado por la OMS. El estudio
permitié detectar entre 2 y 21 enterovirus por muestra y reporto la presencia de 45
enterovirus distintos en el conjunto de muestras colectadas, representando a las
cuatro especies virales (A=10, B=26, C=8, D=1). Diez de estos enterovirus, fueron
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reportados por primera vez en Nigeria durante este estudio, y 2 de ellos, por primera
vez en el continente africano (Majumdar et al. 2021).
Una serie de trabajos de similares caracteristicas, realizados en distintas partes del
mundo, fueron publicados en el afio 2020.
El primero de ellos, analizO6 muestras de agua residual colectadas cada dos
semanas, en el periodo octubre 2014-octubre 2015 desde una planta de tratamiento
de la ciudad de Clermont-Ferrand (Francia). En cada colecta, 20 litros fueron
llevados mediante una combinacion de distintos pasos de concentracion a unos 60
ml, de los cuales se tomd 1 mly se someti6 a extraccion de ARN y RT-PCR para un
fragmento parcial de la region codificante de VP1, que luego fue secuenciado
mediante lllumina MiSeq (2 x 300 bp paired end). Se logro identificar la presencia
de 48 tipos distintos de las especies A (13), B (23) y C (12), de los cuales 26
aparentemente circulaban en la comunidad sin ser detectados desde el ambito
meédico (Bisseux et al. 2020).
Otro estudio, realizado con muestras de agua residual colectadas mensualmente
durante 2016 desde una planta de tratamiento localizada a 30 kilbmetros de
Barcelona (Espafia), gener6 4 grupos de muestras segun la estacion del afio y
concentrd los mismos (42 ml) mediante un protocolo de ultra centrifugacién para
someter una fraccion del concentrado viral a extraccion de ARN y RT-nested-PCR
también dirigida hacia una region parcial de VP1. La secuenciacion fue realizada
mediante Illumina MiSeq (2 x 300 bp paired end). El estudio detecté la presencia de
14 tipos pertenecientes a las especies A (4), B (7), y C (3). Se encontré que CVBS5,
E18, y E30 fueron los tipos mas frecuentemente detectados en primavera y verano,
y que E14 y EV-C99 lo fueron en otofio e invierno (Martinez-Puchol et al. 2020).
También Tao et al. (2020) estudiaron muestras de agua residual (1 litro cada una)
colectadas mensualmente durante 2018 en Jinan, (Shandong-China), las cuales
fueron concentradas mediante un método de adsorcion-elucion. Para ello
amplificaron tanto un fragmento parcial de VP1, como la regién P1 en su extension
completa (la cual fue amplificada mediante dos PCRs distintas: una especifica para
las especies A y C y otra para las especies B y D), directamente desde los
concentrados virales y analizaron dichos amplicones mediante next-generation
sequencing. Mediante la secuenciacion de la region P1, fueron capaces de detectar
la presencia de 32 enterovirus distintos (11 de la especie A, 14 de la especie B,y 7
de la especie C), detectando entre 5 a 23 enterovirus por muestra. Por otro lado,
detectaron apenas 16 de estos tipos a partir de la secuenciacion del fragmento
parcial de VP1. Este estudio encontré una correlacion entre lo que circula en el
ambiente y los serotipos responsables de AFP en la comunidad para el periodo
estudiado.
En julio de 2020, Shaw et al. propusieron un método que amplifica la region
codificante de VP1 de enterovirus (incluyendo poliovirus) y obtiene, valiéndose de
secuenciacion con tecnologia Oxford Nanopore (MinlON) y una plataforma de
analisis en tiempo real, secuencias consenso a partir de muestras que fueron
multiplexadas. Esta metodologia fue probada con ocho muestras de agua residual
colectadas durante 2015 y 2017 en Pakistan, obteniendo una distribucion de
enterovirus en cada muestra muy similar a la que mostraron reads ensamblados de
la misma regiébn gendmica cuando fueron secuenciados mediante Illlumina MiSeq
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(Figura 10). Se detectaron mas de 40 enterovirus en total. Mas alla de la exactitud
del método al identificar los enterovirus contenidos en una unica muestra, el mismo
presenta los beneficios asociados al uso de la tecnologia Nanopore, como ser la
practicidad de un dispositivo de secuenciamiento portable, el bajo costo y la rapidez,
lo cual probablemente le asegurara un lugar destacado en la vigilancia ambiental de
los enterovirus (y probablemente poliovirus también) a nivel global.
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Figura 10. Muestras de agua residual contienen mezclas de multiples enterovirus que co-
circulan en la comunidad. Se observa la diversidad de enterovirus evidenciada mediante next-
generation sequencing de productos de PCR obtenidos con cebadores pan-enterovirus, en ocho
muestras de agua residual (A-H) colectadas en Pakistan. I: lllumina MiSeq, N: Oxford Nanopore. La
deteccion de poliovirus es indicada por un asterisco. La imagen fue tomada y modificada de Shaw
et al. (2020), do0i:10.1128/JCM.00920-20.

1.14. Algunos aspectos generales sobre la erradicacion de poliovirus
1.14.1. Poliomielitis

Entre las diversas enfermedades mencionadas en secciones anteriores, las
paralisis musculares han sido quizas las méas notorias desde el punto de vista de la
salud publica, y junto a ellas los poliovirus, los enterovirus que mas han llamado la
atencion durante gran parte del siglo pasado.

La poliomielitis es el resultado de la destruccién de motoneuronas en la médula
espinal por accion de alguno de los tres serotipos de poliovirus. Clinicamente se
distingue como una paralisis flacida asimétrica, sin pérdida sensorial permanente.
El periodo de incubacion de la enfermedad es de 7 a 14 dias, y el contagio se da
entre los 7 a 10 dias antes del inicio de sintomas. A su vez, el virus, se excreta en
las heces hasta 8 semanas después de la aparicion de los sintomas (Nathanson,
2008; Mosquera-Gordillo et al. 2014). Esta presencia en la materia fecal (y también
en secreciones faringeas), le permite al virus diseminarse en la poblacion humana
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ya que su transmision justamente se da principalmente de persona a persona a
través de la via fecal-oral (Nathanson & Kew, 2010).

La recuperacion de una infeccion por poliovirus puede ser prolongada e incompleta,
ya que las extremidades pueden debilitarse permanentemente y desarrollar atrofia
(Muehlenbachs et al. 2015). No obstante, apenas entre 1 a 2% de las infecciones
por poliovirus, llegan a la etapa de diseminacion hacia el sistema nervioso
(Racaniello, 2006), y la relacion entre pardlisis/infeccion depende del serotipo: 1
caso de paralisis cada 200 infecciones para PV1, 1 caso cada 1.800 infecciones
para PV2y 1 caso cada 1.200 infecciones para PV3 (Nathanson & Kew, 2010).
Poliovirus también es capaz de causar paralisis espinal o bulbar, lo que resulta en
falla respiratoria y puede ser fatal (Garon et al. 2015, Muehlenbachs et al. 2015).
Con fines de vigilancia epidemioldgica, la poliomielitis fue considerada como una
enfermedad dentro del espectro de las AFP, las cuales se definen como cuadros
clinicos en los cuales hay un inicio agudo de debilidad en las extremidades, con
grados variables de disfuncion del sistema nervioso autbnomo y somatico. Bajo el
término de AFP quedan comprendidos una variedad de sindromes clinicos como el
de Guillain-Barré o la mielitis transversa, pero también incluye diversas causas de
pardlisis flacida como traumatismos, tumores, y trastornos inmunopatologicos (de
Quadros et al. 1997).

1.14.2. Vacunas antipoliomieliticas

Existen dos vacunas que han sido ampliamente utilizadas en la poblacion humana
debido a su eficacia en la prevencion de las paralisis musculares causadas por
poliovirus. Una de ellas es preparada con cepas atenuadas de los serotipos PV1,
PV2y PV3, de suministro oral y desarrollada por el cientifico Albert Sabin (licenciada
en 1960-1961), conocida como OPV (del inglés Oral Poliovirus Vaccine), aunque
también se le refiere como vacuna Sabin. La otra es una vacuna preparada con
cepas de los tres serotipos de PV que fueron inactivadas, y que fuera desarrollada
por el cientifico Jhonas Salk en 1955 y se la conoce como IPV (del inglés Inactivated
Poliovirus Vaccine), o también vacuna Salk (Kew & Pallansch, 2018).
Si bien ambas vacunas son altamente eficaces, la OPV ha sido ampliamente
utilizada en las campanfas de erradicacion mundial de la poliomielitis. La vacunacioén
ha provocado que los casos de poliomielitis debidos a virus polio salvaje disminuyan
drasticamente, habiéndose erradicado el virus en la mayoria de los paises del
planeta, siendo restringida actualmente su circulacion Unicamente a Afganistan y
Pakistan.
Los virus atenuados que componen la vacuna OPV se administran via oral, y éstos
replican en el tracto digestivo del individuo vacunado, simulando un proceso natural
de infeccion para luego eliminarse en las heces. A su vez, estimula la produccién
de anticuerpos secretores IgA y circulantes IgG. Al tratarse de virus vivos, la vacuna
puede ser transmitida desde la persona vacunada a los contactos mas cercanos
gue no estén inmunizados, asi como puede difundirse en el ambiente llegando a
personas vacunadas o no vacunadas. Ademas, la circulacién de la vacuna a nivel
comunitario, desplaza al virus salvaje, interrumpiendo su transmision (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2005; Oberste, 2018).
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Por otro lado, la vacuna IPV es no replicativa ya que esta preparada con virus
muertos. Su aplicacion es de tipo parenteral subcutanea o intramuscular. Los virus
gue componen esta vacuna no son eliminados en las heces. Si bien la vacuna
estimula la produccién de anticuerpos circulantes y bloquea la excrecion faringea,
la inmunidad intestinal es relativamente menor que la humoral, por lo que no ofrece
resistencia a la infeccion y propagacion del poliovirus salvaje en la comunidad
(Onorato et al. 1991, Oberste 2018).

Existen otras diferencias entre ambas vacunas que se han transformado en ventajas
y desventajas, las cuales estan mas relacionadas a cuestiones logisticas para su
aplicacion, o a la economia de las campafas de erradicacion del virus, que no
analizaremos aqui (Kew & Pallansch, 2018). La diferencia que mas nos atafie, es la
gue esta dada entre ambas vacunas por la inestabilidad genética de las cepas Sabin
(vacuna OPV), que puede llevar a una reversion de las mutaciones de atenuacion
durante su replicaciéon en un individuo vacunado, y asi adquirir nuevamente un
fenotipo neuro virulento. Esto sera explicado en detalle mas adelante, pero sin duda
es una desventaja que presenta la vacuna replicativa OPV ante la no replicativa IPV
(Kew et al. 2005, Burns et al. 2014).

1.14.3. Erradicacion. Situacion mundial actual

En el afio 1988, cuando la Asamblea General de las Naciones Unidas lanzé la
Iniciativa para la Erradicacion de la Poliomielitis, se estimaban 350.000 casos de
paralisis a nivel mundial debido a los tres serotipos de poliovirus, y un total de 125
paises se consideraban endémicos al no haber interrumpido hasta entonces la
transmision del virus (World Health Assembly, 1988; Kew & Pallansch, 2018). La
Iniciativa planteaba el afio 2000 como fecha limite para la cual la humanidad debia
haber erradicado la circulacion en el planeta de los tres serotipos y con ello,
erradicado la enfermedad.

Los esfuerzos de erradicacion liderados por la Iniciativa fueron agresivos, y a pesar
de que nos encontramos a 21 afios de la fecha objetivo inicialmente propuesta, las
distintas etapas de la erradicacion pueden resumirse en algunos hitos que se
detallan a continuacion.

Desde que se lanz6 la Iniciativa para la Erradicacion de Polio, los casos de paralisis
debido al virus se redujeron en un 99.99% a nivel mundial (Tuma et al. 2021).
Desde 2017, unicamente Afganistan y Pakistan han reportado casos de AFP debido
a poliovirus salvaje, totalizando 373 casos de AFP a nivel mundial. En 2021,
Unicamente han sido reportados 2 casos de AFP con aislamiento de poliovirus
salvaje (tipo 1) en estos paises (1 en Afganistan y 1 en Pakistan)*4. Estos dos paises
son los unicos del planeta donde no se ha interrumpido la circulacion de poliovirus
y por lo tanto se consideran endémicos. Hasta 2016, también Nigeria se considero
endémico (4 casos de AFP por poliovirus 1 en 2016), sin embargo, luego de 4 afios

14 Datos de vigilancia al 8 de agosto de 2021: https://polioeradication.org/wp-
content/uploads/2021/08/weekly-polio-analyses-WPV-20210803.pdf
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sin que existan reportes de casos de paralisis por polio salvaje en Nigeria, el
continente africano fue certificado como una region polio-free en agosto de 2020*°.
En noviembre de 2012 se reporto el Ultimo caso de paralisis debido a polio salvaje
3 (Kew et al. 2014) mientras que el ultimo caso debido al tipo salvaje 2 habia sido
reportado en 1999, y se declar6 erradicado en 2015 (Global Commission for the
Certification of Poliomyelitis Eradication, 2015). Desde hace aproximadamente 8
afos el unico serotipo de polio salvaje que ha causado pardlisis es el tipo 1 (Tuma
et al. 2021).

1.14.4. Estrategia de erradicacion

La erradicacion del poliovirus en 5 de las 6 regiones geograficas definidas por la
OMS (Centers for Disease Control and Prevention, 2021b), se ha basado
principalmente en ampliar al maximo posible la cobertura de inmunizacion de rutina
en las poblaciones, asi como en el desarrollo de actividades de inmunizacion
complementarias. A su vez, se ha planteado una vigilancia exhaustiva del virus y su
contencion/eliminacién en areas de transmision continua. Histéricamente, poliovirus
ha sido la principal causa de AFP en nifios. Por lo tanto, la vigilancia de las AFP es
el gold standard para la deteccibn de casos ocasionados por poliovirus. Las
muestras de heces obtenidas de individuos afectados por AFP son enviadas a
laboratorios acreditados por la OMS para su andlisis, y los resultados obtenidos
asisten en la toma de decisiones para direccionar los esfuerzos de inmunizacién
(Diop et al. 2017; Oberste, 2018). A su vez, la vigilancia ambiental se ha utilizado
de manera incrementada para monitorear la presencia del virus en el agua residual
0 en otras muestras ambientales, principalmente como complemento de la vigilancia
de AFP, identificando la transmision residual del virus salvaje en areas endémicas
particularmente cuando las cadenas de transmision se dan sin que aparezcan
sintomas de paralisis (Tuma et al. 2021). También es util para detectar de manera
temprana la importaciébn de poliovirus salvajes en éareas libre del virus, o de
derivados vacunales, o incluso para identificar la presencia de cepas relacionadas
a la vacuna luego de campafias de vacunacion con OPV, o para conocer el grado
de dispersién del virus en el ambiente ante la ocurrencia de brotes de AFP (Vinjé et
al. 2004, Mueller et al. 2009, Esteves-Jaramillo et al. 2014, Shulman et al. 2014,
Cassemiro et al. 2016). No obstante, en un escenario de erradicacion, la vigilancia
ambiental también puede proveer informacion importante acerca del estatus de
polio-free para certificar una region, o incluso para monitorear la ausencia de cepas
relacionadas a la vacuna una vez que la OPV deje de utilizarse.

1.14.5. Derivados vacunales y epidemias

Mediante el uso efectivo de la OPV, la Iniciativa Global para la Erradicacion de la
Polio (GPEI) ha llevado al virus polio hacia el umbral de la erradicaciéon (Tuma et al.

15 La Comisién Regional de Certificacion certifico el 25 de agosto de 2020 a Africa como una region libre de
polio luego de 4 afios sin deteccion de paralisis por poliovirus salvaje: https://www.who.int/news/item/25-
08-2020-global-polio-eradication-initiative-applauds-who-african-region-for-wild-polio-free-certification
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2021). Sin embargo, en casos muy raros, las cepas atenuadas de la vacuna OPV
pueden llegar a causar la enfermedad mediante tres mecanismos. Primero, la
Poliomielitis Paralitica Asociada a la Vacuna (VAPP) ocurre en un muy pequefio
namero de individuos vacunados y sus contactos cercanos (1 caso cada 750.000
dosis de vacunas suministradas, en Estados Unidos). Segundo, en poblaciones con
bajos niveles de inmunidad a poliovirus, la transmision sostenida de persona a
persona de cepas Sabin entre individuos susceptibles puede resultar en la
emergencia de cepas ‘“revertantes” que hayan adquirido caracteristicas de
neurovirulencia y transmisibilidad del poliovirus salvaje. Finalmente, la replicacion
prolongada de virus Sabin en pacientes con ciertos tipos de inmunodeficiencias,
puede resultar en la emergencia de poliovirus derivados de vacuna asociados a
inmunodeficientes (iVDPV), los cuales pueden causar paralisis en el individuo y
potencialmente en sus contactos mas cercanos, aunque es un fenomeno muy raro
(Minor, 2009).

Actualmente, los aislados de PV se dividen en tres categorias:

1) Poliovirus salvajes (mas de 15% de divergencia a nivel nucleotidico con la cepa
Sabin correspondiente).

2) PV del tipo vacunal, para los cuales se sabe que existe una divergencia menor a
1% (PV1y PV3) o menor a 0,6% (PV2) en la secuencia nucleotidica de VP1 de la
cepa Sabin correspondiente;

3) PV derivados de la vacuna (VDPV), donde la divergencia es superior al 1% (PV1
y PV3) o al 0,6% (PV2) en la secuencia nucleotidica de VP1 de la cepa Sabin
correspondiente.

A su vez, las VDPV se dividen en tres clases: las cVDPV (circulantes) cuando existe
evidencia de transmision persona a persona en la comunidad, las iVDPV (aisladas
de pacientes inmunodeficientes en los cuales la VDPV replic6 de manera
prolongada en el tiempo), y las aVDPV (ambiguas), las cuales pueden ser tanto
aislados clinicos de personas inmunocompetentes sin evidencia de transmisién, o
también aislados ambientales (a partir de agua residual) que no guardan relacién
con cVDPV o0 iVDPV conocidas y cuya fuente es desconocida (Kew et al. 2005).
La mayor importancia epidemioldgica recae sobre las cVDPV, ya que estas
recuperan las propiedades biolégicas de los poliovirus salvajes y son capaces de
circular indefinidamente en poblaciones con bajas coberturas vacunales, con el
riesgo de producir paralisis en individuos susceptibles. De hecho, desde el afio 2000
los brotes de AFP por cVDPV significan un gran problema, y han dificultado los
objetivos de erradicacion del virus polio (Kew & Pallansch, 2018).

Los brotes de pardlisis ocasionados por cVDPV presentan un fuerte sesgo en el
serotipo (Figura 11), ya que cVDPV-2 ha significado mas del 85% de los casos,
seguido por cVDPV-1 y por ultimo cVDPV-3. Desde 2006 hay una clara
predominancia de cVDPV-2 (Kew & Pallansch, 2018).
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Figura 11. Brotes de paradlisis flacidas agudas generados por cVDPV (circulating Vaccine-
Derived Poliovirus) en el periodo 2000-2017. a) Localizacién y personas afectadas en los distintos
brotes de pardlisis flacidas agudas que han ocurrido en el mundo y que han sido atribuidos a
derivados vacunales circulantes de cada uno de los serotipos de poliovirus incluidos en la vacuna
atenuada Sabin. b) Evolucion en el nimero de casos de paralisis flacidas agudas a nivel mundial
atribuidas a los derivados vacunales circulantes de poliovirus en el periodo 2000-2017. Notese la
predominancia de casos por cVDPV-2 a partir del afio 2006. La figura fue tomada y modificada de
Kew & Pallansch, (2016); doi: 10.1146/annurev-virology-101416-041749.

En los dltimos 5 afios (2016-2020), se han registrado 76 casos por cVDPV-1, 1.604
por cVDPV-2, y 7 por cVDPV-3, afectando 8, 28, y 1 paises, respectivamente’t. En
lo que va de 2021 (al 27 de julio) ya se han reportado 170 casos por cVDPV-2,y 9
casos por cVDPV-1. Si comparamos estos numeros con los 408 casos de AFP
causados por poliovirus salvaje en el mismo periodo (2016-2020)!" podremos
comprender la relevancia que tienen los cVDPV para la salud publica.
Considerando que el poliovirus salvaje tipo 2 no circula desde 1999, y que la
mayoria de los brotes relacionados a cVDPV implican a cVDPV-2, se disefié una
estrategia de retiro de la cepa Sabin 2 de la vacuna trivalente OPV (tOPV),
sustituyéndola por una bivalente (bOPV) con los serotipos 1 y 3, mas una dosis (al
menos) de IPV-2, la cual se programé para abril de 2016 con la finalidad de que
sucediera de manera sincronizada en todo el planeta. De esta manera se pretendié
disminuir el nimero global de casos de AFP causados por poliovirus (Garon et al.
2016).

Esta estrategia, por supuesto no ha estado exenta de dificultades, la mayor de ellas
quiza fue generada por el uso de una vacuna monovalente OPV contra el serotipo
2, que se utilizdé en respuesta a los brotes de paralisis causados por cVDPV-2
residuales luego del switch tOPV por bOPV, y que también ha propiciado la
generacion de casos de paralisis debido a cVDPVs (Alleman et al. 2020; Roberts,
2020).

16 polio Eradication Initiative. Circulating Vaccine-Derived Poliovirus: https://polioeradication.org/wp-
content/uploads/2021/07/weekly-polio-analyses-cVDPV-20210727.pdf
17 Ver conteo de casos de AFP debido a poliovirus salvaje entre 2016 y 2020:
https://extranet.who.int/polis/public/CaseCount.aspx
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1.14.6. Erradicacion de poliovirus en las Américas

El dltimo caso de pardlisis con aislamiento de virus polio salvaje en América tuvo
lugar en Perd, en el afio 1991. Tres afios mas tarde, sin que fueran detectados
nuevos casos en todo el continente, la OMS declar6 a las Américas como la primera
region del mundo libre de circulacion de los tres serotipos del virus polio salvaje. En
este sentido nuestro continente fue pionero, ya que el mismo estatus seria
alcanzado por otras regiones recién a partir del afio 2000 (de Quadros et al. 1997,
Mosquera-Gordillo 2014).

La vigilancia de las AFP es la forma primaria para detectar posibles paralisis
causadas por poliovirus, por lo tanto, un sistema de vigilancia de buena calidad es
necesario para asegurar la ausencia de circulacién del virus en la comunidad, y
mantener el estatus de regidon libre de poliovirus salvaje. Sin embargo, y
contrastando con los esfuerzos que otrora llevaron a la erradicacion del virus en el
continente, en la actualidad los sistemas de vigilancia de Latinoamérica se han
caracterizado por un subregistro de notificacion de AFP, y por las ineficiencias tanto
en lo relacionado a la obtencion y envio de muestras para su analisis en el tiempo
recomendado, como en el seguimiento de casos (Falleiros-Arlant et al. 2020; Pan-
American Health Organization, 2020).

Las AFP pueden tener diversos origenes no relacionadas a poliovirus, por lo que
suceden independientemente de la presencia del virus en una region. Las
recomendaciones para la vigilancia de las AFP son claras en tanto establecen que
la tasa anual esperada de notificaciéon de AFP en una poblacidn deberia ser de 1
caso cada 100.000 personas menores de 15 afios. En la mayoria de los paises del
continente americano no se alcanza ese valor (Figura 12). Unicamente México,
Honduras, Costa Rica, Cuba y Chile reportan tasas superiores a 1. Si bien algunos
paises tienen tasas superiores a 0,8 en general no se logran los estandares
recomendados para la obtencion de muestras adecuadas durante las primeras 48
horas siguientes a la notificacién. Por otro lado, son 9 paises que reportan tasas
inferiores a 0,8. Lamentablemente, en los dltimos 15 afios, Uruguay en general ha
estado muy por debajo, o por debajo de la tasa esperada'®, incluso llegé a no
reportar ningln caso de AFP en 2010, lo cual es indicador de un sistema de
vigilancia con notorias deficiencias.

Esta problemética a nivel regional, se complementa con las coberturas vacunales
heterogéneas y bajas que algunos paises poseen (Figura 12), lo cual impide la
eficacia vacunal. Esto se traduce, por ejemplo, en que en Ecuador haya 100.000
nifios en riesgo de contraer poliomielitis, que en Venezuela sean 226.000, en México
348.000 o en Brasil 400.000 (Alfaro-Murillo et al. 2020).

Si bien el éxito de la erradicacion del virus polio en las Américas se debe
principalmente al uso de la vacuna atenuada OPV, hoy en dia, su uso constituye un

18 Ver “Performance of acute flaccid paralysis (AFP) surveillance and incidence of poliomyelitis, 2014. Wkly
Epidemiol Rec. 2014 Nov 28;89(48):541-4” y “Performance of acute flaccid paralysis (AFP) surveillance and
incidence of poliomyelitis, 2016. Wkly Epidemiol Rec. 2016 Nov 25;91(47):556-60".
19 ver “Performance of acute flaccid paralysis (AFP) surveillance and incidence of poliomyelitis,2010. Wkly
Epidemiol Rec. 2011 Apr 1;86(14):136-40".
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riesgo de circulacion silenciosa de VDPVs. Actualmente todos los paises de
Latinoamérica han introducido al menos una dosis de IPV. Entre estos son solo 4
paises (Costa Rica, Chile, Uruguay y Argentina) que han dejado de utilizar
totalmente la OPV y siguen la recomendacion de la Sociedad Latinoamericana de
Infectologia Pediatrica (SLIPE) de inmunizar con al menos 4 dosis de IPV (Falleiros-
Arlant et al. 2020).

Uruguay cambié completamente su esquema de vacunacion anti polio desde la
aplicacion de la trivalente OPV hacia la trivalente IPV, en mayo de 2012. Argentina
realizé el cambio en abril de 2016 (comenzando a fines de 2015) desde la trivalente
OPV hacia el esquema combinado de bivalente OPV (serotipos 1 y 3) mas la
monovalente IPV-2, y mas tarde (en julio de 2020) cambié hacia un esquema de
IPV trivalente exclusivamente.

b
Population | EXPected %Inv. | % Adeq.| % Sites

[Country <mnn0 c::: Cases | Rate <48 hrs. sp::.}' reporting
BOL | 3,526,569] 35 16_ [0 100 75
COL | 11,220,515 112 87 | 02| 75
ECU | 4,859,863 49 16_| 088 | 81 63
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NIC | 1,950,921] 20 18 2 | 89 78 100
PAN | 1,149,713 11 11_| 0.9¢ 45 100 86
SLV | 1714809 17 17_| 099 | 47 94 9
CAR | 1,804,761 18 4_ |0 50 25 72
CuB | 1,780,418 18 21 | 1.16 | 81 95 100
DOM | 2,976,041] 30 10_ (0.3 10 50
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Figura 12. Vacunacién y vigilancia de poliovirus en las Américas. En a) se muestra el mapa
politico de América con cada pais coloreado segun el porcentaje de la poblacion con tres dosis de
vacuna anti polio, segun datos de 2018 que cada pais reporté a la OMS. En b) se muestran datos
de vigilancia clinica de paralisis flacidas agudas (AFP) en los paises de las Américas (mencionados
segun el codigo de paises de tres letras) para el afio 2020. Las tasas de notificacion de AFP no
alcanzan el minimo recomendado (1 cada 100.000 individuos < 15 afios) en la mayoria de los paises
del continente. De igual manera, no se logra el minimo porcentaje recomendado (80%) de casos
investigados dentro de las primeras 48 horas siguientes a la notificacién, ni de muestras de heces
colectas adecuadamente de personas con AFP, ni de establecimientos reportando al sistema de
vigilancia en cada pais, en varios paises. Por lo que puede decirse que, en general en la region, la
vigilancia de poliovirus se realiza de manera sub-6ptima. Estados Unidos (USA) no reporta al sistema
de vigilancia. Los valores de tasa de AFP (Rate) para cada pais fueron coloreados de verde cuando
estan por encima del minimo recomendado de 1 caso cada 100.000 individuos menores de 15 afios,
de amarillo cuando el valor oscila entre 0.8 y 1, y de rojo cuando el valor esta por debajo de 0.8. En
el afio 2020, Uruguay (URY) reportd 7 veces menos pardlisis de las que deberia haber reportado
para lograr al menos un indicador 6ptimo de vigilancia. La imagen a) fue tomada de Alfaro-Murillo
et al. (2020), doi: 10.1016/S0140-6736(20)30213-0 y los datos mostrados en b) corresponden al
Polio Weekly Bulletin de la Organizacion Panamericana de la Salud Vol.36 N°14
(https://www.paho.org/es/documentos/boletin-semanal-polio-14-10-abril-2021).
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1.14.7. Actividades de vigilancia ambiental de poliovirus en Sudamérica

Al indagar los antecedentes del estudio de poliovirus en muestras ambientales en
la regibn de Ameérica del Sur nos remontamos al menos al afio 1967, cuando
investigadores de la Facultad de Higiene y Salud Publica de la Universidad de San
Pablo (Brasil) reportaron la presencia de poliovirus 1 y 3 (sin llegar a determinar si
se trataba de cepas vacunales Sabin, o salvajes) en muestras de agua de irrigacion
de huertas del Estado paulista, mediante la inoculacion de concentrados obtenidos
a partir de estas, en ratones recién nacidos y en cultivo de células HelLa (Christovao
et al. 1967).
A su vez, destaca el rol que jugé el laboratorio creado en 1968 por el Dr. Hermann
Schatzmayr en la Escuela Nacional de Salud Publica (ENSP), el cual se convirtié
en referencia a nivel de Brasil para la erradicacion de la poliomielitis, y desde donde
se realizaron también trabajos pioneros sobre virus entéricos en colecciones de
aguas y aguas residuales de Brasil, mediante los cuales se desarrollaron
metodologias de concentracién de virus, que serian mas tarde, transferidas a la
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB). Dicho organismo es el
responsable del diagndstico y monitoreo de calidad ambiental del Estado de Sé&o
Paulo, y desde 1999 ejecuta un Programa de Vigilancia de Enterovirus en el cual se
estudian muestras de agua cada 15 dias en puntos de alta movilidad humana, como
aeropuertos y puertos, asi como de plantas de tratamiento de agua residual. Los
poliovirus que se detectan son enviados al Laboratorio de Enterovirus del Instituto
Oswaldo Cruz, en Rio de Janeiro, para su caracterizacion (Schatzmayr & Cabral,
2009).
Sin embargo, los estudios mas relevantes han sido los que se han desarrollado
posteriormente a la erradicacion del virus en la region, los cuales han estado
centrados en descartar la presencia de poliovirus salvaje, o evaluar el efecto en la
circulacién de las cepas vacunales que tuvo el reemplazo de OPV por IPV, como
también evaluar el grado de dispersion de variantes relacionadas a la vacuna
atenuada OPV.
En 2000-2001 ocurrié un brote de poliomielitis en Republica Dominicana y Haiti
debido a un derivado vacunal del tipo 1 (Centers for Disease Control and Prevention,
2001). Ello significé un punto de inflexién en nuestra regidon debido a que activé las
alarmas de los sistemas de salud publica, y a partir de entonces diversos paises
realizaron actividades de vigilancia ambiental de poliovirus.
En el afio 2004, se publico un trabajo en el cual se estudiaron 14 muestras de agua
residual y agua corriente colectadas en 6 provincias de Ecuador que poseian alto
riesgo de circulacion de poliovirus. Dicho trabajo reporto la presencia de poliovirus
en 6 de las 14 muestras, identificandose en todos los casos, cepas del tipo Sabin
(Dayan et al. 2004).
A su vez, en el periodo comprendido entre 2003 y 2005, la ciudad de Cérdoba en
Argentina, utilizé de rutina la vacuna IPV en su programa de inmunizacion infantil, y
la OPV unicamente fue utilizada en agosto-setiembre de 2005 de manera
intermitente. Entre los meses de mayo de 2005 y abril de 2006, investigadores de
la Universidad Nacional de Cérdoba colectaron semanalmente muestras de agua
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residual de la ciudad de Cordoba, asi como también de tres poblados cercanos a
dicha ciudad, que nunca habian interrumpido la vacunacion con OPV, y las
estudiaron para la deteccibn y caracterizacion de poliovirus segun las
recomendaciones de la OMS (Mueller et al. 2009). Los resultados mostraron que
mientras se utilizaba la IPV, un 19% de las muestras fue positiva para poliovirus,
aunqgue este porcentaje se incremento6 al 100% en los dos meses posteriores al uso
intermitente de OPV en agosto de 2005. Al reincorporar el uso de IPV a partir de
setiembre de 2005, al cabo de tres meses, un 25% de las muestras fue positivas
para poliovirus. A su vez, promediando mensualmente, mas de la mitad (54%) de
las muestras tomadas en los poblados que nunca interrumpieron el uso de OPV,
fueron positivas para poliovirus (variando entre un 20% a 80%).
El total de los poliovirus para los cuales se pudo obtener informacién genética
mostré ser del tipo Sabin. Un 77% de estos presentd al menos una mutacion en VP1
y el 3% presentd 5 0 mas mutaciones. Si bien se detectaron algunas mutaciones de
reversion de atenuacion en algunos aislados, la maxima divergencia genética con
respecto a las cepas Sabin fue de 0,77% para los serotipos 1y 3, y de 0,44% para
el serotipo 2. No se detecté recombinacidén con otros enterovirus.
El decline en la deteccidn de poliovirus luego de la implementacién de IPV, asi como
la baja divergencia con respecto a las cepas Sabin junto a la ausencia de
recombinacidén con otros enterovirus, llevé a sugerir que no habia una circulacion
sostenida de cepas OPV en la comunidad al suministrar la IPV con buena cobertura
en la poblacion.
Este estudio, pionero en la region, mas alla de analizar el efecto del reemplazo de
una vacuna por otra en la circulacion de poliovirus, caracterizdé un gran namero de
poliovirus aislados desde el ambiente, por lo que constituyd un importante
antecedente de vigilancia ambiental no sélo para Cérdoba, sino que también para
la Argentina y la regibn Sudamericana en su conjunto.
Mas recientemente, en el periodo 2011-2012, el Laboratorio de Enterovirus del
Instituto Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro, realiz6 un estudio de aguas residuales
colectadas semanalmente (n=31) en la entrada a una planta de tratamiento, para
monitorear la presencia de poliovirus, en un contexto de vacunacion con OPV y una
cobertura superior al 95% en la poblacién (de Oliveira Pereira et al. 2016). Las
muestras fueron estudiadas segun recomendaciones de la OMS, y se aislé
poliovirus a partir de 8 muestras, tratandose en todos los casos de cepas del tipo
Sabin. Sin embargo, se encontraron algunas sustituciones nucleotidicas de interés,
a nivel de 5°"UTR, asociadas con el fenotipo neuro virulento de poliovirus. No hubo
evidencia de VDPV ni de eventos de recombinacion.
Adicionalmente, actividades de vigilancia ambiental de poliovirus han sido llevadas
a cabo en Colombia, (Municipio de Armenia, Quindio) con el objetivo de conocer la
circulacioén del virus en la comunidad durante periodos de inmunizaciéon con OPV,
asi como de conocer la diversidad de cepas polio en el ambiente, antes del cese del
uso de OPV. Estos estudios han identificado Unicamente cepas del tipo Sabin 1y 3
(Gonzélez et al. 2012, 2019).
En enero de 2014, en el marco del Programa de Vigilancia de Enterovirus llevado a
cabo por CETESB junto al Centro de Vigilancia Epidemiologica del Estado de San
Pablo, se aislé un poliovirus a partir de una muestra de agua de mar obtenida en el
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Puerto de San Sebastian, al norte del Estado de San Pablo (Cassemiro et al. 2016).
Dicho aislado fue caracterizado como un VDPV del tipo 2, con una divergencia de
8,6% con respecto a la secuencia de VP1 de la cepa Sabin, y distintas regiones de
su genoma evidenciaron procesos de recombinacion con otros enterovirus de la
especie C. A su vez, se detectaron reversiones en mutaciones de atenuacion en
5'UTR y VP1. Se estim6 que la fecha en que la cepa OPV original fue suministrada
en un evento de vacunacion fue aproximadamente 8,5 afios antes de que fuera
identificada desde la muestra colectada en el mar, lo que indica que el virus habria
replicado durante varios afios, posiblemente a partir de su transmision a través de
varios individuos.

A pesar de esta deteccion, no se registraron cepas relacionadas en Brasil o en algun
otro sitio, ya sea circulando en ambiente, 0 en personas.

Sin embargo, meses mas tarde (marzo de 2014) se detectaria un poliovirus salvaje
del tipo 1 en aguas residuales colectadas en el Aeropuerto Internacional de
Viracopos, (Campinas, San Pablo), y su analisis genético indicO una relacion
cercana con un polio identificado en un caso de pardlisis en Guinea Ecuatorial (Pan-
American Health Organization, 2014). A partir de este hallazgo, las autoridades de
salud publica de Brasil fortalecieron la vigilancia de las AFP mediante una busqueda
activa de casos en todo el estado de San Pablo. Si bien no se reportaron casos de
pardlisis, ni se detecto la presencia del virus desde otra fuente, la vigilancia mostro
por si misma su importancia como una herramienta fundamental para la deteccion
temprana de importacion de poliovirus salvaje en territorios donde fue erradicado.

1.14.8. Erradicacion del poliovirus en Uruguay

Desde que se cuenta con registro, en el afio 1956 Uruguay contabilizé un maximo
de 21 casos de poliomielitis cada 100.000 habitantes (aproximadamente unos 550
casos). Al afo siguiente, se introdujo en el pais la vacuna Salk (inactivada), y en
1962 se la sustituyd por la vacuna Sabin (atenuada), la cual comenz6 a aplicarse
de forma masiva en la poblacién (Quian, 2010). En el 1966 la vacuna Sabin se
estableci6 como componente permanente en el plan de vacunacion, y en 1982 se
hizo obligatoria mediante Ley 15.272 (Quian, 2010; Sorondo & Frantchez, 2014).
Desde principios de los afios 90, Uruguay sostuvo un porcentaje de cobertura
vacunal superior al 95% (Sorondo & Frantchez, 2014).

En el afio 1978 ocurrié el Ultimo caso de paralisis con aislamiento de poliovirus
salvaje en Uruguay (de Quadros et al. 1997, Mosquera-Gordillo et al. 2014). Desde
entonces, no han sido reportados otros casos de estas caracteristicas, aunque, en
1989 se reportaron tres casos de polio paralitica asociada a vacunacion (Sorondo
& Frantchez, 2014).

En mayo de 2012 se reemplazé totalmente la vacuna OPV por la IPV en todo el
territorio nacional, y desde entonces se inmuniza a la poblacion mediante un
esquema gque indica su aplicacion a los 2, 4, y 6 meses de vida, y una cuarta dosis
a los 4-6 afios de edad (Alfaro-Murillo et al. 2020, Falleiros-Arlant et al. 2020).
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1.15. Algunas generalidades sobre la enfermedad manos-pies-boca
1.15.1. Introduccioén ala enfermedad

La enfermedad manos-pies-boca (HFMD del inglés Hand-Foot-and-Mouth disease)
esta asociada a la infeccion por distintos enterovirus humanos y consiste en un rash
maculopapular vesicular transitorio, en manos, pies y boca, acompafiado de
sintomas de una infeccién viral leve (Muehlenbachs et al. 2015). De acuerdo al
Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades de Estados Unidos, es
una enfermedad comun en nifios menores de 5 afios, debido a la falta de inmunidad
contra dichos patégenos en los primeros afios de vida (Centers for Disease Control
and Prevention, 2021c).

Epidemias de la enfermedad ocurren cada pocos afios en la medida que aumenta
la cantidad de nifios sin exposicién previa al virus causante. Estas cominmente
afectan nifios pequefios en escuelas o centros de cuidado infantil. Los cuadros son
leves y en torno a los 7 a 10 dias se resuelven, aunque pueden existir
complicaciones a nivel del sistema nervioso central, en raras ocasiones. La
enfermedad se disemina entre individuos por el contacto fecal-oral, oral-oral, o por
el contacto con secreciones respiratorias. Por lo tanto, el contagio se da
principalmente mediante contacto directo con un individuo infectado (mediante tos
o estornudos, besar, abrazar o compartir vasos o utensilios de comida con éste), o
mediante el contacto con heces, o superficies y materiales contaminados (Saguil et
al. 2019; Centers for Disease Control and Prevention, 2021c).

El periodo de incubacién lleva entre 3 a 6 dias y el paciente es mas infeccioso
durante la primera semana de la enfermedad. Se ha detectado virus activo en las
heces de individuos que cursaron la enfermedad hasta unas 8 semanas desde
iniciado el cuadro. La transmision a nivel del nucleo familiar sucede en el 52% al
84% de los casos de infeccidn con enterovirus A71. Si bien los adultos por lo general
cursan infecciones asintomaticas, pueden desarrollar la enfermedad, e incluso, mas
frecuentemente, transmitir el virus en su entorno (Saguil et al. 2019)

En América del Norte y zonas templadas, los brotes de HFMD ocurren cominmente
desde la primavera hasta el otofio, aunque también son posibles durante el invierno,
principalmente a partir de la emergencia de coxsackievirus A6 como agente
causante de la enfermedad. En regiones de clima tropical, los brotes ocurren a lo
largo de todo el afio (Flett et al. 2012, Centers for Disease Control and Prevention,
2021c).

La HFMD ha recibido una gran atencion en las ultimas dos décadas, especialmente
a nivel de la regién de Asia-Pacifico, no so6lo debido al reporte de grandes brotes,
sino también porque lejos quedd el concepto de que se trataba de una infeccidon
viral leve con manifestaciones clinicas tipicas que se resolvian espontaneamente al
cabo de unos dias y sin complicaciones. Hoy se sabe que la HFMD presenta
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e incluso etioldgicas muy distintas a las que
presento originalmente. De hecho, su importancia ha sido tal para algunos sistemas
de salud, que, por ejemplo, China establecié un sistema nacional de vigilancia para
la enfermedad a partir de 2008, (Xing et al. 2014) y otros paises de la region Asia-
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Pacifico han montado sistemas o desarrollado experiencias para el reporte de casos
y su estudio correspondiente (Gonzalez G et al. 2019, Nhu et al. 2021).

Esposito y Principi (2018) han resumido algunas caracteristicas que han llevado al
incremento en el interés por el estudio de la HFMD no sélo a nivel de las regiones
endémicas, sino también en otras regiones donde la enfermedad ha mostrado ser
emergente. En primer lugar, citan el incremento que ha habido en los ultimos afios
de casos atipicos de la enfermedad, en conjunto con el reporte de infecciones en
millones de nifios. También explican, que ha suscitado un gran interés que algunos
enterovirus involucrados clasicamente en enfermedades muy graves, puedan ser el
agente etioldgico también de HFMD. Por ultimo, consideran que la asociacion entre
casos de HFMD vy algunos problemas neurolégicos y cardiorrespiratorios graves
qgue, en algunos casos, han provocado la muerte, incrementa el interés por esta
patologia.

Si bien coxsackievirus A16 y enterovirus A71 han sido los dos enterovirus mas
frecuentemente vinculados a los cuadros de HFMD, (no sélo en la regién de Asia-
Pacifico, sino también a nivel mundial), el espectro de serotipos que han sido
reportados como causantes de cuadros de HFMD es amplio, e incluye a los
coxsackievirus A5, A6, A7, A9, Al10, B2, B5, entre otros. Incluso, virus totalmente
diferentes como pueden ser algunos adenovirus, han sido detectados durante el
estudio de casos (Tapparel et al. 2013, Sousa et al. 2018b).

1.15.2. Primeros reportes

Durante la década de 1950 se consolido el conocimiento acerca de la asociacion de
los coxsackievirus del tipo A con el cuadro clinico conocido como herpangina
(Parrott et al. 1952; Jack & Chenoweth, 1958) pero aun restaba mucho por
conocerse acerca de estos patégenos y su asociacion con la gran diversidad de
enfermedades desde las cuales se reportan hoy en dia.
Hacia finales de junio y principios de julio del afio 1957, un brote de enfermedad
febril de corta duracién, con caracteristicas inusuales, tuvo lugar en los suburbios
de la ciudad de Toronto, en Canada (Robinson et al. 1958, 1961).
El brote afect6 a unas 60 personas, las cuales presentaron inicialmente fiebre,
malestar, y dolor de garganta y/o dolor en la cavidad oral en general. Casi el 80%
de los afectados durante el brote presenté lesiones a nivel de orofaringe o fauces,
las cuales consistian de enrojecimiento o Ulceras en un ambiente de inflamacion.
Las ulceras estaban precedidas por vesiculas que se desarrollaban a partir de
pequefias maculas rojas. Algunas vesiculas ulceraban, mientras que otras se
absorbian espontaneamente. A su vez, casi la mitad de los casos presentaron rash
cutaneo, de forma maculopapular, y en aproximadamente el 25% de los casos se
observé también un rash vesicular. Por lo general, las extremidades, manos y pies
fueron las partes mas afectadas.
Estos sintomas aparecieron en distintos porcentajes de individuos afectados, y en
diferentes combinaciones. Ademas, se registraron sintomas respiratorios,
gastrointestinales, conjuntivitis, o dolor de cabeza.
El brote afecto a individuos de ambos sexos y de todas las edades, aunque casi la
mitad de estos pertenecia a la franja etaria de 1 a 4 afos. La enfermedad era
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altamente infecciosa, ya que afectd6 a 60 de los 115 miembros de los ndcleos
familiares involucrados en el brote (27 familias).

El estudio virolégico realizado mediante inoculacién de muestras a ratones lactantes
o de aislamiento viral en cultivos celulares de riidbn de mono, posibilitd junto a
ensayos de seroneutralizacion con diferentes antisueros monotipicos, la
identificacion de cepas de coxsackievirus del tipo A16.

A este primer reporte de un brote de una enfermedad nueva, le siguieron reportes
similares en 1959 en Birmingham, Inglaterra (24 casos) y en las Islas Britanicas (69
casos) también con identificacion de coxsackievirus Al6 (Alsop et al. 1960).
También en 1959, se reporto un brote de HFMD relacionado a CVA16 en California,
en otros Estados del oeste de Estados Unidos, y en Hawai, con la particularidad de
gue un caso de los estudiados en California estuvo asociado a coxsackievirus A4
(Magoffin et al. 1961).

En 1960-1961, a partir del estudio de 7 casos similares a los descriptos
anteriormente, ocurridos durante la temporada veraniega en Birmingham, en
poblados aledafios y en la ciudad de Bristol (Inglaterra), se identifico la presencia
de coxsackievirus A5 como agente causal de los mismos (Flewett et al. 1963).
Estos estudios pioneros demostrarian que la HFMD causaba cuadros similares en
distintas poblaciones, con sintomas que podian incluir desde apenas algunos hasta
una larga lista, de severidad variable, y lo mas importante, fue posible comprender
que varios coxsackievirus del tipo A (inicialmente) podian causar cuadros clinicos
muy similares, apenas distinguibles unos de otros.

1.15.3. Cuadro clinico
1.15.3.1. Presentacion clasica

La presentacién clasica de la enfermedad se da como una afeccion febril
autolimitada, acompafiada de malestar, ulceracion a nivel oral, que causa dolor de
garganta o de la cavidad oral, y particularmente puede aparecer un exantema
vesicular en las manos y en los pies. Inicialmente se registra una fiebre leve que se
resuelve al cabo de unas 48 horas, acompafiada por malestar, inapetencia y dolor
de garganta. Al cabo de 1 a 2 dias pueden comenzar a aparecer lesiones dolorosas
en la boca (lengua, paladar, y mucosa). Maculas eritematosas de la cavidad oral
evolucionan a vesiculas que al reventarse causaran ulceraciones dolorosas
(Repass et al. 2014).
Las lesiones y el dolor a nivel oral, puede causar molestia al alimentarse y beber
liquidos, lo que puede llevar a la deshidratacion. El rash cutaneo generalmente se
manifiesta en las palmas de manos y plantas de pies, y en ocasiones también en
nalgas y en la regién genital (Aswathyraj et al. 2016).
Las lesiones en la piel tipicamente son vesiculas rodeadas de eritema, pero también
pueden aparecer pequefias maculas, papulas, vesiculas agrupadas, e incluso
ampollas. Por lo general estas lesiones no son pruriticas, pero si a menudo
dolorosas. Es comun que el individuo afectado presente sélo algunos de estos
sintomas. Pasados los 7 a 10 dias los cuadros por lo general se resuelven sin
complicaciones (Nassef et al. 2015).
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1.15.3.2. Presentacion atipica

Si bien no ha sido posible establecer una correlacion directa entre sintomatologia y
serotipo (Nassef et al. 2015), existe una solida evidencia acerca del rol de
coxsackievirus A6 en el incremento de casos atipicos de la enfermedad. No
obstante, también hay reportes de casos atipicos asociados a coxsackievirus A16
(Huang et al. 2013, Sinclair et al. 2014; Esposito & Prinicpi, 2018; Horsten et al.
2018, Broccolo et al. 2019).

Los casos atipicos se caracterizan por presentar lesiones cutdneas con una
distribucion més amplia, involucrando el tronco y extremidades del paciente
afectado (Figura 13). También, puede darse el “eczema coxsackium” con erosiones
localizadas en areas donde previamente hubo o esté activa una dermatitis atopica.
Otro sintoma posible de los cuadros atipicos, son las erupciones del tipo Gianotti
Crosti, con lesiones distribuidas de manera acral en el rostro, brazos y piernas, pero
relativamente separadas del tronco. Por ultimo, también puede darse la aparicion
de signos de hemorragia en forma de petequias, o lesiones purpuricas. Las
ampollas al parecer son mas comunes en nifios menores de 1 afio, y petequias/
lesiones purpuricas y alteraciones en las ufias son mas comunes en nifios mayores
de 5 afios. El eczema coxsackium fue la presentacion atipica mas comun en
pacientes con historial de dermatitis atépica (Flett et al. 2012, Mathes et al. 2013,
Sinclair et al. 2014).

Durante la caracterizacion de casos atipicos de HFMD, Sinclair et al. (2014)
describieron lesiones semejantes al eczema herpeticum o a la varicela, asi como
también, Flett et al. (2012) describieron la aparicién de erosiones superficiales con
costra y vesiculas simétricamente distribuidas en las regiones perioral y perianal, y
en el dorso de las manos.

La aparicién de lineas de Beau y onicomadesis, pueden también ocurrir, por lo
general en una etapa tardia de la sintomatologia de HFMD, o incluso varias
semanas después de resolverse el cuadro. Las primeras son una especie de lineas
horizontales en forma de crestas o surcos en la ufia, y la segunda se caracteriza por
una separacion completa de la regién proximal de la ufia con respecto a su base
(Nassef et al. 2015).

También puede darse la descamacién de manos y pies, entre 1 a 3 semanas luego
del inicio de la enfermedad (Mathes ert al. 2013).

La similitud con cuadros eruptivos causados por otros virus, la aparicion de
sintomatologia atipica para la cual muchas veces los pediatras no estaban
acostumbrados a ver en la clinica, asi como la prolongada duracién de los sintomas,
0 incluso la aparicion de sintomas tardios, introdujeron nuevas dificultades al
abordaje de esta enfermedad.

1.15.3.3. Complicaciones

Si bien un gran porcentaje de los casos de HFMD se resuelven sin complicaciones
para el paciente, y no requieren hospitalizacion, existe la posibilidad de desarrollar
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algunas complicaciones las cuales derivan de la infeccion del sistema nervioso
central, y por lo general conlleva a un aumento en la gravedad del cuadro.

La meningitis aséptica, la AFP, y la encefalomielitis (con o sin debilidad muscular)
son las complicaciones mas comunes. Cuando existe dafio a nivel del tronco
encefélico, tanto la desregulacién autondmica, el edema pulmonar o el deterioro del
miocardio, pueden conducir a la muerte (Solomon et al. 2010). Si bien, los cuadros
complicados pueden resolverse y el paciente recuperarse, en la mayoria de los
casos los pacientes desarrollan secuelas tales como deficiencias motoras y
cognitivas (Huang et al. 2006, Chang et al. 2007).

Las complicaciones a nivel del sistema nervioso central, son casi que
exclusivamente debidas a enterovirus A71 (Zhang et al. 2014, Huang et al. 2015),
aunque en epidemias recientes, coxsackievirus A6 ha sido asociado hasta en el
18,2% de los casos de HFMD con complicaciones a nivel neurolégico, asi como
también se han reportado casos de este tipo asociados a otros enterovirus, tales
como coxsackievirus A10 (Lu et al. 2012, Hongyan et al. 2014, Li et al. 2014, Yang
et al. 2014).

Un estudio epidemioldgico realizado en China en el periodo 2008-2012 documentd
unos 7,2 millones de casos de HFMD, de los cuales aproximadamente el 1,1% se
tratd de casos con complicaciones a nivel neurologico y cardiopulmonar. Se
registraron unas 2.457 muertes (0,03%), identificando enterovirus A71 en el 91% de
los decesos mediante andlisis virolégico en laboratorio (1.617/1.773) (Xing et al.
2014).

Segun un estudio realizado por Chong et al. (2003), los casos graves asociados a
enterovirus A71 podrian detectarse antes si se tiene precaucion en pacientes con
sintomas atipicos, recuento total de glébulos blancos elevado, vomitos y ausencia
de Ulceras bucales. Otros signos tempranos relacionados a complicaciones del
sistema nervioso central, son la letargia, agitaciébn o irritabilidad, movimientos
involuntarios, ataxia troncal, y movimiento rotatorio ocular sin fijacion (Lu et al. 2004;
World Health Organization, 2011).

Segun un meta-analisis, la duracién de la fiebre durante 3 o mas dias, temperatura
corporal mayor o igual a 37.5°C, letargia, hiperglicemia, vomitos, conteo de
neutroéfilos elevado, infeccidn por enterovirus A71, y los primeros afios de vida, son
factores de riesgo para desarrollar HFMD grave, con complicaciones (Fang et al.
2014).
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Figura 13. Lesiones a nivel de la piel en casos atipicos de HFMD. En A-C se observan imagenes
de nifios afectados durante un brote que tuvo lugar en Boston (Estados Unidos) durante el invierno
de 2012. Las imagenes D-F corresponden a casos también atipicos reportados en Dinamarca
durante 2014-2016. Obsérvese la presentacion clinica con lesiones mas alla de las manos, pies y la
boca, como la espalda, extremidades, y regién perianal. En la imagen F se observa la apricion de
onicomadesis, lo cual ocurrié varias semanas después de la remision de la erupcion cutanea.
Coxsackievirus A6 fue identificado como responsable de todos estos casos. Para una descripcion
mas detallada de las manifestaciones clinicas, visitar los articulos originales desde donde fueron
obtenidas y modificadas las imagenes: Flett et al. (2012), doi: 10.3201/eid1810.120813 (imagenes
A-C) y Horsten et al. (2018), doi: 10.2340/00015555-2853 (imagenes D-F).

1.15.4. Antecedentes de estudio en laregion

La HFMD no es de notificacion obligatoria en la mayoria de los paises
sudamericanos, y por lo tanto no existe una vigilancia activa de casos esporadicos
o brotes a nivel de laboratorio.

Los antecedentes de la enfermedad en la regién sudamericana no son recientes
(Aguirrezabala et al. 1973; Pons, 1977; Moreira et al. 1995, Russo et al. 2006),
aunque desde hace menos de 10 afios ha aumentado el nimero de publicaciones
abordando este tipo de cuadros clinicos, su descripcion, y la identificacion del
agente causante.

En Brasil, se estudiaron 75 casos de HFMD reportados entre 2009 y 2016 en los
estados de Amapa, Bahia, Parand, Rio Grande do Sul, y Rio de Janeiro, a partir de
muestras de heces y sueros de individuos de edades entre 5 meses a 50 afos
(promedio 4.7 afos). Se identificd a coxsackievirus A16 y A6 como los dos
enterovirus mas frecuentemente detectados (57% y 16%, respectivamente).
Ademas, se detectd echovirus 25, y coxsackievirus A2 en tres casos. Hasta 2012
Unicamente se detecté CVAL6, y en los afios siguientes, por lo general se detecto
mas de un Unico serotipo asociado a los casos estudiados en cada Estado (Sousa
et al. 2018b).
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A su vez, en 2012 se registré un caso de HFMD asociado a EV-B74 en un nifio de
un afio de edad residente en el estado de Parand, el cual presenté un cuadro de
fiebre e irritabilidad conjuntamente con un rash papulovesicular en palmas, boca y
plantas de pies, asi como lesiones en las nalgas (Sousa et al. 2018a).

Un estudio reciente documenté la ocurrencia de distintos brotes de HFMD en
diferentes distritos del Estado de Para durante el primer semestre de 2019,
realizando la deteccion de enterovirus en el 83% de las muestras obtenidas (heces,
suero, hisopados nasofaringeos y de lesiones en piel) de individuos afectados
durante estos eventos (40/48).

El 55% de las muestras provenia de individuos de edades entre 12 y 36 meses,
aunque el total de muestras representaba edades entre 10 meses a 15 afios.

La mayoria de los casos fueron atipicos, con una presentacion de exantema
vesiculo-ampolloso, lesiones en rostro, extremidades (rodillas y/o codos), nalgas y
muslos, por aproximadamente unas dos semanas. Se reportd descamacion de
palmas y plantas de pies en el 90% de los individuos con deteccién de enterovirus.
En el 30% de los individuos enterovirus-positivos se constaté onicomadesis como
una manifestacion clinica tardia, al aparecer unos 14 dias de haber iniciado el
cuadro, y prolongandose por unos 20 dias.

Se logro la tipificacion en 22 de los casos positivos, identificando coxsackievirus A6
en 18 individuos (14 desde heces y 4 desde lesiones de piel), coxsackievirus B5 en
2 individuos, y coxsackievirus A4 y enterovirus C116 en un individuo, cada uno
(Justino et al. 2020).

Por otro lado, en Argentina, fueron documentados dos brotes de casos atipicos de
HFMD que ocurrieron en setiembre-octubre de 2015 en una localidad rural de la
provincia de Chubut, y en noviembre del mismo afio en una localidad de la provincia
de San Luis.

El primer brote involucré 14 casos (edades en el rango de 2 a 28 afios, promedio 10
afos), con presentacion de fiebre con 48 horas de evolucién y la erupcion erosiva
vesiculo-ampollosa caracteristica, que en principio afectdé palmas y plantas de pies.
En menor medida, el rash afectd pliegues de grandes articulaciones, mejillas, y
regibn perianal, y en algunas ocasiones el cuerpo entero. Varios pacientes
presentaron onicomadesis. El segundo brote afecté a 12 individuos (edades en el
rango de 1 a 58 afios, promedio 12 afios) los cuales presentaron sintomas también
de casos atipicos de HFMD.

El estudio de 8 muestras de heces correspondientes al brote de Chubut, y 5
muestras de heces del brote de San Luis permitio identificar mediante RT-PCR,
secuenciacion y andlisis filogenético de la region codificante de VP1, la presencia
de coxsackievirus A6 en 5 y 4 muestras, respectivamente. A su vez, las cepas en
cuestion fueron clasificadas como pertenecientes al linaje genético predominante a
nivel mundial (Cisterna et al. 2019).

En 2018, se detectd un coxsackievirus A6 altamente relacionado con las cepas
responsables de estos brotes, a partir del estudio de un caso atipico presentado por
un nifio de 4 aflos admitido en un Hospital de Nifios de Buenos Aires (Sapia et al.
2020). Ello brindé indicios de una circulacion sostenida en el tiempo, con deteccién
en tres puntos geograficos distantes en el territorio argentino.
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1.15.5. Antecedentes en Uruguay

En Uruguay, la primera observacion de la enfermedad fue publicada en la revista
Archivos de Pediatria del Uruguay en 1973 (Aguirrezabala et al. 1973), relatando el
estudio de un caso pediatrico de la enfermedad, que afectd a un nifio residente en
Montevideo, de 3 afios de edad.

El cuadro clinico se inici6é con fiebre, malestar general y anorexia, con aparicion de
un enantema eritematoso al cabo de tres dias, que se torn6 rapidamente vesicular,
fundamentalmente en mucosa vestibular. Concomitantemente, aparecié un
exantema de iguales caracteristicas en palmas de manos y plantas de pies. Existian
unos pocos elementos dispersos en el dorso de la mano y antebrazo, tratAndose de
vesiculas perladas de contenido opalescente, sin base indurada, rodeadas de halo
rojizo. La evolucion del cuadro se dio en unos 7 dias, sin evidencia de anomalias
sobreagregadas.

Se tom6 material de las vesiculas y se realizdé un hisopado rectal, utilizados luego
para el aislamiento viral en cultivo celular, infeccion de ratones lactantes, y ensayos
de sero-neutralizacion. Si bien los autores del trabajo pudieron reconocer la
presencia de un virus como causante del cuadro clinico, y lo asociaron a un
coxsackievirus-A, no fue posible identificar el tipo de coxsackievirus-A en cuestion.
Desde entonces, y hasta donde nuestro conocimiento nos permite afirmar, no han
sido realizados estudios que intenten identificar el agente causante de los casos de
HFMD que ocurren en Uruguay, a pesar que, en varias oportunidades, a través de
la prensa local, o desde el Programa de Vigilancia Epidemiolégica del Ministerio de
Salud Publica se ha alertado a la poblacion sobre la ocurrencia de brotes,

principalmente en instituciones educativas o de cuidado de la primera infancia.?® 2
22 23

2portal 180 (afio 2014): http://180.com.uy/articulo/50105_Mayor-numero-de-casos-del-virus-mano-pie-boca

2Djario Cambio (afio 2014): https://diariocambio.com.uy/2014/08/23/msp-alerta-por-brote-del-sindrome-mano-pie-boca-
locales/

2Ministerio de Salud Publica (2018): https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/sindrome-
mano-pie-boca

ZE| Telégrafo (afio 2019): https://www.eltelegrafo.com/2019/05/ninos-menores-de-5-anos-afectados-por-la-enfermedad-de-
manos-pies-y-boca/
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GENERAL

Conocer la diversidad de enterovirus en distintas ciudades de Uruguay y Argentina
mediante el estudio de muestras de agua residual y muestras clinicas provenientes
de brotes de HFMD.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la diversidad de enterovirus humanos que circularon en las aguas
residuales de distintas ciudades de Uruguay y Argentina mediante la
secuenciacion de un segmento codificante de la proteina VP1 utilizando next-
generation sequencing.

Identificar la circulacién de poliovirus en Uruguay mediante el estudio de
muestras de agua residual colectadas durante la utilizacion de OPV.

Evaluar la viabilidad de enterovirus presentes en muestras seleccionadas de
agua residual mediante su inoculacion en cultivo de lineas celulares.

Caracterizar filogenéticamente las cepas de interés detectadas en el marco
de esta tesis, en un contexto de circulacion regional.

Describir las caracteristicas de los brotes de HFMD ocurridos en Uruguay, y
caracterizar los enterovirus responsables de los mismos.

Conocer la relacidbn genética existente entre las cepas de enterovirus
detectados a partir del estudio de muestras clinicas y aquellas que han
circulado previamente en el agua residual.

Generar la capacidad y herramientas que potencien el disefio e

implementacion de un programa de vigilancia ambiental de enterovirus en
Uruguay.
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3. COLABORACIONES ACADEMICAS QUE POTENCIARON ESTA TESIS

Esta tesis fue realizada desde el Laboratorio de Virologia Molecular del Centro
Universitario Regional Litoral Norte de la Universidad de la Republica, en el marco
de una colaboracion académica junto a otras Instituciones de la region sur de
Sudamérica, con el principal objetivo de lograr una descripcion de la diversidad de
enterovirus que circulan o han circulado en la region, a partir del estudio de
colecciones de muestras de agua residual que distintos laboratorios poseian, asi
como también a partir de nuevas colectas que realizamos en distintas ciudades de
Uruguay.

Desde la Céatedra de Virologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires y el Laboratorio de Gastroenteritis Virales y Sarampién
del Instituto de Virologia Dr. J.M. Vanella, de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cordoba, aportaron muestras de agua residual que
formaban parte de sus colecciones, participando ademas en las distintas etapas de
analisis de resultados y discusion durante la elaboracién de los manuscritos que
fueron enviados para su publicacion.

Una vez que se obtuvieron los resultados de la secuenciacion con lllumina, se
trabajo en colaboracion con la Unidad de Genomica y Bioinformatica del CENUR
Litoral Norte, y junto a dicho grupo se definié el pipeline para el procesamiento
bioinformatico y analisis de los datos obtenidos.

Estas colaboraciones académicas, posibilitaron que esta tesis pudiera enfocarse en
una descripcion de los enterovirus que circulan méas alla de las fronteras de
Uruguay, especialmente en dos importantes ciudades de gran influencia para la
regiébn como lo son Coérdoba y Buenos Aires.

Parte de los resultados obtenidos en esta tesis fue posible gracias a la apertura que
tuvo el Laboratorio de Enterovirus del Instituto Oswaldo Cruz de la Fundacion
Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro, en el cual fueron realizadas dos pasantias de dos
meses de duracion, que posibilitaron la obtencion de importantes resultados en
etapas iniciales de esta tesis. Dichas pasantias ademas constituyeron instancias de
capacitacion y entrenamiento para la deteccion y diferenciacion intratipica de
poliovirus utilizando el algoritmo propuesto por la OMS y empleado por toda la
GPLN.

Si bien el proyecto original de esta tesis abarcaba exclusivamente el estudio de
enterovirus a partir de muestras de agua residual, durante la realizacion del mismo,
ocurrieron brotes de HFMD en algunas de las ciudades uruguayas desde las cuales
habiamos colectado agua residual, y mediante la coordinacién y colaboracién con
el Departamento de Vigilancia Epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica y sus
referentes departamentales, y tras el aval de un Comité de Etica (ANEXO 1),
accedimos al estudio de estos brotes, detectando y caracterizando la presencia de
enterovirus como los virus causantes de los casos clinicos. Ello nos permitio obtener
informacion relevante acerca de algunos de los enterovirus, mas alla de lo
observado a partir del estudio de agua residual, asi como caracterizarlos en un
contexto de circulacion regional.
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4. RELEVANCIA

Los enterovirus han significado siempre una complicacion para la salud humana al
estar asociados a multiples y diversas enfermedades. Unicamente existen vacunas
para poliovirus, y mas recientemente para enterovirus A71, sin embargo, multiples
enterovirus pueden generar los cuadros clinicos que éstos dos virus generan, sin
gue existan vacunas para prevenirlos.

En esta tesis, demostramos que existe una gran diversidad y una amplia circulacion
a nivel de Sudamérica de al menos 47 enterovirus distintos, algunos aparentemente
endémicos y otros de introduccion reciente en nuestra region, sin evidencia de
dispersion regional, para los cuales sabemos que han ocasionado importantes
problemas para la salud publica desde su emergencia en otras partes del planeta.

El abordaje de wastewater-based epidemiology mediante next-generation
sequencing que desarrollamos durante esta tesis, podra ser empleado en otros
paises de la region con el objetivo de conocer cuales enterovirus estan afectando a
sus poblaciones. No sélo se gener6 informacion a nivel de Uruguay y de Argentina
durante el desarrollo de este proyecto, sino que también se establecieron
colaboraciones académicas que ademas de fortalecer el trabajo de los distintos
grupos de investigacion, también potenciaron perspectivas de trabajo en conjunto a
nivel regional.

Con respecto a la HFMD, después de casi 50 afios de que se realizara la primera
descripcion de la misma en Uruguay, esta tesis constituye la primera identificacion
de los enterovirus asociados a brotes que ocurrieron en el pais. La HFMD es un
problema importante en otras regiones del planeta, y comienza a serlo también en
nuestra region, donde al parecer esta siendo emergente, con presentacion de casos
principalmente asociados a coxsackievirus AG6.

Relacionado a ello, la tesis es un ejemplo de como se puede integrar la informacion
obtenida desde la vigilancia clinica, con aquella obtenida desde la vigilancia
ambiental, para poder conocer en profundidad de qué manera circulan los
enterovirus en una poblacién, y potenciar el estudio de las diversas variantes desde
aspectos moleculares, o evolutivos, con mayores insumos que los disponibles
cuando Unicamente un tipo de vigilancia (clinica o ambiental) es realizada.
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5. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se mostraran en su mayoria en formato de articulo
cientifico al haberse logrado durante el transcurso de la misma un total de 6
publicaciones en revistas cientificas internacionales arbitradas entre pares e
indexadas en distintas bases de datos. Adicionalmente, se presentan algunos
resultados que no han sido publicados, como complemento de algunos de los
articulos, o al finalizar esta seccion, como insumos para un séptimo articulo en
construccion.
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5.1. Articulos cientificos generados durante esta tesis que fueron
publicados en revistas cientificas internacionales arbitradas entre pares e
indexadas

5.1.1.

Articulo 1 “An environmental surveillance in Uruguay reveals the presence of
highly divergent types of human enterovirus species C and a high frequency
of species A and B types”.

Afo: 2018

Revista: Food and Environmental Virology

El primer articulo publicado en el marco de esta tesis presenta los resultados de una
exploracion inicial que se realizé para evaluar la factibilidad de detectar enterovirus
en muestras de agua residual que habian sido colectadas durante el periodo 2011-
2013 en las ciudades uruguayas de Bella Unién, Salto, Paysandu, Fray Bentos,
Melo y Treinta y Tres, y que permanecian conservadas a -20°C al momento de
realizar el estudio.

Se emplearon distintos volimenes de agua residual (o de efluente de una laguna
de estabilizacién en el caso de Bella Unidn), realizando el proceso de concentracion
viral mediante el método de adsorcion-elucibn a una membrana cargada
negativamente para obtener un concentrado de 4 ml para cada muestra.

Para las ciudades de Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos (regién oeste de
Uruguay) se trabajo con 12 muestras por cada ciudad, compuesta cada una por dos
alicuotas representativas de distintos momentos de un mismo mes, y cuyas colectas
se realizaron quincenalmente entre marzo de 2011 y febrero de 2012. Para las
ciudades de Melo y Treinta y Tres (region este de Uruguay), se trabajé con 10
muestras por cada ciudad, colectadas aproximadamente cada dos meses entre
setiembre de 2011 y abril de 2013. Se analizaron 68 muestras en total.

Todas las muestras fueron procesadas para la cuantificacion de enterovirus
humanos mediante la utilizacion de una RT-gPCR dirigida a la regién 5UTR vy
utilizando como molde el ARN extraido desde el concentrado viral.

A su vez, todas las muestras fueron procesadas para la deteccién de un fragmento
codificante de la proteina VP1 mediante una RT-nested-PCR y en aquellas
muestras que resultaron positivas, se secuencié mediante el método de Sanger, el
fragmento en cuestidn, para su posterior andlisis filogenético.

La concentracién de enterovirus estuvo en el rango entre 4,9 y 6,6 Logl10 copias
gendmicas por litro. Considerando ambos métodos (RT-gPCR y RT-nested-PCR),
se detectd la presencia de enterovirus en el 61,8% (42/68) de las muestras,
pudiendo amplificar el fragmento codificante de VP1 en el 90,5% (38/42).

La secuenciacion permitio realizar la tipificaciéon de 10 enterovirus presentes en el
81,6% (31/38) de las muestras, evidenciando la presencia de echovirus 6 (8
muestras), coxsackievirus A16 (8 muestras), coxsackievirus A2 (3 muestras),
coxsackievirus B5 (3 muestras), coxsackievirus A22 (dos muestras), coxsackievirus
B1 (2 muestras), echovirus 5 (dos muestras) y de echovirus 9, coxsackievirus A13
y enterovirus C99 en una muestra cada uno.
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El grado de similitud de las cepas detectadas y caracterizadas en nuestro estudio
con respecto a cepas descriptas en otras partes del mundo tomo valores dentro de
lo esperado, aunque para algunos tipos de la especie C, se observé que las cepas
uruguayas diferian bastante a nivel nucleotidico con respecto a lo que se habia
reportado globalmente con anterioridad (rango de 20,4 a 22,5%, o de 16,6 a 20%
para coxsackievirus A13, y enterovirus C99, respectivamente).

También se observo que, si bien la mayoria de los enterovirus fueron detectados de
manera esporadica, coxsackievirus Al6 y echovirus 6 fueron detectados
consecutivamente entre mayo-octubre y noviembre-marzo, respectivamente, al
considerar la region oeste del pais.

Una vez que se detecto la presencia de enterovirus en 42 muestras, se realizo una
pasantia en el Laboratorio de Enterovirus del Instituto Oswaldo Cruz de la
Fundacion Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro, Brasil, durante la cual se evaluo6 la
viabilidad de los enterovirus contenidos en las muestras mediante su inoculacion en
el sistema de células RD y L20B, sistema ampliamente utilizado para la vigilancia
clinica y ambiental de poliovirus. El propdsito ademas de esta pasantia era la
utilizacion del algoritmo propuesto por la OMS para la deteccion de polio a partir de
muestras ambientales, ya que estas correspondian mayormente a un periodo en
que en Uruguay se utilizaba la vacuna atenuada OPV, y nos interesaba la deteccién
y caracterizacion de cepas que circulaban en el ambiente.

Del total de muestras inoculadas en células RD, unicamente 4 (10%) desarrollaron
efecto citopatico, y al realizarse pasaje a células L20B los aislados no desarrollaron
efecto citopatico en estas células. La amplificacion, secuenciacion y andlisis
filogenético del fragmento codificante de VP1 de estos aislados, permitié constatar
que se trataba de tres cepas de echovirus 6 (estrechamente relacionadas a los
echovirus 6 detectados directamente desde el agua residual) y de una cepa de
coxsackievirus B3. La ausencia de deteccion de poliovirus a partir de muestras de
agua residual colectadas durante los periodos de vacunacion con OPV se discute
en el articulo, entendiendo que son varios los factores involucrados, especialmente
aguellos que inciden en la baja sensibilidad de la vigilancia ambiental tal como fue
planteada.
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Abstract

Information about Human Enterovirus circulation in Uruguay is scarce. The aim of this study was to generate the first
description about their circulation in the country through the study of sewage samples collected before and after the switch
from Oral Poliovirus Vaccine to Inactivated Poliovirus Vaccine. Viruses were concentrated by an adsorption—elution to a
negatively charged membrane, and real-time quantitative PCR and qualitative PCR methods were used to detect, quantify,
and characterize enteroviruses. Positive samples were inoculated in RD cells and two passages were performed. Addition-
ally, RD+ samples were subsequently passed onto L20B cells. Human Enteroviruses were detected in 67.6% of the samples,
with concentrations between 4.9 and 6.6 Log,, genomic copies per liter. 10% of positive samples replicated in RD cells, of
which none in L20B cells. Molecular characterization of Human Enterovirus strains directly detected from sewage sample
concentrates allowed the identification of highly divergent members of species C such as Enterovirus C99 and Coxsacki-
evirus A13, as well as the frequent detection of species A and B members (particularly Coxsackievirus A16 and Echovirus
6, respectively). Other detected types were Coxsackievirus A2, A22, B1, BS, Echovirus 5, and 9. The characterization of
viruses isolated in cell culture revealed the presence of Echovirus 6 and Coxsackievirus B3. Despite the absence of polio-
virus, a wide circulation of different enterovirus types was evidenced in Uruguayan sewage samples, highlighting that the
local populations are exposed to different kinds of diseases originated by several human enterovirus.

Keywords Enterovirus - Coxsackievirus - Echovirus - Uruguay - Sewage

Introduction

Human Enteroviruses (HEVs) are classified into four viral
species (HEV-A to HEV-D) inside the genus Enterovirus,
Picornaviridae family (Knowles et al. 2011). The virions are
non-enveloped, with an icosahedral symmetry of approxi-
mately 30 nm of diameter, containing a single-stranded
positive-sense RNA genome about 7.5 kb in length with 5’
and 3’ Non-Coding Regions (NCRs) flanking a unique Open
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Reading Frame (ORF). A single polyprotein is translated
from the ORF, followed by proteolytic cleavages generating
capsid (VP1-VP4) and non-structural (2A-2C, and 3A-3D)
proteins such as protease and RNA-dependent RNA poly-
merase (Pallansch et al. 2013).

While HEVs usually cause silent or subclinical infections
(Witsg et al. 2007), they are associated with a wide spec-
trum of clinical manifestations. HEVs could be responsible
from a common cold or minor febrile illness to severe dis-
eases as hand foot and mouth (HFM) disease, acute hemor-
rhagic conjunctivitis, acute myocarditis, aseptic meningitis,
encephalitis, cardiac disease, severe neonatal sepsis-like dis-
ease, or acute flaccid paralysis (AFP) (Blondel et al. 2005;
Muehlenbachs et al. 2015). The ratio of number of diseases
cases to number of infections depends on the HEV serotype
(Nathanson and Kew 2010) and reported cases of infection
represent a small proportion of infected people in a com-
munity (Hovi et al. 1986).
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HEV classification was initially based on antigenicity,
biological activity, and disease, grouping them into Cox-
sackievirus A (CVA), Coxsackievirus B (CVB), Poliovirus
(PV), and Echovirus (E). Nevertheless this scheme collapsed
when new emerging viruses with different serological char-
acteristics to those already described were discovered, and
as a consequence they were numbered starting from EV68
(Pallansch et al. 2013).

Afterwards, the molecular typing overcame the difficul-
ties of the EV typing old scheme and helped to establish a
new classification system. In fact, nucleotide sequence of
VP1 coding segment correlates well with enterovirus sero-
type and members of the same serotype usually share more
than 75% identity at nucleotide level (85% at amino acid
level) in this region of the genome (Oberste et al. 1999;
Oberste and Pallansch 2005). Up to date it has been identi-
fied 3 PV, 21 CVA, 6 CVB, 28 E, and 48 numbered EV types
(The Pirbright Institute 2018).

Since HEVs replicate in the gastrointestinal tract and are
shed in huge concentrations in feces from both asympto-
matic and symptomatic individuals, the fecal-oral route is
the main route of transmission (Hovi et al. 2012). This leads
to human feces from sewage being the major source of HEVs
in the environment, spreading to other environmental water
matrixes like lakes, rivers, or seas (Connell et al. 2012; All-
mann et al. 2013; Prevost et al. 2015).

Nevertheless, structural stability of HEVSs in the environ-
ment allows the study of sewage samples with the aim to
describe the epidemiology of them in the human population,
which excretes feces to sanitary sewer network (Global Polio
Eradication Initiative 2015).

Environmental surveillance is an effective approach
investigating circulation of HEVSs in several communities
(Wieczorek et al. 2011; Battistone et al. 2014; Tao et al.
2016; Farias et al. 2018) and provides supplementary infor-
mation when clinical cases reports are absent or are carried
out under poor-quality standards. Several countries, both for
early detection of wild PV (WPV) introduction and trans-
mission as well as for detection of vaccine-derived neuro-
virulent polioviruses (VDPVs) that emerge following the
use of Oral Poliovirus Vaccine (OPVs), implemented this
approach.

In Uruguay, the available information about the circula-
tion of HEVs in the population is scarce and proceed from
the study of meningitis and encephalitis of viral origin as
well as the AFP, which constitute notifiable diseases to the
public health authorities (Uruguayan Government 2012).
Uruguay reported the last case with isolation of WPV in
1978 and certified the elimination of paralysis cases due the
virus in 1994, jointly with the Americas (de Quadros et al.
1997). Since then, Uruguay never registered cases of paraly-
sis by VDPVs, despite the utilization of the trivalent OPV up
to May 2012, when the attenuated vaccine was completely
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replaced by the Inactivated Poliovirus Vaccine (IPV) in the
National Calendar of Vaccination.

Beyond meningitis, encephalitis, and acute flaccid paraly-
sis, and up to our best knowledge, Uruguay lacks a HEV
surveillance system and the etiological agent of most afore-
mentioned diseases remains unknown.

This work attempts to generate a base line of informa-
tion about the HEV circulation in Uruguay, conducting a
retrospective study of sewage samples collected in different
cities, mainly during the OPV vaccination period.

Methods
Environmental Samples

This is a retrospective study of two sets of environmental
samples (42 ml each) collected in Uruguay between 2011
and 2013. Set One was composed of 96 sewage grab samples
obtained bi-weekly between March 2011 and February 2012
from four cities located at the western region of the country
(Bella Unién [BU], Salto [SA], Paysandi [PY], and Fray
Bentos [FB] cities). In Bella Uni6n, samples were collected
downstream of a stabilization pond, while in the other cities
untreated sewage was collected. Set Two was composed of
20 composite sewage samples (24 h) collected bi-monthly
between September 2011 and April 2013 from the influent
of two sewage treatment plants located in two cities from the
eastern region of the country: Melo (ME) and Treinta y Tres
(TT). For Set One, samples from each month and each city
were pooled reducing the 96 initial samples to 48 samples
of 84 ml each. Samples were stored at — 20 °C from the col-
lection data until the virological analysis.

Internal Process Control

Before viral concentration, 4.80 x 10? genomic copies of a
PP7 bacteriophage were inoculated in each sample as an
Internal Process Control (IPC) (Rajal et al. 2007).

Viral Concentration

Viral particles were concentrated using a protocol of adsorp-
tion/elution to a negatively charged membrane described by
Katayama et al. (2002) with modifications (Haramoto et al.
2009). Briefly, MgCl, was added to the sample to a final
concentration of 25 mM before filtering through a type HA
negatively charged membrane with a diameter of 47 mm and
a pore size 0.45 um. The membrane was rinsed with 200 ml
of 0.5 mM H,SO, (pH 3.0) and placed into a petri dish
where the elution of viruses was performed by stirring with
4 ml of 1 mM NaOH (pH 10.8) for 10 min. To neutralize
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the solution, 40 ul of 50 mM H,SO, and 40 ul of 100X TE
Buffer (pH 8.00) were added.

The concentrated sample was centrifuged for 20 min at
4000xg to clarify, and the supernatant was stored at — 20 °C
for further analysis.

RNA Extraction and cDNA Synthesis

The RNA extraction was performed from 200 pl of viral con-
centrate using the QIAamp cador Pathogen Mini Kit (Qia-
gen) according to the manufacturer’s instructions to obtain
60 ul of RNA extracted solution. cDNA synthesis with ran-
dom hexamers (Thermo Fisher Scientific) and gene-specific
primers were carried out, depending on the PCR protocols
requirements, from 10 pl of extracted RNA using the Rever-
tAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific).

For gene-specific cDNA synthesis, primers AN32, AN33,
AN34, and AN35 (Nix et al. 2006) were used at a final con-
centration of 0.4 uM each and dNTPs were used in a con-
centration of 1000 uM each. Random hexamers at a final
concentration of 2.0 ng/ul were used for random cDNA
synthesis.

Real-Time PCR for the IPCand for Human
Enteroviruses

Real-time PCRs were carried out with TagMan technology
and reactions were performed in duplicated with 2X Sensi
Fast Probe No Rox Kit (Bioline Reagents) in a Rotor-Gene Q
instrument (Qiagen) following manufacturer’s instructions.

The PP7 genomic detection was performed with 247F and
320R primers towards the helicase coding segment (Rajal
etal. 2007).

Quantification of HEVs was achieved using rRT-R and
rRT-F primers (Oberste et al. 2010) towards the 5" NCR
region of the enterovirus genome with a standard curve per-
formed with serial dilutions (10°~10°%) of a plasmid contain-
ing the fragment of the expected size as an insert.

Each reaction of PP7 detection and HEV quantification
was performed from five microliters of random cDNA.

Human Enterovirus Molecular Characterization

The HEV molecular characterization was carried out by
a qualitative PCR towards the VP1 capsid protein coding
segment with the pair of primers 222/224 and AN88/AN89
described by Nix et al. (2006) in the first- and second-round
PCRs, respectively. First-round PCR reaction was performed
from 5.0 pl of gene-specific cDNA, and second-round PCR
reaction was performed from 2.0 pl of first-round PCR prod-
uct, with 2X Mango Mix (Bioline Reagents) following the
manufacturer’s instructions.

Second-round PCR products were resolved in a 2% aga-
rose gel electrophoresis and the expected size amplicons
(~350 bp) were excised from the gel and purified with the
Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen™). Macrogen Inc. (Korea) performed DNA
sequencing with primers AN88 and AN89. Sequences
were curated with BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall 1999) and aligned with Clustal W tool with reference
sequences and sequences reported elsewhere retrieved
from the GenBank database in Mega 6.0 software (Tamura
etal. 2013).

Phylogenetic analyses were performed with Mega 6.0
software using the Neighbor-Joining method and Kimura
two-parameter model (Tamura et al. 2013). As a measure
of robustness of each node, the bootstrap method with
1,000 pseudo replicates was used. The sequences obtained
in this study were submitted to the GenBank database
with the accession numbers MF093652-MF093682 and
MF537000-MF537003.

Human Enterovirus Isolation by Cell Culture

In order to know the viability of the detected viral parti-
cles, viral concentrates corresponding to positive samples
were assayed in cell culture, performing the infection of
RD (human rhabdomyosarcoma) cells. Each inoculum was
vortexed with chloroform (1:1 v/v) by 2 min followed by
a centrifugation step at 4000xg for 10 min. 0.3 ml of the
upper phase was inoculated onto 25 cm? flask with 80%
confluent RD cell monolayer. After 5 days of incubation
(36 °C, 5% CO,) and daily observation, second passages
were performed. Those HEV's which replicate in RD cells
were subsequently passed (two passages) onto L20B cells
(mouse fibroblast cells that express the human poliovirus
receptor) in order to allow the isolation of possible PV pre-
sent in the sample.

RD (NIBSC Accession Number 081003) and L20B
(NIBSC Accession Number 081102) cell lines were pro-
vided by the WHO Global Polio Laboratory Network
(GPLN). Cell culture procedures were performed accord-
ing to WHO guidelines (World Health Organization 2004).

Molecular Characterization of Human Enterovirus
Isolates

One hundred and forty microliters of supernatant (after three
cycles of freezing/thawing) of samples showing cytopathic
effect were subject to RNA extraction with QiAmp Viral
RNA Kit (Qiagen). The molecular characterization of iso-
lates was performed following the protocol designed by Nix
et al. (2006) as described above.
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Results
Human Enterovirus Detection and Quantification

The IPC was detected in all samples through a TagMan real-
time PCR assay.

HEVs were detected in 42 samples (61.8%), of which
four samples (9.52%) were determined as positive by qPCR
towards 5’ NCR segment, 11 samples (26.2%) by qualitative
PCR towards VP1 coding segment, and 27 (64.3%) were
determined as positive by both methods.

Viral concentration ranged between 4.9 and 6.6 Log,,
genomic copies per liter (Log,, gcl™') presenting average

values of 5.3 in Treinta y Tres, 5.5 in Fray Bentos, 5.6 in
Salto, 5.8 in Melo, and 6.0 in Paysandi. In Bella Uni6n,
three samples were positive by qualitative PCR, although
none of them was positive by qPCR (Fig. 1).

Human Enterovirus Isolation in Cell Culture

All the positive samples (n =42) were assayed in cell culture.
HEVs were isolated in RD cells in four (~ 10%) samples
from Salto (March 2011), Treinta y Tres (November 2011),
Paysandu (February 2012), and Melo (April 2012). None of
these four samples presented characteristic cytopathic effect
of poliovirus in L20B cells.
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Sequencing and Phylogenetic Analysis

Sequences were obtained from 31 strains out of 42 qualita-
tive PCR-positive samples and from the four strains isolated
in RD cells, and were used in phylogenetic reconstructions.

As Fig. 2 shows, 11 strains were identified as belonging to
HEV-A, 20 strains to HEV-B, and 4 strains to HEV-C, while
HEV species D was not detected.

Regarding HEV-A (Fig. 2a), CVA2 and CVA16 were
detected in three and eight samples, respectively. CVA16
Uruguayan strains clustered all together with a bootstrap
support of 92% and a high degree of similarity among them
(Table 1). On the other hand, CVA2 Uruguayan strains clus-
tered into two distinct groups (~70% bootstrap support) with
up to 15% of divergence at nucleotide level among them and

( a) @ MF093656 ENVAUN-2011/F8-URY
@ MF093657 ENV/Jul-2011/FB-URY
° BURY
) B-URY
@ MF093660 ENVIOc-2011FB-URY
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KX187410 GRC 2011
IX139813 RUS Jun-2011
22 L i1617106 FRAZ012
w17
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EF555644 USA 1984 USA-GA84-10636 strain
KTT17072 NGA Dec-2014
KJ768821 MDG 2011 EVC99
84) @ MF093682 ENV/ADr-2011/FB-URY
KJ768823 MDG 2011

CVA13
78

strain
@ MFO3664 ENVIMar-2011/PY-URY

* [ o

100, CVA22
75 $X139638 RUS Aug-2010
@ MFOD3665 ENVIAR-2012ME-URY

KF984203 ITA Sep-2013

Fig.2 Phylogenetic analysis of Human Enterovirus strains detected
in Uruguayan sewage samples based on partial sequences of the VP1
coding segment. Phylogenetic trees for Human Enterovirus species
A, B, and C are shown in a—c, respectively. Black circles or squares
represent Uruguayan strains when characterized directly from sewage

with strains reported elsewhere (Table 1). The 20 strains of
HEV-B (Fig. 2b) correspond to CVBI1 (two strains), CVB3
(one strain), CVBS5 (three strains), E6 (11 strains), ES (two
strains), and E9 (one strain) types. CVB5 and E6 Uruguayan
strains were the most divergent HEV-B types and strains of
each type clustered in two distinct groups. An Uruguayan
CVBS5 strain (MF093668) clustered outside of the other Uru-
guayan CVBS strains (100% bootstrap support) presenting
up to 8.6 and 3.9% of nucleotide and amino acid diversity
with them (Table 1). The divergence among the Uruguayan
EG6 strains reached values up to 4.8 and 2.9% at nucleotide
and amino acid level, respectively, and clustered into two
distinct groups (100% bootstrap support). The most numer-
ous group also contain E6 strains reported in 2009-2011 in
Finland, Denmark, and Netherlands.
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or from an isolate, respectively. The GenBank accession number fol-
lowed by the three-letter country code (ISO 3166-1 standard) and the
year of detection is used to indicate strains reported elsewhere. Refer-
ence strains are in bold. Only bootstrap values higher than 70% are
shown. The bars at the bottom denote genetic distance
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Table 1 Uruguayan strains
of Human Enteroviruses and

Divergence among Uru-

Divergence with strains reported Divergence with a refer-

; guayan strains elsewhere® ence strain”

percentages of divergence at

nucleotide and amino acid nt aa nt aa nt aa

levels among them, with

reference strains and with CVA2 0.8-15.0 0-1.1 47-154 0-3.3 18.9-20.7 3344

strains reported elsewhere CVAL6 0-1.1 0 1.5-3.6 0-1.1 25.8-26.1 54
CVBI1 1.0 1.0 1.7-2.6 0-1.0 23.8-24.7 10.8-11.8
CVB3 - - 1.3-2.6 0 22.8 5.0
CVBS 2.3-8.6 1.0-39 5.1-8.0 0-3.9 21.723.3 29-6.8
E5 0.7 1.0 1.6-2.2 0-1.0 19.4-20.0 1.9-29
E6 0448 0-2.9 1-3.8 0-2.0 25.6-26.5 7.7-9.6
E9 - - 1.9-5.1 1.0 17.2 18.9
CVAI3 - - 204-22.5 11.1-12.0 25.6 12.0
EVC99 - - 16.6-20.0 1.04.7 215 1.9
CVA22 47 1.0 1.9-6.2 0-2.9 30.1-31.9 19.7-20.6

“Those strains reported elsewhere and included in the phylogenetic analysis of this work

PThose reference strains included in the phylogenetic analysis of this work

The strains characterized as HEV-C were CVA22 (two
strains), CVA13 and EVC99 (one strain each) (Fig. 2c).
The Uruguayan CVA22 strains were up to 6.2 and 2.9%
divergent at nucleotide and aminoacid level, respectively,
with CVA22 strains reported elsewhere (Table 1). On the
other hand, the Uruguayan CVA13 strain was up to 22.5 and
12% divergent at nucleotide and amino acid levels, respec-
tively, with strains reported in Argentina and Madagascar
(Fig. lc; Table 1). Although the Uruguayan EVC99 strain
was also divergent around 20% at nucleotide level with
strains reported elsewhere, it presented a lower degree of
divergence at amino acid level with these strains compared
with CVA13 (Table 1).

Temporal and Geographical Distribution of HEV Types

While types as CVB1, CVB3, CVA13, E5, and E9 were
detected only in the eastern region of the country (Melo and
Treinta y Tres), CVA16 or EVC99 were detected exclusively
in the western region (Salto, Paysandd, and Fray Bentos). On
the other hand, some types (E6, CVA2, CVA22, and CVBS5)
were detected in both regions of the country. Regarding
the temporal fluctuation of the HEV types, although most
of them were detected sporadically, CVA16 and E6 were
consecutively detected in the periods of May-October and
November—March, respectively, in the western region of the
country (Fig. 3).

E6
CVAl6
CVA2
CVA22
EVC99
CVB5
CcvB1l

CVA13
E9

E5
CvB3

Fig.3 Temporal and geographical distribution of Human Enterovirus
types detected in sewage samples from Uruguay between March 2011
and April 2013. The upper scheme represents cities of the western
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region of Uruguay (SA Salto, PY Paysandu, FB Fray Bentos) and the
lower one, cities of the eastern region (ME Melo and TT Treinta y
Tres)
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Discussion

We have described herein the occurrence of several HEV
types in the environment from Uruguay, which constitutes,
up to our knowledge, the first report from this country con-
cerning the environmental molecular diversity of HEVs.

Two methods designed originally for detection and
molecular characterization of HEVs from clinical speci-
mens (Nix et al. 2006; Oberste et al. 2010) were applied
here in parallel, for HEV screening in sewage sample
concentrates. A higher frequency of detection for HEVs
was obtained by the use of these two methods in parallel,
than using one of them only, as suggested by Oberste et al.
(2010).

As the IPC was detected by real-time PCR in all sam-
ples, we discarded that negative results in qPCR for HEVs
have been due to the presence of inhibitors. Several posi-
tive samples by qualitative PCR for HEVs were negative
when the qPCR was applied, which could be attributed to
viral concentrations under the limit of detection for qPCR.
This probably happened for BU samples, since they were
collected after a treatment in a stabilization pond.

In general, the information about HEV circulation in
the environment is a sub-product of the PV environmen-
tal surveillance (Battistone et al. 2014; Ndiaye et al. 2014;
Wahjuhono et al. 2014; Wang et al. 2014; Tao et al. 2016).
This is carried out by inoculation of sewage specimens in
PV-specific cell lines—which do not allow the isolation of
all HEV types (World Health Organization 2004), gener-
ating an incomplete description of the real HEV diversity.
The HEV detection directly from sewage concentrates using
molecular methods could help to obtain a more realistic view
of the HEV diversity, avoiding a bias by isolation in cell lines
specific for PV. In this work, the direct sequencing of PCR
amplicons allowed the identification of 10 different types
of three HEV species in 31 samples. The primers proposed
by Nix et al. (2006) were designed for broad target speci-
ficity and could amplify all recognized and proposed HEV
serotypes when they tested originally with RNA of clinical
specimens. Moreover, this method has already been used to
characterize HEVs isolated from sewage (Shukla et al. 2013;
Battistone et al. 2014; Nakamura et al. 2015), and to amplify
and typing HEVs directly from sewage sample concentrates
(Ibrahim et al. 2014). Contrarily to Ibrahim et al. (2014)
who characterized a low percentage (~12%) of HEV's from
positive sewage samples using the PCR designed by Nix
et al. (2006), we have characterized 67% of the positive sew-
age samples using this method. Moreover, we were able to
identify variants seldom isolated in cell culture, as CVA22
(Brown et al. 2003). These results highlight the importance
in selecting appropriate methods for the study of enterovirus
in environmental samples.

It is worth mentioning the detection of HEV-C types.
Although sporadically detected, EVC99 and CVA13
were highly divergent regarding the worldwide circulat-
ing strains. Previous studies reveal that strains of CVA13
and neuro-virulent VDPVs that circulated contemporary
in a same geographic area were highly related in the non-
structural region (Rakoto-Andrianarivelo et al. 2007;
Delpeyroux et al. 2013). Besides, recombination between
OPYV strains and other HEV-C contributes as a favorable
factor in the emergence of pathogenic VDPVs (Jegouic
et al. 2009; Bessaud et al. 2016).

In our study, there was no isolation of OPV strains,
regardless of a vaccination scheme with OPV or with IPV.
Previous studies conducted in other countries reported
PV and/or OPV strain detection in sewage (Mueller et al.
2009; Tao et al. 2012b; Alam et al. 2014; de Oliveira
Pereira et al. 2016), indeed after the switch to IPV (Bat-
tistone et al. 2014; Wahjuhono et al. 2014). The absence
of PV isolation from samples collected during routinely
OPV vaccination and the low percentage of Non-Polio
Enterovirus (NPEV) isolation in this study could be asso-
ciated to different factors such as population size, sanita-
tion level, and population density, as well as to geographic
or climatic factors (Global Polio Eradication Initiative
2015). Other important aspect to highlight is that samples
remained frozen at — 20 °C from the sampling up to early
2016 when this study began, and viruses could lose viabil-
ity during this period.

Despite the absence of PV detection in this study, the cir-
culation of HEV-C strains should be carefully monitored in a
country with IPV vaccination scheme such as Uruguay. The
low intestinal immunity generated by the inactivated vac-
cine (Salas-Peraza et al. 2010) could allow the importation
and circulation of OPV strains in a silent manner (Manor
et al. 2014), with opportunity to recombine with some of
the HEV-C present in the country and to circulate among
population without being detected. Uruguay employs the
IPV vaccine since 2012 and has not yet been generated data
concerning the epidemiology of HEV-C.

The most frequent types detected during this study cor-
respond to species A (CVA16) and species B (E6).

The CVA16 was detected in the western region of the
country between May and October 2011, being all the strains
highly related among them. This type has been well associ-
ated to HFM disease (Iwai et al. 2009; Xu et al. 2015) and
although there is a lack of information about the incidence of
CVA16 in Uruguayan children, the Public Health authorities
have warned about the occurrence of HFM disease in the
country (Public Health Ministry of Uruguay 2014).

Although the HFM disease occurs worldwide, infor-
mation concerning the epidemiology of CVAILG6 in the
Americas is scarce (Carrion et al. 2016). Major studies
have been conducted in the Asiatic region, where this type
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is endemic and several sub-types have been characterized
(Zhang et al. 2010; Yu et al. 2016; Zhao et al. 2016).

Our results would indicate a primary role of this viral
pathogen in the account of HFM disease cases in Uru-
guay, since neither CVA10 nor CVA71 (the others main
HEV types related to the disease) were detected in sew-
age samples in this study. The high similarity among the
CVAL16 Uruguayan strains and the sustained circulation at
the western region of the country (mainly in Fray Bentos
where CVA16 was detected for five consecutive months)
suggest a recent introduction of this variant in the coun-
try. Unfortunately, the molecular epidemiology of the
HEVs involved in the HFM disease in Uruguay remains
unknown for more than 40 years after the first national
clinical report (Aguirrezabal et al. 1973).

E6 was the other frequently detected type in this study
and was present in both regions of the country. This type
is mainly associated with outbreaks and sporadic cases
of aseptic meningitis (Mao et al. 2010; Kim et al. 2012;
Benschop et al. 2016) and several reports documented its
presence in sewage samples in different countries (Sedmak
et al. 2003; Tao et al. 2016; Wieczorek et al. 2017).

Despite E6 detection both in cold and warm months,
which is in agreement with previous studies (Tao et al.
2012a, 2016), this type was exclusively detected in those
warmest months of the year in the western region of Uru-
guay. Since infantile meningitis and encephalitis cases due
to E6 in Uruguay have occurred in summer (Hernindez
2014), it is worrying that viable E6 were detected in sew-
age samples collected in summer months in places without
sewage treatment plants like Salto and Paysandu. In these
cities, the Uruguay River (the main recreational course of
water for their populations) daily receives thousands of
liters of sewage without treatment, which means a possi-
ble risk of infection for susceptible people exposed to this
environmental matrix, when our results are considered.

The pattern of occurrence of different HEV types,
exclusively circulating at each region of the country, is
similar to the previously reported distribution of Norovirus
and Rotavirus types in both eastern and western regions
of Uruguay (Tort et al. 2015; Victoria et al. 2016). This
scenario could be attributed to the influence of the epi-
demiology of Brazil and Argentina on the Uruguayan
eastern and western regions, respectively, and to the low
population flux between both regions. Nevertheless, more
epidemiological information is needed in order to confirm
this hypothesis.

This study conducted an environmental approach to
describe the circulation of HEVs in Uruguay, encompass-
ing the period of OPV-IPV switch. Although OPV was not
detected, the occurrence of several types belonging to HEV
species A, B, and C, was reported, contributing to unveil
the molecular epidemiology of those variants which could
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affect the population and for which no information had been
generated in the country.
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En este articulo se estudiaron muestras de agua residual colectadas mensualmente
en la ciudad de Codrdoba (Provincia de Cérdoba, Argentina) en los periodos
comprendidos entre enero de 2011 y diciembre de 2012 y entre marzo de 2017 y
febrero de 2018.
En cada instancia de muestreo se colectaron 1,5 litros de agua residual para luego
ser concentrados a 15 ml mediante un método de precipitacion con polietilenglicol
6000.
Se realizdé una RT-nested-PCR dirigida a un fragmento codificante de la proteina
VP1, con cebadores internos ligados a adaptadores universales de lllumina,
utilizando el ARN extraido de cada concentrado viral como molde.
Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa, y las
bandas visualizadas fueron purificadas del gel, y a partir de los mismos se
construyeron librerias para secuenciar mediante MiSeq, obteniendo reads pareados
de 300 nucledtidos.
Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion, el procesamiento de los mismos
fue realizado en colaboracion con la Unidad de Gendmica y Bioinformatica del
CENUR Litoral Norte de la Universidad de la Republica, para lo cual se utilizé el
software V-Search.
A su vez, se construy6 una base de secuencias de referencia de enterovirus para
poder efectuar el mapeo de reads en la tipificacion de los mismos durante el
procesamiento bioinformatico de los datos. La base de datos se denominé CHED
(por Customized Human Enterovirus Database).
El ANEXO 2 esquematiza el abordaje metodolégico mediante el cual se logro
caracterizar distintos enterovirus a partir de muestras de agua residual utilizando
next-generation sequencing de amplicon. Tanto las muestras de agua residual
colectadas en Cordoba, como las colectadas en Buenos Aires (seccion 5.1.3) y en
Uruguay (seccion 5.1.4) fueron evaluadas mediante un abordaje similar.
Mediante este abordaje, para las muestras de Cordoba, fue posible la deteccién en
promedio de 7 (entre 1y 11) y 11 (entre 5 y 16) enterovirus distintos por muestra
para 2011-2012 y 2017-2018, respectivamente.
La especie B fue la mas frecuentemente detectada (asi como también la de mayor
abundancia), seguida por la especie C (la cual fue detectada en todas las muestras
de 2017-2018 con valores superiores de abundancia en comparacion con 2011-
2012). La especie A se detectdé de manera menos frecuente, con valores inferiores
de abundancia en comparacion con las otras especies, aunque se registré un
incremento en su abundancia en muestras del periodo marzo-junio de 2011.
En total se detectaron 41 enterovirus distintos (10 enterovirus A, 20 enterovirus B y
11 enterovirus C), incluyendo los tres serotipos de poliovirus. En 2011-2012, los
tipos predominantes fueron CVA2, CVA16, CVB4, CVB5, E6, E11, E14, E16, E17,
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E30, CVA22 y EV-C99, mientras que en 2017-2018 predominaron EV-A71, CVAA4,
CVAG6, CVA12, CVB2, CVB4, E11, E14, E18, E30, CVAL, CVA19, CVA24 y EV-C99.
Veinticuatro de los 41 enterovirus reportados en nuestro estudio, fueron detectados
durante ambos periodos de muestreo.

Este estudio representd el primer reporte en Argentina para 15 de los 38 enterovirus
no polio que se detectaron, entre los cuales mayoritariamente encontramos tipos de
las especies Ay C. Por otro lado, si bien 17 de los 20 enterovirus de la especie B
detectados, ya habian sido reportados en Argentina, la mitad de estos reportes
habia sido por lo menos 15 afios atrés.

A su vez, se compararon las cepas de echovirus 30 detectadas en ambos
muestreos, con cepas del mismo serotipo de aislados clinicos obtenidos a partir de
casos de meningitis aséptica ocurridos en Argentina entre 1998 y 2012, cuyas
secuencias nucleotidicas estaban disponibles en la base de datos de GenBank.
Se observé que las cepas de echovirus 30 detectadas en muestras de agua residual
de 2011-2012 estaban estrechamente relacionadas con aislados clinicos reportados
durante brotes de meningitis ocurridos en distintas locaciones de Argentina
(incluyendo Cérdoba) en el mismo periodo (identidad entre 95,9% a 100% entre
cepas detectadas en pacientes y en el agua residual).
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Abstract: The knowledge about circulation of Human Enteroviruses (EVs) obtained through medical
diagnosis in Argentina is scarce. Wastewater samples monthly collected in Cérdoba, Argentina
during 2011-2012, and then in 2017-2018 were retrospectively studied to assess the diversity of
EVs in the community. Partial VP1 gene was amplified by PCR from wastewater concentrates, and
amplicons were subject of next-generation sequencing and genetic analyses. There were 41 EVs
detected, from which ~50% had not been previously reported in Argentina. Most of the characterized
EVs (60%) were detected at both sampling periods, with similar values of intratype nucleotide
diversity. Exceptions were enterovirus A71, coxsackievirus B4, echovirus 14, and echovirus 30, which
diversified in 2017-2018. There was a predominance of types from EV-C in 2017-2018, evidencing a
common circulation of these types throughout the year in the community. Interestingly, high genetic
similarity was evidenced among environmental strains of echovirus 30 circulating in 2011-2012 and
co-temporal isolates obtained from patients suffering aseptic meningitis in different locations of
Argentina. This study provides an updated insight about EVs circulating in an important region
of South America, and suggests a valuable role of wastewater-based epidemiology in predicting
outbreaks before the onset of cases in the community.

Keywords: enterovirus; poliovirus; echovirus; coxsackievirus; surveillance; wastewater-based epi-
demiology; aseptic meningitis; outbreak; phylogenetic analysis; next-generation sequencing

1. Introduction

Human Enteroviruses (EVs) comprise several viral types belonging to classical groups’
coxsackievirus (CV) A and B, echovirus (E), numbered enterovirus (EV) and poliovirus
(PV). Additionally, EVs are classified into four viral species (EV-A-EV-D) inside the genus
Enterovirus of the family Picornaviridae [1].

Frequently, infections are mild or asymptomatic [2], but a small fraction of them lead
to diseases such as aseptic meningitis (AM), encephalitis, acute hemorrhagic conjunctivitis
(AHC), hand-foot-and-mouth disease (HFMD), or acute flaccid paralysis (AFP), among
others [3,4]. The primary mode of EVs transmission remains the fecal-oral route. However,
respiratory aerosols, contact with objects or surfaces contaminated with virions, as well as
consumption of contaminated water also raise the risk of infection [5,6]. Infections by EVs
are ubiquitous among populations; and since the primary replication site for these viruses
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is the digestive tract, large amounts of viral particles are excreted in feces during either
symptomatic or asymptomatic infections [7]. Consequently, when suitable methods are
employed, the study of wastewater samples allows unveiling of the diversity of EVs in the
population that surrounds the sampling points [8,9].

South America has been identified as being among the regions of the world with
less available information about the genetic diversity of its circulating EVs strains [10]. In
particular, Argentina has extensively studied the molecular epidemiology of echovirus
30, a member of EV-B related with AM [11-13]. Additionally, there are some reports re-
garding outbreaks of different diseases caused by EVs [14-17]. Previous wastewater-based
epidemiology studies have provided valuable information about EVs types circulating
in Argentina [18-21], thus complementing clinical analysis of samples from patients with
diseases associated with EVs reported in the 1990s and early 2000s [22,23]. Most of these
environmental studies were carried out in the Province of Cérdoba, but they were biased
towards poliovirus isolation and viral strains characterization [19] or were based on Sanger
sequencing of a PCR product obtained directly from the wastewater specimens [20,21].
Considering that wastewater is a complex sample in which there normally occurs a mixture
of several EVs types as a result of multiple excretion events in the population [24,25], and
due to the inherent diversity of types when EVs are assessed, these approaches had limita-
tions for providing a wide understanding on the diversity of circulating EVs. Beyond all
efforts for characterizing EVs’ presence in Argentina, the knowledge about the circulation
of more than 100 types of these viruses in the country is scarce.

In recent years, different studies have employed next-generation sequencing tech-
niques to describe diversity, seasonality, and /or to find particular emerging types of EVs
in environmental samples, achieving an in-depth view of the real diversity enclosed by
each sample [25-28].

The present wastewater-based epidemiology study constitutes a great contribution to
the knowledge about the circulation of EVs in Argentina and provides evidence about the
usefulness of the applied methodological approach for anticipating possible outbreaks.

2. Materials and Methods
2.1. Samples

Viral concentrates (15 mL)-which were obtained as previously described [29] by a
precipitation method with polyethylene glycol (PEG) from wastewater samples (1500 mL
each)-were retrospectively studied. Samples were monthly collected from the inlet of Bajo
Grande wastewater treatment plant (WTP) from Coérdoba City in two periods; the first
period took place from January 2011 until December 2012, and the second period took
place from March 2017 until February 2018. Cordoba city is the capital of the province of
Cordoba, located in the central region of Argentina, and is the second most populated city
of the country with approximately 1,329,604 inhabitants and a population density of 5,978
people per square mile [30]. The Bajo Grande WTP represents the sewage discharges from
about 61% of the population and this facility does not treat industrial wastewater.

2.2. Human Enteroviruses Detection and Sequencing

Viral genomes were extracted from 140 uL of viral concentrate using the QIAamp® Vi-
ral RNA Mini Kit (Qiagen™, Hilden, Germany) according to manufacturer’s instructions. A
RT-nested PCR method [31] was used to amplify a partial segment of VP1-coding segment
(2602-2977 positions in the genome of PV1 Mahoney strain. GenBank accession number
J02281), with primers AN32-AN35 in the reverse transcription (Revert Aid RT Thermo
Scientific™, Carlsbad, CA, USA) and primers 222/224 (with Ranger DNA Polymerase
Master Mix, Meridian Bioscience™, Cincinnati, OH, USA) and AN88/AN89 (with Plat-
inum™ SuperFi™ Taq DNA Polymerase, Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), in first and
second PCR rounds, respectively. At the second round, AN88 and AN89 primers [31] were
modified by addition of Illumina Universal Adapter sequences at the 5“ends, according to
the protocol of library preparation for metagenomic sequencing in Illumina MiSeq platform
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(Ilumina Inc., San Diego, CA, USA) [32]. Macrogen Inc. Next Generation Sequencing
Service (Seoul, Republic of Korea) prepared sequencing libraries. Samples were sequenced
on Illumina MiSeq 2 x 300 bp, producing paired end reads. Libraries from 2011-2012 and
2017-2018 were sequenced in two independent runs.

2.3. Bioinformatics Pipeline

Raw Illumina reads were paired using nerge pairs algorithm with a minimum overlap
length of 50 bp in VSEARCH v2.11 [33]. The resulting contigs were filtered out if their
lengths were <100 bp, and if they contained homopolymer tracks >8 bp in length. Quality
trimming of reads was performed by using —fastq_filter command and contigs with more
than 1.0 total expected errors (—fastq_maxee 1.0) were discarded. In order to save time in
further analyses, a dereplication step was performed using VSEARCH —derep_fulllength
algorithm on the processed contigs to find unique sequences by clustering at 100% se-
quence identity. Singletons (sequences that appear only once in the sample) and chimeras
(abskew = 2) were removed.

Clusters of contigs were generated with VSEARCH using identity criterion of 97%,
adopting a representative sequence (centroid sequence) of each cluster for further analyses.
Finally, centroids sequences were mapped by VSEARCH's —usearch_global at 80% sequence
identity against a Customized Human Enteroviruses Database (CHED), composed of
30,850 sequences of the viral capsid VP1 protein-coding region downloaded from NCBI
nucleotide database (CHED available upon requested).

2.4. Phylogenetic Analyses and Genetic Diversity

A subset from CHED was generated by removing closely related sequences within
each EV type. To do this, sequences were grouped by similarity (97%) with the CD-HIT-EST
tool [34] and only one sequence per cluster was selected.

An alignment for each EV species was constructed including the CHED representative
sequences and centroid sequences from this study. A maximum likelihood (ML) phylo-
genetic tree was inferred for the completed data set of each EV species by using FastTree
v2.1 software [35] with the GTR nucleotide substitution model. Lengths were rescaled to
optimize the Gamma20 likelihood after using the CAT approximation to optimize the trees.
The reliability of the phylogenies was estimated with the approximate likelihood-ratio test
(aLRT) based on a Shimodaira-Hasegawa-like procedure [36,37]. Phylogenetic trees were
visualized with FigTree v1.4.3.

Additionally, nucleotide identities values were calculated in BioEdit software v7.2.5 [38]
for each pair of centroid sequences exclusively for each one of the types detected in both
periods (2011-2012 and 2017-2018).

2.5. Backgrounds of Human Enteroviruses Detection in Argentina. Link between Environmental
and Clinical Isolates

A bibliographic and nucleotide database search was conducted in order to know the
most recent report in Argentina—either for environmental or clinical isolates—of each EV
detected in this study.

Additionally, nucleotide sequences of clinical isolates—which were obtained from
AM cases reported in different locations of Argentina between 1998 and 2012 [13]—were
retrieved from GenBank nucleotide database for a genetic comparison with strains detected
in wastewater by this study. Comparisons were performed through a matrix of nucleotide
identity constructed in BioEdit software v7.2.5 [38]. GenBank accession numbers and
information regarding location and year of detection for clinical isolates used in this
analysis are available in Table S1.
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3. Results
3.1. Taxonomic Allocation and Distribution of Human Enteroviruses Species’ Frequency
and Abundance

Number of merged reads (contigs) per sample ranged between 63,293 and 118,027
(average 106,328 + 11,680) for 2011-2012 and between 132,716 and 300,971 (average
179,030 =+ 46,968) for 2017-2018. The average loss of contigs after the two-filter process for
2011-2012 and 2017-2018 was 14% = 4.1% and 15% = 5.3%, respectively.

When considering all samples, it was observed that more than 97% of the total filtered
contigs mapped to EVs sequences. At the 2011-2012 and the 2017-2018 sampling periods,
on average 7 and 11 different EVs types per sample were detected, respectively (Table 1).

Throughout both sampling periods, EV-B was the most frequent and abundant de-
tected species, while EV-C was detected in all the samples (like EV-B) during 2017-2018,
with increased abundance compared to 2011-2012. EV-A was detected in a low abundance
throughout the entire sampling period; with the exception of March through June 2011,
when EV-A abundance was relatively higher compared to the one from the remaining
months of the sampling (Figure 1).
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Figure 1. Abundance of contigs mapping to different Human Enteroviruses types/species in wastew-
ater samples monthly collected in Cérdoba City (Argentina) during 2011 (a), 2012 (b), and 2017-

C)

2018 (c). The bar-graphs show the relative abundance in percentage of contigs mapping to different

Human Enteroviruses types for each sample. Types represented by less than 1% of the mapped
contigs, abundances which are accumulated in a black portion, appear named and colored according
the species at the top of each bar. Types belonging to species A are in red, to species B in blue, and
to species C in green. Samples from March, May, September, and October 2012 were not assayed
(NA) due to low volumes of available viral concentrates. The total number of contigs mapping to
Human Enteroviruses is indicated between parentheses for each sample. CVA: coxsackievirus type

A; CVB: coxsackievirus type B; E: echovirus; EVA: enterovirus type A; EVB: enterovirus type B; EVC:

enterovirus type C; PV: poliovirus.

Table 1. Variation in the abundance and efficiency of the typing process for contigs obtained by next-generation sequencing

of Human Enteroviruses detected in wastewater samples.

No. Contigs

Represented by a::l’ C(;:')ll::f;s % of Mapped No. Types N;);Il::a'll'izatei: "
Sample No. Contigs * g]entro%ds Sn) after (n) Mapping to ’ Contigs De.tecytlc,:d Detect.ed/)iPOO,OOO
usterization, and CHED § Contigs)
Quality Filtering
Jan-11 100,139 88,677 (15) 88,624 (14) 99.940 8 9
Feb-11 94,803 84,740 (12) 84,738 (11) 99.998 9 1
Mar-11 113,365 100,538 (11) 100,509 (8) 99.971 6 6
Apr-11 109,599 95,364 (13) 95,362 (12) 99.998 8 8
May-11 112,312 94,882 (12) 94,880 (11) 99.998 5 5
Jun-11 108,516 94,081 (10) 63,388 (9) 67.376 6 9
Jul-11 109,250 98,124 (11) 98,039 (5) 99.913 5 5
Aug-11 110,859 96,682 (11) 96,677 (10) 99.995 6 6
Sep-11 110,270 99,735 (5) 99,735 (5) 100 5 5
Oct-11 63,293 50,828 (7) 50,828 (7) 100 5 10
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Table 1. Cont.

No. Contigs

Represcnted by arl\ljc(l’ C(;th‘::f;s % of Mapped No. Types N?;:a'll'iza::i: "
Semple No. Contsgs* éentro%ds fn) after (n) Mapping to ’ Contigg De'teCYtIZd Detect;d/);POO,OOO
nstelnzat.xon,.and CHED§ Contigs)
Quality Filtering
Nov-11 110,198 85,630 (11) 85,630 (11) 100 6 7
Dec-11 101,611 79,770 (14) 79,770 (14) 100 10 13
Jan-12 103,427 87,296 (18) 87,264 (17) 99.963 11 13
Feb-12 100,802 83,832 (13) 83,817 (11) 99.982 7 8
Apr-12 107,125 92,808 (17) 92,806 (16) 99.998 11 12
Jun-12 110,616 94,899 (22) 94,734 (18) 99.826 10 11
Tul-12 114,277 105,637 (7) 105,610 (1) 99.974 1 1
Aug-12 111,862 102,504 (6) 102,494 (3) 99.990 3 3
Nov-12 116,199 100,154 (11) 100,154 (11) 100 5 5
Dec-12 118,027 97,677 (12) 97,677 (12) 100 5 5
20112012 (r’l‘f;%) oos S aae Dk, A0 98.346 7 8
Mar-17 204,856 179,282 (37) 179,137 (35) 99.919 13 7
Apr-17 205,429 187,007 (29) 143,597 (21) 76.787 5 3
May-17 160,517 119,872 (79) 119,824 (76) 99.960 16 13
Jun-17 175,947 150,860 (33) 148,737 (25) 98.593 10 7
Jul-17 155,278 128,309 (44) 128,184 (42) 99.903 11 9
Aug-17 133,853 118,825 (25) 118,811 (22) 99.988 1 9
Sep-17 179,041 165,549 (19) 162,832 (11) 98.359 8 5
Oct-17 205,001 179,162 (27) 179,156 (26) 99.997 14 8
Nov-17 300,971 259,183 (54) 258,949 (49) 99.910 14 5
Dec-17 132,716 111,404 (24) 110,687 (20) 99.356 10 9
Jan-18 158,591 130,304 (33) 130,300 (31) 99.997 7 5
Feb-18 136,157 105,016 (28) 105,012 (27) 99.996 10 10
2017-2018 (f:é"’:g& oo i B8 e 148769 G2) 97.730 1 8

* Resulting from raw paired reads merging. § CHED: Customized Human Enteroviruses Database (centroids were mapped against it for
typing). Average values for 2011-2012 and 2017-2018 are in boldface.

3.2. Human Enteroviruses Characterization

In total, 41 different EVs types were detected: 10 types belonging to EV-A, 20 types to
EV-B and 11 types to EV-C. Twenty-four out of 41 types were detected in both sampling
periods (Figure 1; Figure S1).

According to the period of detection (2011-2012 and 2017-2018), several phylogenetic
clusters were characterized for most of the different types (Figure S1). The majority of the
phylogenetic clusters were detected exclusively during one of the sampling periods, but a
lower number of them were composed by highly related centroid sequences detected at
both periods (black squares of Figure S1).

The dynamics of EVs types within the three detected species was quite heterogeneous
throughout the sampling period (Figure 1). In 2011-2012 period (Figure 1a,b), the predomi-
nant types were CVA2, CVA16 (EV-A), CVB4, CVB5, E6, E11, E14, E16, E17, E30 (EV-B),
CVA22, EVC99 (EV-C). In the period considered between 2017 and 2018 (Figure 1c) the
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prominent ones were EVA71, CVA4, CVA6, CVA12 (EV-A), CVB2, CVB4, E11, E14, E18, E30
(EV-B), CVA1, CVA19, CVA24, EVC99 (EV-C).

3.3. Nucleotide Identity

Values of nucleotide identity among all pairs of centroid sequences for EVs types
detected at both sampling periods (2011-2012 and 2017-2018) were in the range of 74.1-
100%, when all types were considered (Figure 2). The range of genetic identity values was
similar for both periods, with few exceptions: wider ranges in 20172018 than in 20112012
were observed for EVA71, CVB4, E14, and E30; meanwhile the range of identity for CVB5
decreased in 2017-2018 compared with 2011-2012.
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Figure 2. Nucleotide identity values over all the centroid sequences pairs for each Human Enterovirus type detected in
wastewater samples from Cérdoba City, Argentina in both periods (a) 2011-2012 and (b) 2017-2018. Horizontal bars indicate
the median of nucleotide identity when more than a pair of centroid sequences was detected.
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3.4. Backgrounds of Human Enteroviruses Detection in Argentina

After the bibliographic and nucleotide database search, we noted that this study
constitutes the first detection in Argentina for 40% (15/38) of the non-polio EVs types
detected here, mostly EV-A and EV-C types. Additionally, 17% (4/23) of non-polio EV types
(CVA2, EVA71, CVB1, and E11) with previous evidence of circulation in the country are
types whose detection is barely mentioned in previous studies and are without a register
in GenBank. The majority of EV-B types were previously detected in Argentina (17/19),
although last reports were from 15 years ago (or more) for ~50% of them (Table 2).

Table 2. Backgrounds of circulation in Argentina for Human Enteroviruses types detected in this study.

More Recent Accession

Type Reported Isolates Year/Period Location Source Number Reference
CVA2 Just mentioned 2 1991-1998 Unknown AM Unavailable [23]
CVA4 Unknown — — — — —
Cvag  CVAS/BSAS/Amg00l/ 2018 Buenos Aires HEMD MK867799 [39]
CVAS Unknown — — — — —
CVA10 Unknown — — — — —
CVA12 Unknown — — — — —
CVAl6 707F99 Unknown Unknown Unknown AF290092 [11]
EVA71 Just mentioned ? 1991-1998 Unknown AM & AFP Unavailable [23]
EVA76 Unknown — — — — —
EVA90 Unknown — — — — —
CVA9 Cba_Mar_2014_2 2014 Cordoba Wastewater MK435332 [21]
CVB1 Just mentioned ? 1991-1998 Unknown AFP Unavailable [23]
CVB2 AR1530-3-03 2003 Buenos Aires  Neurological DQ282630 [22]
disease
CVB3 AR1450-49-02 2002 Buenos Aires  Teurolo8ial 67 [22]
isease
CVB4 Cba_Mar_2010 2010 Cordoba Wastewater MK435329 [21]
CVB5 AR875-48-01 2001 Buenos Aires  TNeurological DQ246729 221
disease
B AR1095-20-02 2002 Buenos Aires  TNeurological DQ282634 [22]
disease
E3 Unknown — — — — —
B AR1617-8-03 2003 Bucnog ey D CUTOIORIG DQ282627 [22]
disease
E6 Cba_Feb_2014_1 2014 Cordoba Wastewater MK435318 [21]
B9 AR1669_12_03 2003 Buenos Ales:  cuiologlcal DQ246752 122]
disease
El1 Just mentioned 2 2005-2006 Buenos Aires Surface water Unavailable [18]
E13 Cba_May_2013_1 2013 Coérdoba Wastewater MK435334 [21]
El4 Cba_Set_2014 2014 Cordoba Wastewater MK435346 [21]
E15 Unknown — — — — —
El6 Cba_Jun_2013 2013 Cordoba Wastewater MK435326 [21]
E17 875NE99 Unknown Unknown Unknown AF290905 [11]
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Table 2. Cont.
More Recent n s Accession

Type Reported Isolates Year/Period Location Source Nmbes Reference

E18 AR2109-44-03 2003 Buenos Aires Ne:i‘f"l"g‘“al DQ246765 [22]
isease
E30 CHA468-ARG12 2012 Chaco AM MK410196 [13]
E32 Unknown — — — —
CVA1l Unknown — — — —
CVA1ll Unknown — — — —
CVA13 ARGQS_II%G;&/ARG%_ 1998 Unknown Unknown DQ995636 [40]
CVA19 Unknown — — — —
CVA22 Unknown — — — —
cvaze  CRAWBAChA  ay3/001 Cérdoba Wastewater MK435313 21]
ug 2014

EVC99 Unknown — — — —
EVCl16 Unknown — — — —

2 Human Enteroviruses (EVs) types mentioned as circulating in Argentina in an article, but without registry of nucleotide sequence in
GenBank database. AM: Aseptic meningitis, AFP: acute flaccid paralysis, HFMD: Hand-foot-and-mouth disease.

3.5. Link between Human Enteroviruses Detected in Wastewater and Clinical Isolates

Nucleotide identity percentages of centroid sequences of echovirus 30 from this study
and those available in GenBank obtained during the study of sporadic cases and outbreaks
of AM accounted during 1998-2012 in different locations of Argentina [13] were compared
(Table 3).

Table 3. Nucleotide identities among echovirus 30 strains detected in wastewater from Cérdoba (in 2011, 2012, and 2017)
and clinical isolates obtained from outbreaks and sporadic cases of aseptic meningitis accounted in Argentina between 1998
and 2012 reported by Lema et al., 2019 [13].

Aseptic Meningitis Two Aseptic Aseptic Meningitis Other Echovirus 30
Outbreak Buenos Meningitis Sporadic o 5 Strains Detected in
R J utbreak Chaco A
Aires Cases Cordoba (Feb 2012-Apr 2012) 1998-2008 in

(Oct 2011-Mar 2012) (Mar 2012) P Argentina

E30/COR/ARG/Dec_2011 95.9-99.3% 99% 97.8-99.3% 87.9-92.2%
E30/COR/ARG/Jan_2012 97.2-98.1% 97.80% 97.2-98.1% 87.6-91.9%
E30/COR/ARG /Feb_2012 97.5-98.4% 98.10% 97.5-98.4% 87.3-92.2%
E30/COR/ARG /Feb_2012 95.6-98.1% 97.80% 97.2-98.4% 87.3-91.9%
E30/COR/ARG/Jun_2012 96.2-99.6% 100% 98.1-99.6% 87.9-92.2%
E30/COR/ARG/Mar_2017 86.4-87.3% 87.30% 86.1-87.3% 87.9-92.2%
E30/COR/ARG/Mar_2017 83.3-84.5% 84.50% 83.3-84.5% 85.1-91.0%
E30/COR/ARG/Mar_2017 84.2-85.8% 85.10% 84.5-85.8% 87.6-91.9%
E30/COR/ARG/Mar_2017 85.8-87.3% 86.70% 86.7-87.6% 86.4-95.6%
E30/COR/ARG/Mar_2017 84.5-86.7% 86.10% 85.4-86.7% 86.1-92.5%
E30/COR/ARG/Mar_2017 85.4-86.4% 86.40% 85.1-86.4% 87.0-93.5%
E30/COR/ARG/Apr_2017 85.4-87.0% 86.40% 86.4-87.3% 87.3-95.3%
E30/COR/ARG/May_2017 86.1-87.6% 87.00% 87.0-87.9% 86.7-95.3%
E30/COR/ARG/Jun_2017 85.8-87.3% 86.70% 86.7-87.6% 87.0-95.6%
E30/COR/ARG/Jul_2017 86.4-87.9% 87.30% 87.3-88.2% 87.6-95.3%

2 Buenos Aires and Chaco Provinces are located 435 and 534 miles, respectively, from Province of Cordoba. Percentages in boldface show a

close genetic relationship among environmental and clinical isolates circulating in Argentina in 2011-2012.
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Echovirus 30 strains detected in wastewater in 2011 and 2012 were closely related with
clinical isolates reported during outbreaks of AM accounted in Buenos Aires Province and
Chaco Province in 2011 and 2012 (95.9-99.6%), and with isolates reported from the study
of two sporadic cases reported in 2012 in Cérdoba (97.8-100%). Instead, strains detected
in wastewater in 2017 were more related with strains of clinical isolates from the period
from 1998 to 2008 (85.1-95.6%) than with those strains more recently detected from medical
diagnosis of AM (83.3-88.2%) in Argentina.

4. Discussion

We have studied the genetic diversity of EVs presented in wastewater from Cordoba,
Argentina along two different sampling periods separated by a span of 5 years. Our analysis
supports the circulation of 41 different EVs types during both periods, of which 38 of them
are non-polio EVs.

The average numbers of types detected per 100,000 contigs were identical in the
periods of 2011-2012 and 2017-2018 (Table 1), suggesting that differences initially observed
in the detected number of types among periods were caused by sequencing depth, instead
of an increased circulation of EV types during 2017-2018. To the best of our knowledge,
this study represents the first detection in Argentina of 15 of these 38 EV types, being in
the majority first detections of EV-A (6/15) and EV-C (6/15) types in the country. Despite
the fact that most of the EV-B types detected in this study had been previously reported in
Argentina, half of them, the last record in the country was at least 15 years ago (Table 2).
Therefore, the results of our work contribute to a better understanding and updating of the
epidemiology and circulation dynamics of EV in this South American country.

This study documented for Cordoba, Argentina, the recent circulation of several
well-known EVs types, to be linked to different diseases such as HFMD (coxsackievirus
A6, A10, A16), AM (echovirus 6, 30, coxsackievirus A9, B4), AHC (coxsackievirus A24),
AFP (echovirus 14 and enterovirus A71), among others [4]. Such diversity of EVs linked to
different diseases deserves attention from the public health point of view since when it is
interpreted together with the scarce data obtained from medical diagnoses, this suggests, in
the worst possible scenario, an under-reporting of several diseases with important implica-
tions for the population ‘s health. Additionally, environmental samples frequently contain
viable EVs [29,41-43] which means that several of the detected EVs types represented
certain risk of infection to those who were exposed to wastewater or to other polluted
environmental matrices.

Different EVs types present different circulation and/or predominance patterns along
time [44]. The five years gap between both assayed periods limited our study in addressing
the epidemiologic patterns followed by each EV type since there was a loss of information
during this impasse. Nonetheless, some results about EVs types’ diversity along the
sampling of this study deserve highlighting. First, 60% (24/41) of the types detected in our
study circulated both during 2011-2012 and during 2017-2018 (Figure S1), which could
be either due to a prolonged circulation given by an endemic behavior, or resulted from
recurrent entries into Cérdoba that coincided with our sampling periods. Second, EVs types
circulated under similar values of genetic diversity at each period (Figure 2). Nevertheless,
there was a considerable expansion of the range of nucleotide identity towards lower values
for EVA71 (EV-A), CVB4, E14, and E30 (EV-B) sequences in 2017-2018, which probably
was a consequence of the introduction of phylogenetically distant strains at intra-type
level after 2011-2012 (Figure S1). This highlights the dynamic circulation and indicates the
need for future detailed inspection of clinical cases, potentially linked with these EV types
in the community. Third, for some consecutive months (i.e., June-July 2012, November—
December 2017) the diversity of EVs types abruptly changed (Figure 1). Other studies
conducted in different parts of the world have also documented this complete (or almost
complete) exchange of types from one month to another [27,45]. Diverse factors such
as the differential seasonal fluctuations of types, immunity generation into population,
occurrence of large outbreaks of different diseases, or the introduction of new viral variants,
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among many others, could act as driving forces of this pattern. Unfortunately, most of the
environmental studies of EVs which used next-generation sequencing have been conducted
during short sampling campaigns as in our case [26-28,45-47]. Long-term environmental
surveillance projects could be useful to elucidate epidemiological patterns for EVs beyond
the bounded subset of EVs commonly detected when clinical specimens obtained from AM
or AFP cases are studied.

Another interesting aspect of our study that deserves attention is the variation in
diversity of EV species along the sampling period (Figure 1). The most evident change
happened in the abundance of EV-C types during 2017-2018 in comparison with 2011-2012.
This change was mainly driven by the ignition of CVA1 during 2017-2018, although other
types such as CVA11 or CVA19 also contributed to it. In line with the herein achieved
results, recent studies have documented high percentages of detection of EV-C types
in environmental samples from distant points of the world [26,48,49]. Besides many
coxsackievirus-A types and some numbered enteroviruses, this species includes three
poliovirus types [50]. During many years, global efforts against EVs transmission were
focused on the eradication of wild polioviruses through vaccination [51]. Previous studies
have speculated about a “vacated niche” once poliovirus is eradicated, and based on the
close genetic relation with poliovirus and the plasticity of their genomes, coxsackieviruses-
A types from EV-C have been proposed as a potential successor of poliovirus in a poliovirus-
free world [52]. Nevertheless, a recent study [53] did not find an increased circulation of
EV-C typesin a period characterized by less poliovirus circulation in a community, although
this absence of detection of EV-C types could be the result of a bias introduced by the
employed methods [54]. Therefore, the emergence of EV-C types as endemic viruses due to
less poliovirus circulating in humans remains speculative. Nonetheless, the relevance of
their silent spreading into a community should be the subject of future studies oriented
towards a better understanding of the behavior of these rarely reported viruses from
diagnoses [45,48,55].

Despite Argentina immunizing children with the live-attenuated Oral Poliovirus
Vaccine (OPV) during the sampling periods of our study, we detected PV in 19% (6/32) of
the collected samples. This low frequency of detection could probably be due to an amount
of OPV excretors lower than the amount of other non-polio enteroviruses excretors in the
population, with the consequence of PV strains * dilution in the mixture of diverse EV types
when wastewater samples are assayed with primers designed for broad target specificity.
Nevertheless, other issues such as low catchment of immunized children shedding PV
into the wastewater system, or different recovery efficiencies for different enteroviruses
during the wastewater concentration procedure could be some of the factors affecting the
PV detection rate in our study.

Unfortunately, there are few studies reporting EVs from medical diagnosis in Ar-
gentina [12,13,17,22,23] and data encompassing our sampling are not enough to make a
detailed comparison among clinical and environmental strains for the 41 types herein
detected. Nevertheless, echovirus 30 has probably been the most extensively studied EV
type in Argentina [11-13], and there are several nucleotide sequences publicly available.
This allowed us to conduct a retrospective comparison of echovirus 30 strains detected in
this study with isolates obtained during outbreaks and sporadic cases of AM accounted
in Cérdoba and in other provinces of Argentina [13]. This comparison evidenced a close
phylogenetic relation among environmental strains detected in Cordoba in samples taken
from 2011-2012, and clinical isolates both from Cérdoba and other locations from Argentina
reported during those same years. Interestingly, our results show that when sporadic cases
of AM linked with echovirus 30 were reported in Cordoba (March 2012) the virus had been
circulating in the wastewater of the city for at least three months prior (Table 3). Similarly,
a previous study [56] reported the silent circulation of echovirus 30 in the environment
before the onset of a large outbreak of AM accounted in 2009 in Finland. However, a
study conducted in Russia [57], failed in associating clinical and environmental isolates
of echovirus 30 in the same temporal and geographical scenario, reporting echovirus 30
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almost exclusively from medical diagnosis of AM. This emphasizes the use of highly
sensitive and effective methods to unveil the complex diversity of EVs in environmental
samples when wastewater-based epidemiology approaches are conducted. The lack of
reports of AM linked to echovirus 30 in Argentina since 2012 made it impossible for us to
compare the characterized environmental strains with contemporaneous clinical isolates.
A link between environmental and clinical isolates of different EVs obtained in the same
temporal and geographical range has been extensively documented [57-59]. Nevertheless,
our study suggests that echovirus 30 strains detected in the environment of a specific
location could predict future epidemics beyond local boundaries. This has a valuable
application in a potential national environmental surveillance system based on sentinel
points for anticipating the occurrence of outbreaks.

Despite the fact that our approach is an improvement compared to the classic diag-
nostic methods routinely used across laboratories [60], and the fact that it allowed the
detection of up to 16 different EVs per sample; other similar approaches have shown a
higher sensitivity [26,45]. Different issues such as the wastewater concentration method,
the amount of template used in RNA extraction, RT-PCR methods, or some details regard-
ing the sampling strategy or, indeed, epidemiological aspects could be affecting the number
of types detected per sample among different studies. Future comparative studies are
needed in order to know the advantages and disadvantages of each approach to evaluate
their applicability in accomplishing different specific goals.

In summary, we implemented a wastewater-based epidemiology approach with next-
generation sequencing of a viral gene amplified by PCR in order to depict the diversity
of EVs circulating in Cordoba, Argentina. This leads to a better characterization of the
presence of these viruses in the country, showing how useful this kind of approach is—
when continuously conducted from the wastewater of a community—to know in advance
the circulation of EVs potentially hazardous for the public health.

Supplementary Materials: The following are available online at https: //www.mdpi.com/1999-4
915/13/1/120/s1, Figure SIA-C: Maximum likelihood phylogenetic trees of Human Enterovirus
species A (A), B (B), and C (C). Each tree was constructed with centroid sequences detected in
wastewater samples from Cérdoba City (Argentina) during this study and representative sequences
of different Human Enteroviruses types reported elsewhere. Dotted lines projecting outward from
branches represent centroid sequences. Colored circles and squares indicate the period(s) in which
different phylogenetic clusters of this study were detected. aLRT-SH values at type-definition node
levels were >0.7 for all types. The bar at the center of each phylogenetic tree denotes genetic distance.
CVA: coxsackievirus type A; CVB: coxsackievirus type B; E: echovirus; EVA: enterovirus type A; EVB:
enterovirus type B; EVC: enterovirus type C; PV: poliovirus. Table S1: Information about clinical
isolates of echovirus 30 obtained from aseptic meningitis cases accounted in Argentina in 1998-2012
(reported by Lema et al. 2019 [13]), used in a comparison with echovirus 30 strains detected in
wastewater by this study.
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Si bien en el articulo no fue incluido, también se estudié la diversidad genética de
cada secuencia Unica que clusterizaba en torno a cada uno de los seis centroides
(OTUs) de poliovirus que se detectaron durante este trabajo.

Se detectaron OTUs de poliovirus 1 en enero de 2012 y marzo de 2017; de poliovirus
2 en noviembre de 2012; y de poliovirus 3 en abril, julio y setiembre de 2011. A
continuacion, se detalla el nUmero de secuencias Unicas contenidas en cada OTU,
y las abundancias asociadas para dichas secuencias (nimero de contigs).

OTUs Poliovirus 1:
a) Enero 2012: 2 secuencias Unicas con abundancias de 2 y 21 contigs.

b) Marzo 2017: 683 secuencias Unicas con abundancias en el rango de 2 a
14.809 contigs.

OTU Poliovirus 2:

c) Noviembre 2012: 448 secuencias Unicas con abundancias en el rango de 2
a 5.392 contigs.

OTUs Poliovirus 3:

d) Abril 2011: 121 secuencias Unicas con abundancias en el rango de 2 a 1.119
contigs.

e) Julio 2011: 1.073 secuencias Unicas con abundancias en el rango de 2 a
25,005 contigs.

f) Setiembre 2011: 1 secuencia Unica con abundancia de 2 contigs.
Se calcul6 el porcentaje de diferencias nucleotidicas entre cada una de las
secuencias Unicas que mape06 con poliovirus y la respectiva cepa Sabin. Dichos

valores fueron graficados en funciéon del nimero de contigs expresado en Logio
(Abundancia) de cada secuencia Unica (Figura 14).
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Figura 14. Divergencia entre secuencias
de poliovirus obtenidas durante este
estudio con respecto a las cepas de la
vacuna Sabin, para serotipos poliovirus 1
(A), poliovirus 2 (B) y poliovirus 3(C),

expresada en funcién de la abundancia de
o0 o5 10 15 20 25 30 25 a0 45 cada secuencia. La divergencia es estimada
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Las secuencias de poliovirus 1 (Figura 14A) y poliovirus 3 (Figura 14C) detectadas
en el agura residual de Cérdoba fueron divergentes hasta un valor de 1,4% a nivel
nucletodico con respecto a las cepas Sabin, y las de poliovirus 2 hasta un 1% (Figura
14B). Obsérvese que, en todos los casos, aquellas secuencias mas divergentes, se
encuentran entre las que menor abundancia poseen.

El ANEXO 3 muestra los resultados de la next-generation sequencing, del filtrado
de reads y del proceso de mapeo, para cada muestra de Cordoba.
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Articulo 3: “Human Enterovirus diversity by next-generation sequencing
analysis in urban sewage samples from Buenos Aires metropolitan area,
Argentina: a retrospective study”.

Ano: 2021

Revista: Food and Environmental Virology

El articulo que a continuacion se presenta, fue posible gracias a la colaboracion con
docentes investigadores de la Catedra de Virologia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, que poseian colecciones de
concentrados virales obtenidos mediante ultracentrifugacion de muestras de agua
residual colectadas en el afluente de una planta de tratamiento en distintos
momentos de 2011 y 2013 (44 ml cada muestra). Dichas muestras habian sido
colectadas originalmente en el marco de un proyecto ejecutado entre la mencionada
Catedra y el Instituto Malbran, por lo que los resultados mostrados en este articulo,
son fruto de la colaboracion de nuestro grupo con investigadores de ambas
instituciones.
Los concentrados virales se estudiaron mediante la next-generation sequencing de
un amplicon obtenido mediante una RT-nested PCR dirigida hacia la regién
codificante de VP1 (ANEXO 2), y se realizaron analisis filogenéticos de algunos
enterovirus de interés, cuya presencia en Buenos Aires, habia sido previamente
reportada a partir del estudio de casos clinicos.
Se detectaron 17 enterovirus distintos (entre 1 y 7 serotipos distintos por muestra)
pertenecientes a la especie A (CVA4, CVA5y CVAL16), a la especie B (CVA9, CVB4,
E1, E6, E9, E13 y EV-B74), y a la especie C (CVAL, CVA13, CVA22, CVA24, EV-
C99, EV-C105, y EV-C116).
El porcentaje de similitud nucleotidica entre las OTUs de un mismo serotipo tomo
valores superiores al 80% en la mayoria de los casos, con la excepcién de las OTUs
de echovirus 1, las cuales fueron similares entre un 72% a 75%. Un analisis
filogenético de echovirus 1, demostré que las cepas detectadas en este estudio
pertenecen probablemente a dos linajes distantes definidos por la segregaciéon de
las cepas prototipo Bryson y Farouk.
De todos los serotipos detectados en las muestras que analizamos, Unicamente
habia secuencias nucleotidicas obtenidas durante reportes previos de circulacién
en Buenos Aires para CVB4 y E9. Por esta razén, se realizé un analisis filogenético
para ambos serotipos, incorporando las secuencias obtenidas de aislados clinicos
en estudios realizados previamente en Buenos Aires, 0 en otras locaciones de
Argentina, asi como secuencias reportadas en el resto del mundo, incluyendo
paises de la region sudamericana.
Se evidenciaron distintos eventos de introduccion de CVB4 y E9 en la Argentina,
asi como la dispersion a nivel nacional de algunas variantes. Adicionalmente, en el
analisis filogenético se observaron grupos monofiléticos de variantes uruguayas,
brasileras y argentinas, lo cual sugiere un patron de circulacion regional para las
mismas.
El ANEXO 3 muestra los resultados de la next-generation sequencing, del filtrado
de reads y del proceso de mapeo, para cada muestra de Buenos Aires.
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Abstract

Human Enteroviruses (hEVs) are responsible for a wide variety of human diseases. During hEVs infection, virions are
excreted in human feces and the fecal-oral route is the primary pathway for person-to-person transmission. Sewage surveil-
lance could help in monitoring hEVs circulation and describing their diversity in a specific population. In this study, sewage
samples collected in Buenos Aires Metropolitan Area (Argentina) were retrospectively studied through an amplicon-deep
sequencing approach and phylogenetic analyses to characterize hEVs spread. We identified 17 different hEV's types belong-
ing to A, B, and C species. To the best of our knowledge, this is the first report in Buenos Aires for 7 identified hEV-C types.
Phylogenetic analyses suggest several introductions of coxsackievirus B4, echovirus 1, and echovirus 9 in the country, along
with the national spread reached by some variants. Besides, well-supported monophyletic groups of Argentine, Uruguayan,
and Brazilian strains unveiled regional circulation patterns for some variants. These results extend our knowledge about
hEVs circulation in Buenos Aires and might exhort authorities to implement more active sewage surveillance in the region.

Keywords Enterovirus - Sewage - Environment - Health - Deep Sequencing

Introduction

B4 R. Colina

Human Enteroviruses (hEVs) (Family Picornaviridae,
rodneycolinal @gmail.com

Genus Enterovirus) comprise a diverse group of viruses
(Zell et al. 2017) responsible for a wide variety of human
diseases, including mild febrile illness, upper and lower res-
piratory diseases, hand-foot-and-mouth disease (HFMD),
myocarditis, aseptic meningitis, encephalitis, myelitis,
acute flaccid paralysis (AFP), among others (Tapparel et al.
2013). Small and non-enveloped icosahedral capsids con-
taining single-stranded positive-sense RNA genomes of
approximately 7.5 kb in length define the hEVs virion basic
structure (Pallansch et al. 2013). Well-known hEVs types
include over 100 serotypes of coxsackievirus A and B (CVA
and CVB), echovirus (E), poliovirus (PV), and numbered
enteroviruses (EV), all additionally classified into four viral
species: hEV-A to hEV-D (Hyypii et al. 1997; Oberste et al.
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1999; Zell et al. 2017). The gastrointestinal and respiratory
tracts can both be initial replication sites for hEVs (van der
Linden et al. 2015); thus, infected individuals can excrete
virions through respiratory droplets and feces (Mach et al.
2014) independently of the onset of symptoms. However,
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the fecal-oral route is still considered the major person-
to-person transmission pathway for hEVs. Diverse studies
have successfully taken advantage of hEVs fecal excretion
during either symptomatic or asymptomatic infections and
analyzed sewage samples to describe hEVs diversity (Ben-
schop et al. 2017), seasonality (Battistone et al. 2014), or
the silent spread of an emerging type (Majumdar & Martin,
2018). Sewage water surveillance, together with clinical
information, is a useful strategy for the identification of cir-
culating hEVs types among a population for a given period.
The diversity of hEV types circulating in Buenos Aires
has probably been largely underestimated since only a few
studies (Supplementary Material 1) have been sporadically
published and environmental surveillance studies are scarce
(Cisterna et al. 2008, unpublished). This study contributes
to the characterization of hEVs circulation in Buenos Aires
during 2011 and 2013.

Materials and Methods
Sewage Samples

Ten sewage concentrates were obtained through an ultracen-
trifugation method (Pina et al. 1998) from 44 ml of sewage
samples and were retrospectively assessed to unveil the envi-
ronmental circulation of hEV in Buenos Aires Metropolitan
Area, Argentina. Samples were collected from the inlet of
a sewage treatment plantin 2011 (n=6) and 2013 (n=4).

hEVs Detection and lllumina MiSeq Sequencing

Viral RNA was extracted from 140 pl of each sewage con-
centrate with the QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen).
The reverse transcription reaction was carried out with
primers AN32, AN33, AN34, and AN35 (Nix et al. 2006)
directed towards the 3" end of VP1 in the hEVs genomes,
using the RevertAid Reverse Transcriptase enzyme (Thermo
Scientific) according to the manufacturer guidelines. hEVs
detection was carried out through a nested PCR with primers
222 and 224, and primers AN88 and AN89 in the first and
second rounds, respectively (Nix et al. 2006). The inner PCR
amplification target was a~ 350-nucleotide VP1 segment.
The first and second amplification rounds were conducted
with Ranger Mix (Bioline) and Platinum SuperFI DNA
Polymerase (Invitrogen), respectively. Inner primers AN89
and AN88 were, respectively, tagged with forward P5 and
reverse P7 overhang Illumina adapters. Negative (RNAse-
free water) and positive (Coxsackievirus B3 isolate) controls
were used throughout RNA extraction up to PCR detection.
PCR products were resolved in 2% agarose gel through elec-
trophoresis; bands of the expected size were excised and
purified from the gel with PureLink Quick Gel Extraction
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and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen). Libraries
were prepared and barcoded from each amplified product
with Nextera XT Index Kits (Illumina), to be normalized and
pooled by Macrogen Next-Generation Sequencing Service
(South Korea) according to the 16S Metagenomic Sequenc-
ing Library Preparation Guide before loading them into a
MiSeq lane to sequence 300 bp paired-end reads.

Bioinformatics

Quality Trimming, OTUs Definition, and OTUs
Mapping

Raw Illumina reads were paired using VSEARCH 2.11
(Rognes et al. 2016)—merge pairs algorithm with a mini-
mum overlap length of 50 bp. Quality filtering was also per-
formed with VSEARCH and contigs shorter than 100 bp,
and/or with homo-polymer tracks longer than 8 bp, and/or
with a total expected error value higher than one (E> 1) were
discarded. To save time in further analyses, a dereplication
step was performed using VSEARCH—derep_fulllength
algorithm on the filtered contigs to find unique sequences by
clustering at 100% sequence identity. Singletons (cutoff=1,
i.e., sequences that appear only once in the sample) and chi-
meras (abskew = 2) were removed. Operational taxonomic
units (OTUs) were defined using an identity criterion of 0.97
among unique sequences. Finally, centroid sequences for
each OTU were mapped against a Human Enteroviruses-VP1
nucleotide sequence database (available upon request) by
VSEARCH’s—usearch_global—at 80% sequence identity.
Type assignation, performed during the mapping process,
was checked by submitting each OTU to the Enterovirus
Genotyping Tool (Kroneman et al. 2011).

Nucleotide Similarity and Phylogenetic Analyses

Percentages of nucleotide similarity among all pairs of
OTUs for each hEV type were calculated with BioEdit soft-
ware v.7.2.5 (Hall 1999). Phylogenetic reconstructions were
performed for selected hEV types. To determine phyloge-
netic relationship among strains of these types in Argentina,
sequences from the Province of Cérdoba (~700 km North
West of Buenos Aires) obtained for a different study but
uncharacterized in depth until now (Lizasoain et al. 2021)
were also included in the phylogenetic analyses. OTUs cen-
troid sequences and sequences reported in Lizasoain et al.
(2021) were subject to BLAST searches against the GenBank
database. All the hits with E-values lower than 1.0x 107
and coverage percentages higher than 95%, and with avail-
able information of country and collection date, were down-
loaded and aligned in Muscle program (Edgar 2004), with
OTUs and sequences from Cérdoba. Maximum-likelihood
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phylogenetic trees were constructed with the PhyML 3.0
program (Guindon et al. 2010) under the optimal model of
nucleotide substitution determined for each data set by the
in-built Smart Model Selection (SMS) option (Lefort et al.
2017). Branch supports were calculated with the approxi-
mate likelihood-ratio test based on a Shimodaira-Hasegawa-
like procedure (SH-aLRT) (Anisimova & Gascuel 2006).
Obtained phylogenetic trees were visualized and edited with
FigTree v1.4.2 and Inkscape v0.92. Resulting OTUs centroid
sequences have been deposited in GenBank under accession
numbers MW117000 to MW117035.

Results

Sequencing, hEV Type Detection, and Nucleotide
Similarity

Sequencing yielded 1,678,093 raw paired-end reads for the
ten analyzed samples (between 157,524 and 185,046 raw
paired-end reads per sample, mean=167,909), from which
1,223,685 contigs were assembled. The 8.4% of assem-
bled contigs were filtered out through different steps. Of
the remaining acceptable contigs, 96.5% mapped against
the hEV database. Seventeen hEV types were detected in
total (between 1 and 7 types detected per sample, mean =3).
Members of hEV-A (coxsackievirus A4, A5, and A16),
hEV-B (coxsackievirus A9, B4, echovirus 1, 6, 9, 13, and
enterovirus B74), and hEV-C (coxsackievirus A1, A13, A22,
A24, enterovirus C99, C105, and C116) were detected. How-
ever, none of the reads mapped to hEV-D types (Table 1).
There were evident changes in hEVs diversity in samples
from 2011 and 2013, except for coxsackievirus A22 and
A24, which had a similar relative abundance for both years.
Enterovirus C99 was also present in both years’ samples,
although its abundance decreased from 33% in 2011 to< 1%
in 2013 (Fig. 1). Nucleotide similarity values among OTUs
were above 80% for most of the types, except for echovirus
1, which presented similarity values ranging from 72 to 75%
(Fig. 2).

Phylogenetic Analyses of Different hEV Types
Since coxsackievirus B4 and echovirus 9 have previously
been detected in Buenos Aires, associated with various dis-

eases (Mistchenko et al. 2006), OTU centroid sequences of
these types and their best BLAST hits were subjected to
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phylogenetic analyses. Considering the low nucleotide simi-
larity (~70%) among some echovirus 1 OTUs, we performed
a specific phylogenetic characterization for this type. Since
there were only 7 BLAST hits for echovirus 1, we conducted
a GenBank database text string search using “echovirus 1”
as query term and thus retrieved all the sequence hits for this
type, with available information about country and collec-
tion date. After discarding sequences that did not correspond
to the VP1 fragment of interest, 93 sequences (including the
BLAST hits mentioned above) together with five echovirus
1 OTUs from this study were maintained for alignment. The
General Time Reversible (GTR) model was the best-fitted
model of nucleotide substitution for all the conducted phy-
logenetic analyses.

Coxsackievirus B4

The phylogenetic analysis for coxsackievirus B4 (Fig. 3)
contained 312 sequences of global circulation variants
reported between 1959 and 2019. This dataset included 10
variants detected in sewage samples collected in Cérdoba in
2011 and 2017 (Lizasoain et al. 2021), 3 sequences reported
in Buenos Aires during the study of neurological infection in
children in 2002 and 2003 (Mistchenko et al. 2006), and the
OTU sequence obtained by us in March 201 1. Coxsackievi-
rus B4 variants from Argentina segregated into four differ-
ent clusters (I-IV). Viruses with sequences from Cluster I
(SH-aLRT=0.91) circulated in Buenos Aires at the begin-
ning of the XXI century, while Cluster II (SH-aLRT =0.80)
grouped variants from 2011, from both Cérdoba and Buenos
Aires together with French (AM711064 and AM711078)
and Danish (JX009052) variants reported in 2006 and 2008,
respectively. Cluster IIT (SH-aLRT =0.89) circulated in Cér-
dobacity in 2011 and 2017, and was highly related to Dutch
(KU560994) and American (MN896921) variants reported
in 2011 and 2019, respectively. Cluster IV (SH-aLRT =0.74)
exclusively circulated in Cordoba in 2017, and was closely
related to the Brazilian strains (MN418895 and MN418896)
reported the same year (SH-aLRT = 0.78).

Echovirus 9

The phylogenetic reconstruction for echovirus 9 (Fig. 4) was
performed with 236 global circulation sequences reported
between 1979 and 2018, including 19 variants from Argen-
tina [10 reported by Mistchenko et al. (2006), 8 obtained
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Fig.1 Relative abundance of contigs mapped to different Human
Enterovirus types in sewage samples collected in 2011 and 2013 in
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types represented by less than 1% of contigs are shown at the top of
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Fig.2 Percentages of nucleotide similarity among pair of Operational
Taxonomic Units (OTUs) for Human Enterovirus types detected in
sewage samples from Buenos Aires Metropolitan Area (Argentina).
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for each type. Only types represented by at least two OTUs were
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from Cérdoba city sewage samples in 2011, 2012 and 2017
(Lizasoain et al. 2021), and our April 2013 OTU sequence].
The phylogenetic inference suggests at least three introduc-
tions of echovirus 9 with local dispersion in Argentina (clus-
ters I, II, and IIT). Cluster I (SH-aLRT =0.90) grouped vari-
ants that circulated in Cérdoba in 2011-2012, while cluster
II (SH-aLRT =0.97) grouped variants from 2002 and 2003
reported in Buenos Aires (Mistchenko et al. 2006). Cluster
III (SH-aLRT =0.79) included 2 variants from samples taken
in 2011 and 2012 in Cérdoba, and our OTU sequence (2013
April, Buenos Aires), together with a variant from Uruguay
reported in 2013 (MF093681). The results suggest different
introductions of echovirus 9 without evidence of local dis-
persion: two variants from Buenos Aires detected in 2002
(DQ246756 and DQ246757) and two variants from 2017
reported in Cérdoba. Interestingly, cluster I and II, and the
introductions of 2017 share a node (SH-aLRT =0.99) with
variants reported in Brazil in 2003 (KF182324-KF182327).

Echovirus 1

In total, 98 sequences of globally disseminated variants,
belonging to echovirus 1 (Fig. 5) that circulated between
1951 and 2016 (including five OTUs from this study,
detected in March and June 2011), segregated along two
major branches (SH-aLRT =1.0). Echovirus 1 variants
obtained in this study segregated into two highly supported
(SH-aLRT = 1.0) monophyletic sub-groups (cluster I and IT)
along each branch.

Discussion

A previous environmental study conducted in Buenos Aires
reported the circulation of echovirus 6, 7, 11, 19, Coxsacki-
evirus B1, B3, BS, and poliovirus Sabin 2 and 3 in sewage
samples collected in 2005 and 2006 (Cisterna et al. 2008,
unpublished). Our retrospective environmental study con-
firms the presence of echovirus 6 in sewage samples and
incorporates knowledge about the circulation of 16 addi-
tional hEV types, among which only coxsackievirus B4,
echovirus 9, and echovirus 13 had been previously reported
from different clinical cases in Buenos Aires (Cisterna et al.
2007; Mistchenko et al. 2006). Both studies complement
the knowledge about hEV diversity generated from medical
diagnosis of diseases affecting central nervous system (Sup-
plementary Material 1).

These results reveal a highly dynamic circulation of hEV
in Buenos Aires with the emergence and decline of differ-
ent hEV types in samples collected only two years apart.
Nucleotide sequences were available in GenBank only for
coxsackievirus B4 and echovirus 9; therefore, phylogenetic
analyses could only be made for these 2 out of the 3 types
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<Fig.3 Maximum-likelihood phylogenetic tree of coxsackievirus B4
strains. The tree was inferred with an alignment of 312 sequences of
a partial VP1 coding segment (323 nucleotides in length). The OTU
sequence of this study appears in blue, and sequences reported pre-
viously in Argentina appear in red. Red lines indicate clusters of
variants from Argentina. GenBank accession number, country code
(according to ISO-3166-1 alpha-2 standard), and year of detection
identify strains reported elsewhere. SH-aLRT values are shown at
branches of interest. The bar at the bottom-left side denotes genetic
distance. The tree was midpoint rooting. Some branches were col-
lapsed for a better visualization. Supplementary Material 2 shows a
detailed view of this three

circulating in Buenos Aires. Our analyses evidenced sev-
eral introductions of different variants of coxsackievirus B4
and echovirus 9 in Argentina during the last 20 years, some
of them with wide dissemination being detected in distant
Provinces (cluster II for coxsackievirus B4, and cluster ITI
for echovirus 9). Interestingly, the conformation of clusters
of highly related variants from Argentina and other South
American countries (Brazil and Uruguay) for both echovi-
rus 9 (cluster I, II, and IIT) and coxsackievirus B4 (cluster
IV) suggests patterns of regional dissemination beyond local
reports of variants.

We found a high rate of nucleotide differences (up to
30%) in some of the echovirus 1 OTU sequences. Echovirus
1 has been linked to AFP cases (Rao et al. 2012, Fernandez-
Garcia et al. 2017), diarrhea, meningitis, and pleurodynia
(dos Santos et al. 2006; Leendertse et al. 2013; Rao et al.
2013). However, there are few reports of echovirus 1 cir-
culation in South America. One study reported echovirus
1 in samples taken from healthy children in the Amazonian
region of Brazil (Coutinho et al. 2020), and a second report
linked the virus with a case of meningitis in Rio de Janeiro
in 2002 (dos Santos et al. 2006). The echovirus 1 circulat-
ing strains in our study correspond to at least two separate
introductions from distant lineages that correlate with the
segregation of Farouk and Bryson prototype strains (Fig. 5),
initially considered different serotypes (Ohman et al. 2001).

Interestingly, our study accomplished (up to the best of our
knowledge) the first detection of some non-polio hEV-C
types in Buenos Aires (coxsackievirus Al, A13, A22, A24,
enterovirus C99, C105, C116). The relevance of hEV-C
types detected in environmental samples is hard to interpret
since previous studies had not found a correlation between
their presence in the environment and the epidemiology of
diseases in populations near the sampling point (Brinkman
et al. 2017; Harvala et al. 2014). Nevertheless, these types
have also been signaled as the cause of AFP and other severe
diseases (Adeniji et al. 2017; Chaves et al. 2001; Horner
et al. 2015; Tapparel et al. 2013; Zou et al. 2017). Further-
more, some hEV-C types represent public health threats
due to their potential recombination with poliovirus Sabin
strains (live attenuated vaccine) favoring the emergence of
Vaccine-Derived Poliovirus (VDPV) with potential impli-
cation in AFP outbreaks (Jegouic et al. 2009; Sadeuh-Mba
et al. 2019).

It has been suggested that once poliovirus has been eradi-
cated and the population lacks poliovirus neutralizing anti-
bodies, contemporary coxsackieviruses of hEV-C species
(highly related to poliovirus types) could be implicated in
the emergence (by mutation) of novel poliovirus-like agents
(Jiang et al. 2007). Overall, it is well known that a single
virus type causing mild symptoms or with low prevalence
in the past can emerge associated with severe diseases, and
spread causing large epidemics (Bessaud & Delpeyroux,
2020). Therefore, robust surveillance systems are needed for
monitoring the role of these genetically poliovirus-related
types in AFP cases, mainly because they seem to commonly
circulate among the population. Surveillance and the study
of all hEVs types among communities should be a priority
to anticipate and trace the behavior of such public health
threats. Our results extend the knowledge about hEVs in
Buenos Aires, and exhort public health bodies to perform
more active surveillance to characterize the presence of this
complex and numerous group of viruses.
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Fig.4 Maximum-likelihood
phylogenetic tree of echovirus
9 strains. The tree was inferred
with an alignment of 236
sequences of a partial VP1 cod-
ing segment (323 nucleotides in
length). The OTU sequence of
this study appears in blue, and
sequences reported previously
in Argentina appear in red.

Red lines indicate clusters of
variants from Argentina and
red arrows indicate introduc-
tions in Argentina without local
dispersion. GenBank accession
number, country code (accord-
ing to ISO-3166-1 alpha-2
standard), and year of detec-
tion identify strains reported
elsewhere. SH-aLRT values are
shown at branches of inter-

est. The bar at the bottom-left
side denotes genetic distance.
The tree was midpoint rooting.
Some branches were collapsed
for a better visualization. Sup-
plementary Material 3 shows a
detailed view of these three
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Fig.5 Maximum-likelihood phylogenetic tree of echovirus 1 strains.
The tree was constructed with 98 sequences of a partial VP1 coding
segment (320 nucleotides in length). OTU sequences of this study
appear in blue. Red lines indicate clusters of variants from Argentina.
GenBank accession number, country code (according to ISO-3166-1

AF250874/US/1953/Bryson
7 BuenosAires/AR/Jun-2011
BuenosAires/AR/Jun-2011
MH152401/RU/2013

CD/2010,2013
KY433700/GN/2014
BuenosAires/AR/Mar-2011
1BuenosAires/AR/Jun-2011
BuenosAires/AR/Jun-2011
AF081314/EG/1951/Farouk
MKO086354/FR/20142015
AB268148/CN/1999
CN/1997,1999-2000
LS451292/R0O/1974
ZA/2015-2016
MK310972/CD/2008
MF101536/IT/2004
MK959780/PH/2015
LC382795/JP/2016
MK959781/PH/2015
CN/2010-2011

cluster Il

JF718551/CN/2002
JX476214/IN/2009
KF413006/IN/2009
KF412930/IN/2005
IN/2010
KF177007/IN/2010
NL/2015

SN/GN/2014
MG727852/1T/2015

5gKY433614/NE/2014
MK1904118/NG/2016

CN/1997-2014

cluster |

alpha-2 standard). and year of detection identify strains reported else-
where. SH-aLRT values are shown at branches of interest. The bar at
the bottom-left side denotes genetic distance. The tree was midpoint
rooting. Some branches were collapsed for a better visualization. Sup-
plementary Material 4 shows a detailed view of this three

@ Springer

111



268

Food and Environmental Virology (2021) 13:259-269

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/512560-021-09468-y.

Funding This study was supported by Programa Polos de Desarrollo
Universitario, from the Comisién Coordinadora del Interior, Universi-
dad de la Reptiblica, Uruguay. Andrés Lizasoain received a PhD schol-
arship from the Comision Académica de Posgrados, Universidad de la
Republica, Uruguay.

Data Availability Not applicable.

Code Availability Not applicable.
Declarations

Conflict of interest Nothing to disclose.
Ethical Approval Not applicable.
Consent to Participate Not applicable.

Consent for Publication Not applicable.

References

Adeniji, J. A., Oragwa, A. O., George, U. E., Ibok, U. L, Faleye, T.,
& Adewumi, M. O. (2017). Preponderance of enterovirus C in
RD-L20B-cell-culture-negative stool samples from children diag-
nosed with acute flaccid paralysis in Nigeria. Archives of virology.
https://doi.org/10.1007/s00705-017-3466-2

Anisimova, M., & Gascuel, O. (2006). Approximate likelihood-ratio
test for branches: A fast, accurate, and powerful alternative. Sys-
tematic biology. https://doi.org/10.1080/10635150600755453

Battistone, A., Buttinelli, G., Fiore, S., Amato, C., Bonomo, P., Patti,
A. M., Vulcano, A., Barbi, M., Binda, S., Pellegrinelli, L., Tanzi,
M. L., Affanni, P., Castiglia, P., Germinario, C., Mercurio, P.,
Cicala, A., Triassi, M., Pennino, F., & Fiore, L. (2014). Sporadic
isolation of sabin-like polioviruses and high-level detection of
non-polio enteroviruses during sewage surveillance in seven Ital-
ian cities, after several years of inactivated poliovirus vaccination.
Applied and environmental microbiology. https://doi.org/10.1128/
AEM.00108-14

Benschop, K., van der Avoort, H. G., Jusic, E., Vennema, H., van Bin-
nendijk, R., & Duizer, E. (2017). Polio and Measles Down the
Drain: Environmental Enterovirus Surveillance in the Nether-
lands, 2005 to 2015. Applied and environmental microbiology.
https://doi.org/10.1128/AEM.00558-17

Bessaud, M., & Delpeyroux, F. (2020). Enteroviruses-the famous
unknowns. The Lancet. Infectious diseases. https://doi.
org/10.1016/S1473-3099(19)30636-X

Brinkman, N. E., Fout, G. S., & Keely, S. P. (2017). Retrospective
Surveillance of Wastewater To Examine Seasonal Dynamics of
Enterovirus Infections. mSphere. https://doi.org/10.1128/mSphe
re.00099-17

Carballo, C. M., Erro, M. G., Sordelli, N., Vazquez, G., Mistchenko, A.
S.. Cejas, C., Rodriguez, M., Cisterna, D. M., Freire, M. C., Con-
trini, M. M., & Lopez, E. L. (2019). Acute Flaccid Myelitis Asso-
ciated with Enterovirus D68 in Children, Argentina, 2016. Emerg-
ing infectious diseases. https://doi.org/10.3201/eid2503.170897

@ Springer

Chaves, S. S., Lobo, S., Kennett, M., & Black, J. (2001). Coxsackie
virus A24 infection presenting as acute flaccid paralysis. Lancet
(London, England). https://doi.org/10.1016/s0140-6736(00)04066
-6

Cisterna, D., Lema, C., Riviello Lopez, G.. Freyre, L., Martinez, L.,
Torres, C., Mbayed, V., & Freire, M. C. (2008). Deteccion y car-
acterizacion de Enterovirus y Hepatitis A en el Riachuelo y Rio de
la Plata. IX Congreso Argentino de Virologia. Revista Argentina
de Microbiologia, Supl. 1. (Unpublished).

Cisterna, D. M., Palacios, G., Rivero, K., Girard, D., Lema, C., &
Freire, M. C. (2007). Epidemiologia de los enterovirus asocia-
dos a enfermedades neurologicas [Epidemiology of enterovirus
associated with neurologic diseases]. Medicina, 67(2), 113-119.

Coutinho, C., Siqueira, J., Machado, R. S., Bandeira, R., Ferreira, J.
L.. Alves, J., Gabbay, Y. B., & Tavares, F. N. (2020). Enterovirus
detection and serotyping of fecal material collected from three
children living on the outskirts of Belém city, Amazon region,

Brazil, during the first 3 years of life (1983-1986). Journal of

medical virology. https://doi.org/10.1002/jmv.25656

Dos Santos, G. P., Skraba, L, Oliveira, D., Lima, A. A., de Melo, M.
M.. Kmetzsch, C. I, da Costa, E. V., & da Silva, E. E. (2006).
Enterovirus meningitis in Brazil, 1998-2003. Journal of medical
virology. https://doi.org/10.1002/jmv.20509

Edgar, R. C. (2004). MUSCLE: a multiple sequence alignment method
with reduced time and space complexity. BMC Bioinformatics.
https://doi.org/10.1186/1471-2105-5-113

Fernandez-Garcia, M. D., Kebe, O., Fall, A. D., & Ndiaye, K. (2017).
Identification and molecular characterization of non-polio entero-
viruses from children with acute flaccid paralysis in West Africa,
2013-2014. Scientific reports. https://doi.org/10.1038/s4159
8-017-03835-1

Guindon, S., Dufayard, J. F., Lefort, V., Anisimova, M., Hordijk, W.,
& Gascuel, O. (2010). New algorithms and methods to estimate
maximum-likelihood phylogenies: assessing the performance of
PhyML 3.0. Systematic biology. https://doi.org/10.1093/sysbio/
syq010

Hall, T. A. (1999). BioEdit: A User-Friendly Biological Sequence
Alignment Editor and Analysis Program for Windows 95/98/NT.
Nucleic Acids Symposium Series, 41, 95-98.

Harvala, H., Calvert, J., Van Nguyen, D., Clasper, L., Gadsby, N.,
Molyneaux, P., Templeton, K., McWilliams Leitch, C., & Sim-
monds, P. (2014). Comparison of diagnostic clinical samples and
environmental sampling for enterovirus and parechovirus sur-
veillance in Scotland, 2010 to 2012. Euro surveillance: bulletin
Europeen sur les maladies transmissibles = European communi-
cable disease bulletin. https://doi.org/10.2807/1560-7917.es201
4.19.15.20772

Horner, L. M., Poulter, M. D., Brenton, J. N., & Turner, R. B. (2015).
Acute Flaccid Paralysis Associated with Novel Enterovirus C105.
Emerging infectious diseases. https://doi.org/10.3201/eid21
10.150759

Hyypid, T.. Hovi, T., Knowles, N. J., & Stanway, G. (1997). Clas-
sification of enteroviruses based on molecular and biologi-
cal properties. The Journal of general virology. https://doi.
org/10.1099/0022-1317-78-1-1

Jegouic, S., Joffret, M. L., Blanchard, C., Riquet, F. B., Perret, C.,
Pelletier, 1., Colbere-Garapin, F., Rakoto-Andrianarivelo, M.,
& Delpeyroux, F. (2009). Recombination between polioviruses
and co-circulating Coxsackie A viruses: role in the emergence of
pathogenic vaccine-derived polioviruses. PLoS Pathogens. https
://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1000412

Jiang, P., Faase, J. A., Toyoda, H., Paul, A., Wimmer, E., & Gor-
balenya, A. E. (2007). Evidence for emergence of diverse polio-
viruses from C-cluster coxsackie A viruses and implications for

112



Food and Environmental Virology (2021) 13:259-269

269

global poliovirus eradication. Proceedings of the National Acad-
emy of Sciences. https://doi.org/10.1073/pnas.0700451104

Kroneman, A., Vennema, H., Deforche, K., & v d Avoort, H.,
Penaranda, S., Oberste, M. S., Vinjé, J., & Koopmans, M. . (2011).
An automated genotyping tool for enteroviruses and noroviruses.
Journal of clinical virology: the official publication of the Pan
American Society for Clinical Virology. https://doi.org/10.1016/j.
jev.2011.03.006

Leendertse, M., van Vugt, M., Benschop, K. S., van Dijk, K., Min-
naar, R. P., van Eijk, H. W., Hodiamont, C. J., & Wolthers, K. C.
(2013). Pleurodynia caused by an echovirus 1 brought back from
the tropics. Journal of clinical virology: the official publication
of the Pan American Society for Clinical Virology. https://doi.
org/10.1016/j.jcv.2013.06.039

Lefort, V., Longueville, J. E., & Gascuel, O. (2017). SMS: Smart
Model Selection in PhyML. Molecular biology and evolution.
https://doi.org/10.1093/molbev/msx 149

Lema, C., Torres, C., Van der Sanden, S., Cisterna, D., Freire, M.
C., & Gémez, R. M. (2019). Global phylodynamics of Echovirus
30 revealed differential behavior among viral lineages. Virology.
https://doi.org/10.1016/j.vir0l.2019.02.012

Lizasoain, A., Mir, D., Masachessi. G., Farias, A., Rodriguez-Osorio,
N., Victoria, M., Nates, S., & Colina, R. (2021). Environmental
Surveillance through Next-Generation Sequencing to Unveil the
Diversity of Human Enteroviruses beyond the Reported Clinical
Cases. Viruses. https://doi.org/10.3390/v13010120

Mach, O., Verma, H., Khandait, D. W., Sutter, R. W., O’Connor, P. M.,
Pallansch, M. A., Cochi, S. L., Linkins, R. W., Chu, S. Y., Wolff,
C., & Jafari, H. S. (2014). Prevalence of asymptomatic poliovirus
infection in older children and adults in northern India: analysis of
contact and enhanced community surveillance, 2009. The Journal
of infectious diseases. https://doi.org/10.1093/infdis/jit234

Majumdar, M., & Martin, J. (2018). Detection by Direct Next Genera-
tion Sequencing Analysis of Emerging Enterovirus D68 and C109
Strains in an Environmental Sample From Scotland. Frontiers in
microbiology. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01956

Mistchenko, A. S., Viegas, M., Latta, M. P., & Barrero, P. R. (2006).
Molecular and epidemiologic analysis of enterovirus B neurologi-
cal infection in Argentine children. Journal of clinical virology:
the official publication of the Pan American Society for Clinical
Virology. https://doi.org/10.1016/j.jcv.2006.08.009

Nix, W. A, Oberste, M. S., & Pallansch, M. A. (2006). Sensitive,
seminested PCR amplification of VP1 sequences for direct iden-
tification of all enterovirus serotypes from original clinical speci-
mens. Journal of clinical microbiology. https://doi.org/10.1128/
JCM.00542-06

Oberste, M. S., Maher, K., Kilpatrick, D. R., & Pallansch, M. A.
(1999). Molecular evolution of the human enteroviruses: correla-
tion of serotype with VP1 sequence and application to picorna-
virus classification. Journal of virology. https://doi.org/10.1128/
JVIL.73.3.1941-1948.1999

Ohman, T., King, S. L., Krithivas, A., Cunningham, J., Dickeson, S. K.,
Santoro, S. A., & Bergelson, J. M. (2001). Echoviruses 1 and 8 are
closely related genetically, and bind to similar determinants within
the VLA-2 I domain. Virus Research. https://doi.org/10.1016/
s0168-1702(01)00226-x

Palacios, G., Casas, L., Cisterna, D., Trallero, G., Tenorio, A., & Freire,
C. (2002). Molecular epidemiology of echovirus 30: temporal cir-
culation and prevalence of single lineages. Journal of virology.
https://doi.org/10.1128/jvi.76.10.4940-4949.2002

Pallansch, M. A., Oberste, M. S., & Whitton, J. L., et al. (2013). Entero-
viruses: Polioviruses, Coxsackieviruses, Echoviruses and Newer
Enteroviruses. In D. M. Knipe & P. M. Howley (Eds.), Fields
virology (pp. 490-530). Lippincott Williams & Wilkins.

Pina, S., Jofre, J., Emerson, S. U., Purcell, R. H., & Girones, R. (1998).
Characterization of a strain of infectious hepatitis E virus iso-
lated from sewage in an area where hepatitis E is not endemic.
Applied and environmental microbiology. https://doi.org/10.1128/
AEM.64.11.4485-4488.1998

Rao, C. D., Yergolkar, P., & Shankarappa, K. S. (2012). Antigenic
diversity of enteroviruses associated with nonpolio acute flaccid
paralysis, India, 2007-2009. Emerging infectious diseases. https
://doi.org/10.3201/eid1811.111457

Rao, D. C., Ananda Babu, M., Raghavendra, A., Dhananjaya, D.,
Kumar, S., & Maiya, P. P. (2013). Non-polio enteroviruses and
their association with acute diarrhea in children in India. Infec-
tion, genetics and evolution: journal of molecular epidemiology
and evolutionary genetics in infectious diseases,. https://doi.
org/10.1016/j.meegid.2013.04.011

Rognes, T., Flouri, T., Nichols, B., Quince, C.., & Mahé, F. (2016).
VSEARCH: a versatile open source tool for metagenomics. PeerJ.
https://doi.org/10.7717/peerj.2584

Ruggieri. V., Paz, M. L, Peretti, M. G., Rugilo, C., Bologna, R., Freire,
C., Vergel, S., & Savransky, A. (2017). Enterovirus D68 infec-
tion in a cluster of children with acute flaccid myelitis, Buenos
Aires, Argentina, 2016. European journal of paediatric neurol-
ogy: EJPN: official journal of the European Paediatric Neurology
Society. https://doi.org/10.1016/j.ejpn.2017.07.008

Sadeuh-Mba, S. A., Kavunga-Membo, H., Joffret, M. L., Yogolelo,
R.. Endegue-Zanga, M. C., Bessaud, M., Njouom, R., Muyembe-
Tamfu, J. J.. & Delpeyroux. F. (2019). Genetic landscape and
macro-evolution of co-circulating Coxsackieviruses A and Vac-
cine-derived Polioviruses in the Democratic Republic of Congo,
2008-2013. PLoS Neglected Tropical Diseases. https://doi.
org/10.1371/journal.pntd.0007335

Sapia, E. Y., Maroni, C., Groisman, C., Kromer, H., Lihue Rojo. G.,
Dastugue, M., & Valinotto, L. (2020). Genotipificacion del virus
de la enfermedad mano-pie-boca atipica en un hospital pediatrico
de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina [Atypical hand-foot-
mouth disease virus genotyping in a pediatric hospital in Buenos
Aires city. Argentina]. Archivos argentinos de pediatria. https://
doi.org/10.5546/aap.2020.¢199

Tapparel. C., Siegrist, F., Petty. T. J., & Kaiser, L. (2013). Picorna-
virus and enterovirus diversity with associated human diseases.
Infection, genetics and evolution: journal of molecular epidemiol-
ogy and evolutionary genetics in infectious diseases, . https://doi.
org/10.1016/j.meegid.2012.10.016

van der Linden, L., Wolthers, K. C., & van Kuppeveld, F. J. (2015).
Replication and Inhibitors of Enteroviruses and Parechoviruses.
Viruses. https://doi.org/10.3390/v7082832

Zell, R., Delwart, E., Gorbalenya, A. E., Hovi, T., King, A., Knowles,
N. J.. Lindberg, A. M., Pallansch, M. A., Palmenberg, A. C.,
Reuter, G., Simmonds, P., Skern, T., Stanway, G., Yamashita, T.,
& Ictv Report Consortium. (2017). ICTV Virus Taxonomy Pro-
file: Picornaviridae. The Journal of general virology. https://doi.
org/10.1099/jgv.0.000911

Zou, L., Yi, L., Song, Y., Zhang, X., Liang, L., Ni, H., Ke, C., Wu,
J., & Lu, J. (2017). A cluster of coxsackievirus A21 associated
acute respiratory illness: the evidence of efficient transmission
of CVA21. Archives of virology. https://doi.org/10.1007/s0070
5-016-3201-4

Publisher’s Note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

@ Springer

113



5.1.4.

Articulo 4: “First evidence of enterovirus A71 and echovirus 30 in Uruguay and
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En este trabajo, se estudiaron muestras de agua residual colectadas en 4 ciudades
del litoral noroeste de Uruguay (Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos). Estas
muestras fueron colectadas en dos periodos con un intervalo de 5 afos: el primer
muestreo se realizo entre marzo de 2011 y febrero de 2012 y el segundo muestreo
se realizd entre marzo de 2017 y febrero de 2018. Cada mes esté representado por
una unica muestra en cada ciudad. Sin embargo, en el periodo 2017-2018 no se
realiz6 colecta en la ciudad de Paysandu. En total fueron estudiadas 84 muestras.

Cada muestra (100 ml) fue concentrada hacia 1 ml mediante un método de
adsorcion-elucibn a una membrana cargada negativamente, y se procedio a la
deteccidn, secuenciacion, y procesamiento bioinformatico de reads tal como se
describio en los dos articulos previos (ANEXO 2).

Se detectd la presencia de enterovirus en 50 de las 84 muestras, en las cuales
fueron identificados 9 tipos de la especie A (CVA2-CVAG, CVA10, CVA16, EV-AT1,
EV-A90), 12 tipos de la especie B (CVA9, CVB1-CVB5, E1, E6, E11, E14, E21, E30)
y 6 tipos de la especie C (CVA1, CVA13, CVA19, CVA22, CVA24, EV-C99).

Del total de tipos detectados, Unicamente cinco de estos se detectaron en ambos
periodos de muestreo: CVA9, CVA10, CVA24, E6, y EV-AT1.

Se detectaron OTUs que mostraron elevados porcentajes (24,3% a 28%) de
diferencias nucleotidicas con respecto a otras OTUs para los serotipos CVA13,
CVA9, EV-C99, CVA10, CVA24 y CVB5 (en orden ascendente), lo cual implicaria
en algunos casos la co-circulacion temporal de linajes genéticamente distantes, ya
que algunos de estos serotipos circularon exclusivamente en uno de los dos
periodos de muestreo (CVAL13, EV-C99 y CVB5).

Se procedié a caracterizar filogenéticamente las OTUs de EV-A71 y de E30
detectadas durante este estudio, junto a las variantes de estos serotipos que fueran
detectadas por nosotros a partir del estudio de muestras de aguas residuales de
Cérdoba.

Los analisis filogenéticos constataron la circulacién del subgenogrupo C2 de EV-
A71 tanto en Uruguay como en Argentina, desde hace al menos 10 afios, asi como
también la introduccion reciente en Argentina de la variante emergente C1-like. A
su vez, confirmamos la circulacion de los genotipos E y F de E30 en Argentina,
reportando Unicamente la presencia del genotipo E en nuestro pais.

Hasta donde nuestro conocimiento nos permite afirmar, estos resultados
constituyen la primera evidencia de circulacion de la variante emergente de EV-A71
C1-like en la region de Sudameérica.

El ANEXO 3 muestra los resultados de la next-generation sequencing, del filtrado
de reads y del proceso de mapeo, para las muestras de Salto, Bella Union,
Paysandu y Fray Bentos.
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Abstract

Human enteroviruses (EVs) comprise more than 100 types of coxsackievirus, echovirus,
poliovirus and numbered enteroviruses, which are mainly transmitted by the faecal-oral
route leading to diverse diseases such as aseptic meningitis, encephalitis, and acute flaccid
paralysis, among others. Since enteroviruses are excreted in faeces, wastewater-based
epidemiology approaches are useful to describe EV diversity in a community. In Uruguay,
knowledge about enteroviruses is extremely limited. This study assessed the diversity of
enteroviruses through lllumina next-generation sequencing of VP1-amplicons obtained by
RT-PCR directly applied to viral concentrates of 84 wastewater samples collected in Uru-
guay during 2011-2012 and 2017-2018. Fifty out of the 84 samples were positive for
enteroviruses. There were detected 27 different types belonging to Enterovirus A species
(CVA2-A6, A10,A16, EV-A71, A90), Enterovirus B species (CVA9, B1-B5,E1, E6, E11,
E14, E21, E30) and Enterovirus C species (CVA1, A13, A19, A22, A24, EV-C99). Enterovi-
rus A71 (EV-A71) and echovirus 30 (E30) strains were studied more in depth through phylo-
genetic analysis, together with some strains previously detected by us in Argentina. Results
unveiled that EV-A71 sub-genogroup C2 circulates in both countries at least since 2011—
2012, and that the C1-like emerging variant recently entered in Argentina. We also con-
firmed the circulation of echovirus 30 genotypes E and F in Argentina, and reported the
detection of genotype E in Uruguay. To the best of our knowledge this is the first report of
the EV-A71 C1-like emerging variant in South-America, and the first report of EV-A71 and
E30in Uruguay.
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Introduction

Human enteroviruses (EVs) are ubiquitous viruses mainly transmitted among all age groups
in a community by the faecal-oral route [1]. They are associated with a large number of clinical
conditions, ranging from nonspecific symptoms as fever and malaise, mild conditions as her-
pangina, gastroenteritis or hand-foot-and-mouth disease (HFMD), up to severe diseases as
aseptic meningitis (AM), encephalitis, pancreatitis, myocarditis, or acute flaccid paralysis
(AFP), among others [2].

EVs include around 100 types of coxsackievirus, echovirus, poliovirus and numbered
enteroviruses, which are genetically classified inside four viral species (Enterovirus A to Entero-
virus D) in the genus Enterovirus from the family Picornaviridae. Enterovirus A species
includes several coxsackievirus type A (CVA2-A8, A10, A12, A14-A16) and numbered entero-
virus A71, A76, A89-A91, A114, A119-A121. Enterovirus B species includes all the coxsackie-
virus B types (B1-B6), all the echovirus types (E1-E7, E9, E11-E21, E24-E27, E29-E33),a
coxsackievirus A9 type, and several numbered enteroviruses (EV-B69, EV-B73-B75,
EV-B77-B88, EV-B93, EV-B97, EV-B98, EV-B100, EV-B101, EV-B106, EV-B107, and
EV-B111). Enterovirus C species includes the three poliovirus types (PV1-PV3), several cox-
sackievirus A types (CVAL, All, A13, A17, A19-A22, A24), and numbered enterovirus C95,
C96, C99, C102, C104, C105, C109, C113, and C116-C118. Enterovirus D species includes a
few numbered enteroviruses named D68, D70, D94, and D111 [3].

The epidemiology of EV's is a dynamic phenomenon that deserves continuous surveillance
since novel EV types are frequently discovered, and types originally associated with a specific
disease, could emerge associated with novel conditions [4-9]. During the last decades, poliovi-
rus has been a priority for public health surveillance systems worldwide due to its high inci-
dence in AFP cases [10]. In the poliovirus eradication era, other non-polio EVs are being
studied for their role as emerging pathogens associated with AFP, or as causing agents of cen-
tral nervous system (CNS) disease outbreaks [10-13]. Human enterovirus A71 (EV-A71) has
been historically associated with HFMD, including severe forms of the disease, and also is
strongly associated with severe and sometimes fatal CNS infections. Therefore, EV-A71 is cur-
rently considered as an emerging EV with serious consequences for human health. Several
molecular epidemiology and vaccine development efforts are on the way for its containment
and management. In fact, since 2015-2016 there are three inactivated, whole-virus EV-A71
vaccines licensed by China National Medical Products Administration (NMPA), which are
currently commercially available. The vaccines were formulated with the most prevalent
EV-A71 lineage in China as virus seed (C4 lineage), and elicited cross-protection against
prominent epidemic lineages reported worldwide over the past decade [14-16].

On the other hand, echovirus 30 (E30), an Enterovirus B species member, is frequently asso-
ciated with neurological symptoms, mainly AM [17, 18]. Its presence among a population
seems to be cyclic, characterised by repeated epidemics -frequently over large geographic
areas- every 3 to 5 years [19, 20].

Wastewater samples contain a high concentration of EVs particles as a result of their excre-
tion in human faeces during the infection by distinct types. Wastewater Based Epidemiology
(WBE) approaches are useful for describing the molecular diversity of EVs either as a comple-
ment of clinical surveillance, or as a tool to obtain information regarding enteroviruses when
clinical surveillance is not done in a community. WBE has displayed a valuable role both in
developed and developing areas of the world, increasing our knowledge about circulation of
many enteroviruses, including emerging variants of public health concern [21-23].

Most infections by EV's are asymptomatic, which could lead to a silent circulation of many
types in a community until the occurrence of outbreaks of diverse diseases [24-26]. Therefore,
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the possibility of detecting emerging types in wastewater, before the appearance of clinical
cases, makes WBE of EVs, a fundamental tool for epidemiological surveillance.

South America is often described as a region with scarce available genetic information
regarding EVs [20, 27]. Particularly in Uruguay, knowledge about molecular diversity of circu-
lating EV's is limited [28]. To assess the diversity of circulating EVs types in the Uruguayan
population, we performed an amplicon-deep sequencing approach of Uruguayan wastewater
samples collected in two different sampling periods in four cities (Bella Unién, Salto, Pay-
sandu, and Fray Bentos). Additionally, as part of a project to characterize the diversity of EVs
in the South American region, two EV types detected in this project (EV-A71 and E30) were
subjected to phylogenetic analysis along with sequences of strains previously detected in waste-
water from Cordoba, Argentina [29], to evaluate viral dynamics within a regional context and
to identify viral introductions and country-specific transmission clusters.

Materials and methods
Wastewater specimens

This work was based on the study of two sets of wastewater specimens collected during differ-
ent periods in cities from the North-western region of Uruguay (Fig 1). SET_1 comprises spec-
imens (100 ml each) collected monthly between March 2011 and February 2012 in four
Uruguayan cities: Bella Union (30°15’59.55”S, 57°36’4.79” W), Salto (31°23’18.82”'S, 57°
58'35.09”W), Paysandu (32°19°38.38”S, 58°6’3.83”W) and Fray Bentos (33°7'8.95”S, 58°

{ P URUGUAY

AN ~ 80 km

Fig 1. Geographic location of the four Uruguayan cities in which wastewater samples for this study were collected. In the left panel, a map of South America shows
Uruguay in green. In the right panel, a zoom-view of the map of Uruguay shows Bella Uni6n, Salto, Paysandt, and Fray Bentos locations. Population size of each city is
also indicated. South American countries are named according to the Alpha-2 code as described in the ISO 3166 international standard.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.9001
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20'3.38”W). SET_2 comprises specimens (100 ml each) from three of the previous four cities
(Bella Union, Salto and Fray Bentos) also collected once a month between March 2017 and
February 2018 at the same sampling points from 2011-2012. Specimens from Salto, Paysandi
and Fray Bentos consist of domestic raw wastewater, collected from master-pipes before dis-
charging onto the Uruguay river. Nevertheless, the specimens from Bella Union were collected
from a natural glen that receives the effluent from a wastewater stabilization-pond.

One sampling point was determined in each city and since all of them were of public access,
none permits were required for collecting.

Samples (100 ml) were concentrated as previously described in Lizasoain et al. (2018) [28]
using a method of adsorption-elution to a negatively charged membrane and concentrating
virus in 1 ml of final eluate per sample (100-fold concentration).

Human enterovirus detection, next-generation sequencing and bioinformatics

Viral genomes were extracted from 140 pL of viral concentrate using the QIAamp®) Viral
RNA Mini Kit (Qiagen™, Hilden, Germany) according to manufacturer’s instructions. A RT-
nested PCR method proposed by Nix et al. [30] was used to amplify a partial segment of
VP1-coding segment with primers AN32-AN35 in the reverse transcription, and primers 222/
224 and AN88/AN89 in first and second PCR rounds, respectively. At the second round,
ANB88 and AN89 primers were modified by addition of Illumina Universal Adapter sequences
at the 5 ends, according to the protocol of library preparation for metagenomic sequencing
[31] in Illumina MiSeq platform (Illumina Inc., San Diego, CA, USA). PCR products were
loaded into agarose gels and after the electrophoresis, bands of the expected size were excised
and purified with the PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Macrogen Inc. Next Generation Sequenc-
ing Service (Seoul, Republic of Korea), barcoded each sample and prepared the libraries with
Nextera XT Index Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA). Samples were sequenced on Illu-
mina MiSeq 2 x 300 bp, producing paired end reads. Libraries from 2011-2012 and 2017-
2018 were sequenced in two independent runs.

Raw Illumina reads were paired using merge pairs algorithm with a minimum overlap
length of 50 bp in VSEARCH v2.11 [32]. The resulting contigs (merged paired reads) were fil-
tered out if their lengths were <100 bp, and if they contained homopolymer tracks >8 bp in
length. Quality trimming of contigs was performed by using—fastq_filter command and con-
tigs with more than 1.0 total expected errors (—fastq_maxee 1.0) were discarded. In order to
save time in further analyses, a dereplication step was performed using VSEARCH—derep_-
fulllength algorithm on the processed contigs to find unique sequences by clustering at 100%
sequence identity. All unique sequences without duplicates (singletons) were removed since
they were considered probable sequencing-error products. Probable chimeras (abskew = 2)
were also removed from each sample.

Clusters of contigs were generated with VSEARCH using identity criterion of 97%, adopt-
ing a representative sequence (centroid sequence) of each cluster for further analyses. Finally,
centroids sequences were mapped by VSEARCH’s—usearch_global at 80% sequence identity
against a Customized Human Enteroviruses Database (CHED v1.0), composed of 30,850
sequences of the viral capsid VP1 protein-coding region from 111 enterovirus types, which
were downloaded from NCBI nucleotide database [33].

Phylogenetic characterisation of enterovirus A71 and echovirus 30

AllEV-A71 and E30 VP1 gene sequences > 800 nt with known location and sampling date
available in the GenBank by September 4", 2020 were downloaded and combined with: 1)
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strains reported in this study and their best BLAST hits; 2) partial VP1 sequences from Cor-
doba city (Argentina) previously described by our group (13 sequences of EV-A71 and 20
sequences of E30), and their best BLAST hits.

Some reference sequences for EV-A71 and E30 used by Bessaud et al. [34] and Lema et al.
[35] respectively, were included in both datasets. This resulted in a final dataset composed by
7,658 sequences of EV-A71 and a dataset of 1,297 E30 sequences. Both datasets were aligned
with the Muscle program [36]. Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees were inferred
with FastTree v2.1 software [37] under the GTR+Gamma20 model. The reliability of the phy-
logenies was estimated with the approximate likelihood-ratio test (aLRT) based on a Shimo-
daira-Hasegawa-like procedure [38, 39]. Phylogenetic trees were visualized and edited with
FigTree v1.4.3.

Nucleotide sequences of EV-A71 and E30 from Uruguay reported in this study were depos-
ited in GenBank and are available with the accession numbers MW196710-MW196712,
MW196730-MW196732 and MW196734.

Results
Human enterovirus detection and characterization

Fifty out of a total of 84 Uruguayan wastewater samples collected along 2011-2012 and 2017-
2018, were positive for EVs (Table 1).

All 50 positive samples yielded on average 117,996 paired merged reads (contigs), from
which around 8.5% reads were discarded according to established quality parameters. Finally,

from U

Table 1. Human enterovirus positivity by city and next-generation sequencing performance of VP1-: guay p
| Reads*
n* pos‘/n Paired raw Pair merged After quality filters Mapped EVtypes |  OTUs®
2011-2012
BU" 12 2/12 123,658 71,433 66,894 81 2 2
+30,442 +24,204 +24,620 +112 |
SA® 12 9/12 141,316 | 108,839 102,456 51,495 9 20
LIS 8,792 +8,258 +37,689 |
PY® 12 6/12 142,165 109,995 100,220 69,225 10 18
+13,639 +8,246 +8,215 +46,087
FB" 12 12/12 138,068 107,926 98,048 55438 | 9 49
+10,917 +10,115 +10,101 +38,385
2017-2018 ) ) ) B )
BU® 12 5/12 273,134 117,851 | 106,113 48,148 10 | 32
+55,348 30,599 +29,132 68,222 |
SA® 12 8/12 230,022 134,447 123,566 111,187 11 33
+38,869 +26,489 +21,294 +48,422
FB® 12 | 8/12 237,664 144,687 130,894 119,975 11 30
+83,593 +64,441 +5,340 +69,933
TOTAL 84 50/84 182,722 117,996 108,000 72,685 27 184
+66,244 +33,488 +28,751 +56,864

“Shaded values are averages for positive samples.

YBU: Bella Uni6n, SA: Salto, PY: Paysandu, FB: Fray Bentos.

“n: number of samples.

4pos: positive samples.

“OTUs: Operational Taxonomic Units (note that a single EV type could be represented by more than one OTU in a sample).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846 1001
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Table 2. Distribution of percentage of sequence identity among OTUs and reference sequences with the which
they mapped in the Customized Human Enterovirus Database (CHED v1.0).

Nucleotide identity (%)
Min Max
Enterovirus A [ CVA2 88.2 923
CVAI10 885 97.6
CVA3 88.8 88.8
EV-A90 90.2 90.9
CVAS5 926 92.6
EV-A71 96,0 98.6
CVA4 966 96.9
CVA6 96.9 97.3
| CVA16 99.6 100
Enterovirus B CVB2 81.1 98.4
El 838 83.8
El4 84.3 843
CVA9 88.5 94.4
CVB5 91.7 97.8
E30 95.3 96.3
CVB4 96.9 96.9
E21 96.9 97.2
i Ell 97.8 97.8
CVB1 984 98.7
E6 984 100
CVB3 99.3 99.3
Enterovirus C CVA24 80.0 86.1
EV-C99 80.7 98.7
CVA13 81.8 86.4
CVA1l 86.1 94.7
CVA19 939 94.6
CVA22 96.6 98.4

Values in bold are min/max percentages for each Enterovirus species.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.t002

67.3% (72,685) of filtered contigs mapped with different EVs types (Table 1, S1 Table). In total,
27 different EV types belonging to Enterovirus A species (9 types), Enterovirus B species (12
types) and Enterovirus C species (6 types) were detected (Table 2, S2 Table). Values of nucleo-
tide identity between OTUs and reference sequences with which they were mapped, ranged
between 88.2 to 100, 81.1 to 100, and 80 to 98.7 for Enterovirus A, B, and C, respectively
(Table 2).

Only 5 EV types (CVA10, EV-A71, CVA9, E6 and CVA24) were detected at both sampling
periods, while 22 types were detected exclusively in either one of the two sampling periods: 12
types in 2011-2012 (CVA2, A3, A4, Al6, A22, B, B3, E1, E14, E21, EV-A90 and EV-C99),
and 10 types in 2017-2018 (CVAL, A5, A6, A13, A19, B2, B4, B5, E11 and E30) (Table 3). Neg-
ative samples were not further investigated.

Enterovirus A71 detection and characterisation

EV-A71 was detected in a sample from January 2012 collected in Paysanda (OTU-C), and in
samples from September and October 2017 collected in Bella Union and Salto, respectively
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Table 3. Enterovirus types detected in wastewater samples from Uruguay in 2011-2012 and 2017-2018.

2011-2012 2017-2018
_Type'/month | M | A M |j|J A s|0 N/ D J|F M A/ M|j|]J Als|o/N D|j|F

CVA2 X

"
xx‘
=
1
"
=
"
=

Ell
El4 X
E21 X X X
E30 |
CVAL [ X [Fx
CVAI13
CVA19 X | X
CVA22 X|[x| x |[x X |

CVA24 X [

EV-C99 X | X X |X|X|X|X|x| X X

EVlC (untyl;ed) X" | l

MM
w4

X | X | X X

*CVA: coxsackievirus A, CVB: coxsackievirus B, E: echovirus, EV-A: enterovirus A, EV-C: enterovirus C.

“ This OTU mapped with reference sequences of different types from Species C (CVA24 and EV-C99). Therefore, it was considered untyped. None of the other 183
OTUs presented incongruent results in the mapping process.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.t003

(OTUs A and B); with an abundance (percentage of contigs mapping against EV-A71)
between less than 1% and more than 99% per sample (Table 4).

These OTUs were subject to phylogenetic analyses along with 7,655 strains worldwide
reported. The whole set of sequences segregated into seven different clusters (SH-aLRT > 0.9)

Table 4. Defined OTUs of enterovirus A71 and echovirus 30.

Enterovirus A71 \ Echovirus 30
OTUs* | OTU-A OTU-B | OTU-C | OTU-D | OTU-F |oTU-G | OTU-H
Location” | BU SA | PY I BU | BU \ FB | FB
Date | Sep-2017 Oct-2017 | Jan2012 | Jun-2007 | Jul-2017 | Jun-2007 | Jul-2017
Abundance (%contigs) 99.98% <1% <1% | 16.40% 8% | 99.97% 100%
*OTUs: Operational Taxonomic Units.
BU: Bella Unién, SA: Salto, PY: Paysandu, FB: Fray Bentos.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.t004
PLOS ONE | https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0255846 ~August 12, 2021 7/19
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according to previously proposed genetic classification of the EV-A71 in genogroups A to G
[40]. Additionally, 4,550 strains of genogroup C segregated into sub-genogroups C1 to C5
(SH-aLRT>0.7) (Fig 2A, Sl File).

Uruguayan strains of EV-A71 detected in this study clustered together with 559 worldwide
strains reported as sub-genogroup C2 and dated between 1995 and 2018 (SH-aLRT = 0.9) (Fig
3, 53 File). Uruguayan OTUs A and B corresponding to Bella Union and Salto respectively,
segregated in a monophyletic sub-group (SH-aLRT = 0.73) alongside Argentine strains from
2017 and 2018 previously reported by our group [29]. Phylogenetic analysis suggests that there
were at least four other introductions of EV-A71 sub-genogroup C2 into South America (three
in Cordoba in 2011, 2012 and 2017, and one in Paysandu in 2012 [OTU-C]) characterised by
the absence of local dispersion evidence.

In turn, the sub-genogroup C1 (54 File) encompassed a sub-cluster composed of two strains
from Cordoba Province, Argentina isolated in November and December 2017 alongside 196
sequences from Europe reported in the last 7 years (SH-aLRT = 0.84).

Echovirus 30 detection and characterisation

E30 was detected in samples from June and July 2017 in Bella Union and Fray Bentos. Samples
from Bella Union (OTUs-D and F) had less than 20% of contigs mapping with E30, and sam-
ples from Fray Bentos (OTUs-G and H) had abundances higher than 99% (Table 4). All E30
OTUs were selected for phylogenetic reconstruction together with 1,293 strains of global circu-
lation including sequences of strains detected previously in wastewater samples from Argen-
tina, as in the case of EV-A71.

E30 strains segregated into five well aLRT supported (>0.85) phylogenetic clusters, repre-
senting genotypes A, B, E, F and H after pruning of non-clustered sequences belonging to
genotypes C, D and G (Fig 2B, S2 File). The Uruguayan strains of E30 reported in this study
segregate into the E genotype alongside sequences from Cordoba-Argentina (all from 2017)
previously reported by our group [28] and other 19 strains reported in 2016-2017 in the
United Kingdom and Austria (SH-aLRT = 0.9) (Fig 4, S5 File). Additionally, five E30 strains
sampled in 2011-2012 in Cérdoba and previously reported by our group [29], segregated in a
highly supported (SH-aLRT = 0.8) monophyletic group alongside Argentine sequences from
the same period reported during an outbreak of AM, and a Brazilian sequence reported in
2015 (Fig 4, S5 File).

On the other hand, six additional E30 strains from Cordoba reported in 2017, clustered
together with strains belonging to genotype F (S6 File), and shared a node (SH-aLRT = 0.72)
with a sub-cluster of European strains reported between 2014 and 2018.

Discussion

Twenty-seven different EVs types belonging to Enterovirus A, Enterovirus B and Enterovirus C
species were detected in this study, among which 12 circulated in 2011-2012, 10 in 2017-2018,
and 5 during both sampling periods.

In a previous study based on Sanger sequencing of amplicons directly obtained from waste-
water samples from SET_1 [28], we reported the presence of six out of all types now reported.
This means that by this Next-Generation Sequencing approach we expanded our knowledge
about the circulation of EVs in Uruguay, and updated the information about their circulation
to more recent years.

Contrarily to a previous observation made by us in Cordoba-Argentina [29], where most
types detected in 2011-2012 were also identified in samples from 2017-2018, an important
type exchange was observed between the same sampling periods analysed in Uruguay. A
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Fig 2. Maxi likelihood phylogenetic trees of enterovirus A71 and echovirus 30. Phylogenetic trees of
enterovirus A71 (a) and echovirus 30 (b) were constructed with 7,658 and 1,297 worldwide reported strains,
respectively, including 16 strains of EV-A71 and 22 strains of E30 from Uruguay and Argentina reported by us. Clades
were collapsed and named according to previously established classification in different lineages. SH-aLRT support
values are shown at branches. Each tree is midpoint rooted. For echovirus 30, lineages described by Lema etal. 2019
[35] as extinct were excluded. Bars at the bottom denote genetic distance. Clades containing sequences from this study
were highlighted.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.9002
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Fig 3. Maximum likelihood phylogenetic tree of irus A71 sub-genogroup C2. The image corresponds to the non-collapsed view of the C2 lineage from Fig 2A,
which clustered 573 worldwide circulating strains, including 11 strains from Argentina and 3 strains from Uruguay reported by us in this study. South American strains
and clusters that contain them were pink-highlighted, and magnified at right. Strains were named by their GenBank accession numbers, the Alpha-2 country codes
(ISO3166), and their detection dates. Black circles highlight Uruguayan strains. SH-aLRT values > 0.7 are shown. The bar at the bottom denotes genetic distance. 3 File

shows a full view of the entire tree.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.9003
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Fig 4. Maximum likelihood phylogenetic tree of echovirus 30 genotype E. The image corresponds to the non-collapsed view of
genotype E in Fig 2b, which clustered 508 worldwide circulating strains, including 16 strains from Uruguay and Argentina reported
by us in this study (blue branches). Clusters that contain Uruguayan and Argentine strains reported by us are blue-highlighted and
magnified at right. Strains were named by their GenBank accession numbers, the Alpha-2 country codes (ISO3166) and their
detection dates. Black circles highlight Uruguayan strains. SH-aLRT values > 0.7 are shown. The bar at the bottom denotes genetic
distance. S5 File shows a full view of the entire tree.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255846.9004

plausible explanation for differences between the results obtained for Cordoba and Uruguay
could be related to the population size of the analysed cities and its effect in the duration of
transmission chains in the community. We can suppose that in larger populations -Cérdoba
has 1,329,604 inhabitants- transmission chains are longer than in smaller cities such as those
studied by us in Uruguay (the most populated is Salto with 104,028 inhabitants).

Unfortunately, little information is available about the impact of EV's types in the Uru-
guayan population * s health and there is a great uncertainty about which EV types are causing
AM, encephalitis, or AFP, among other diseases commonly associated with these viruses.
Therefore, the implications of the observed exchange of EV types over time for Uruguayan
public health, remain unknown.

Since samples from 2011-2012 remained frozen for longer periods than samples from
2017-2018 prior to the sequencing, this could be affecting the diversity of enteroviruses
assessed in the oldest samples. Moreover, primers proposed by Nix et al. [30] are quite degen-
erated and we found some mismatches during the alignment of primers to genomic sequences
of enteroviruses that were discovered after the date in the which these primers were designed,
which could be affecting the detection of additional types to the reported here. These limita-
tions of our study, lead us to consider that the diversity of enteroviruses in our samples proba-
bly could be higher than the described here. Despite the fact that primers designed by Nix et al.
are broadly reactive for enteroviruses, future studies should consider more than a single strat-
egy for detecting this group of highly diverse viruses.

EV-A71 is one of the main etiological agents causing HFMD epidemics worldwide, with
high incidence in the Asian-Pacific region [40]. There is a strong association between EV-A71
infections and severe forms of HFMD, sometimes with complications at CNS level [41-44].
Interestingly, our results show the Enterovirus A species type replacement along the two sam-
pling periods. In 2011-2012, CVA16 circulated predominantly, although in 2017-2018 other
types emerged as CVA6 or CVALO, coinciding with reports of HFMD epidemics attributed to
these pathogens since 2018 in this geographic region [45, 46]. Nevertheless, EV-A71 was not
detected during the study of clinical cases from these epidemics in spite of its detection in
wastewater samples collected in Uruguay in September and October, 2017. In the extent that
new reports from medical diagnosis describe the presence of EVs in Uruguay, WBE will be an
important complement to understand the dynamic of EVs circulation in the country.

Despite global efforts to understand the epidemiology of EV-A71, the knowledge about its
circulation in South America is limited. The first genetic record of EV-A71 in South America
comes from the detection of genogroup B in Colombia in 1994 [47], and then, in 1999 this
genogroup was detected in a stool sample obtained from a patient suffering AFP in Northern
Brazil [48]. However, first evidence about the circulation of the virus in Brazil comes from a
previous study of serum samples obtained from patients with AFP and paresy [49]. Besides,
strains from sub-genogroup Cl were isolated from nasopharyngeal swab samples collected
from individuals with flu-like symptoms in Peru in 2006-2009 [50]. Recently, a study found
EV-A71 responsible for ~8% of the AFP cases associated with enteroviruses in Brazil in the
period 2005-2017 [51]. Interestingly, the study reported that EV-A71 sub-genogroup B1
exclusively circulated up to 2014, and that sub-genogroup C2 replaced it from then. Our study
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expands the knowledge about the geographic range of sub-genogroup C2 in South America,
through the characterization of several strains from both Uruguay and Argentina, representing
at least five different introduction events in the region, one of them successfully disseminated
in both countries during 2017-2018. Additionally, we evidenced that EV-A71 C2 has circu-
lated in South America at least from 2011, since we detected this sub-genogroup in a sample
collected in Cordoba that year.

First evidence about C2 circulation in the Americas are from 1997-1998 and come from
the USA [47]. EV-A71 has been characterized in the USA as a virus of low circulation, and spe-
cifically C2 was associated with some outbreaks in the middles 2000 [52-54]. However, C2 was
detected at alower frequency than C1 during the study of a large outbreak of neurologic dis-
ease in children that occurred in 2018 [55]. Additionally, a low frequency of detection during
the study of HEMD cases reported in Cuba between 2011 and 2013, suggests a low circulation
of C2 in the Caribbean region too [56].

Unfortunately, since the South American C2 strains herein characterized belong to waste-
water samples, and considering the lack of reports from clinical surveillance, it is hard to know
whether they come from asymptomatic/mild infections, or from severe diseases such as mus-
cular paralysis or meningitis, that were not reported.

Interestingly, two EV-A71 strains detected in Cordoba in 2017 belong to a sub cluster pro-
posed as an emergent lineage of EV-A71 C1 (Cl-like variant), which has been mainly detected
since 2015 in European countries [57-62]. The emergence of this C1-like variant in Europe
was associated with sporadic cases and outbreaks of severe neurological disorders such as AM,
encephalitis or AFP. This meant a concern for countries in which the Cl1-like variant replaced
other sub-genogroups increasing the number of affected individuals, or in where EV-A71 had
not been a problem until the C1-like variant entered. Moreover, China has recently reported
the emergence of a recombinant strain originated from Cl-like variant strains and coxsackie-
virus A, that could not be effectively neutralized by EV-A71 C4a neutralizing antibodies,
which raises concern about the usefulness of the present immunization strategy against the
virus [63].

Beyond the first detection of the emergent Cl-like variant in South America, our results
show the co-circulation of C2 and C1 sub-genogroups in Argentina during 2017, which could
propitiate the genomic recombination and upsurge of new variants. Therefore, the epidemic
potential of EV-A71 Cl-like variant and the possibility of recombination events, together with
the severity of the diseases, the long-term sequelae in affected individuals, and the different
antigenicity between this variant and vaccine strains, raise concern and call for an active sur-
veillance in our region [63-66].

Although this study constitutes the first report of E30 in Uruguay, this virus was extensively
characterised from AM cases in the neighbour countries of Argentina and Brazil [17, 35, 67,
68]. In line with a previous study, we verify the circulation of E30 genotypes E and F in Argen-
tina [35]. The study of AM cases accounted for 2007-2008 in Cordoba [68] found a high pre-
dominance of lineage H. Despite this lineage seems to be replaced atlocal level by E and F in
next few years, this data shows how dynamic is the behaviour of E30 in Cordoba, and probably
in Argentina all.

In Uruguay, we only detected genotype E. The strains circulating in Uruguay in 2017 were
highly related to some strains that circulated in the same year in Argentina, raising the possi-
bility of a single event of introduction -probably from Europe- with a posterior regional dis-
persion, as was also suggested for EV-A71. On the other hand, some E30 strains detected in
wastewater samples from Argentina in 2011-2012, clustered together with other Argentine
strains also detected in 2011-2012 during the study of different outbreaks and sporadic cases
of AM [35].
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Although most of the Argentine E30 strains characterised by our group belong to genotype
E, a minor proportion corresponding to samples from Cordoba detected in 2017, belong to
genotype F. This genotype circulated in Argentina at least since 1998 when an outbreak of AM
occurred in the Province of Mendoza and its last register in the country was in 2007 [35]. In
our analysis, strains reported in Brazil in 2017, also clustered inside the genotype F, and strains
detected by us in Cordoba in 2017 too, which confirms the recent presence of this genotype in
the South American region.

Our results show that a previously unrecognized diversity of EV types circulated in Uru-
guay. Some of these types silently spread into the communities in the absence of published
reports from medical diagnosis about diseases such as AM, encephalitis or AFP. OTUs most
divergent regarding our database were mostly from species C (CVA24, EV-C99 and CVA13),
which agrees with the previous report of circulation in Uruguay of highly divergent strains
from this species [28]. These results emphasise the importance to sequence strains that circu-
late in remote geographic locations, in order to know divergent strains regarding those already
described in the rest of world, as a first step to understand the role of this divergence in the re-
emergence of types/subtypes [69]. In line with that, our study is a contribution to elucidate
global evolutionary patterns in the extent that divergent members of a genus scarcely described
in South America are being characterized.

Specifically, with regards to EV-A71 and E30, our results showed that some variants are
widely spread into our region, and others as the emergent EV-A71 Cl-like variant -which was
detected only in Argentina at the end of 2017- probably entered very recently. Surveillance
programs should be strengthened in Uruguay -as well as in other South American countries-
to trace the dynamics and behaviour of endemic and emerging variants, especially of those EV
types strongly associated with severe diseases poorly studied in our geographic region.
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identified as causative of an outbreak in a rural childcare center”.
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En este trabajo se documenta una serie de brotes de HFMD registrados durante
2018 en distintas localidades del departamento de Salto (Noroeste de Uruguay),
incluyendo la ciudad de Salto (capital del departamento homdnimo).

Este articulo fue realizado en el marco de un proyecto para estudiar los casos de
HFMD que ocurrieran en nuestro pais en el periodo 2018-2021, el cual fue
elaborado de manera conjunta con referentes departamentales del Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica de Salto y Paysandu.
El proyecto cuenta con el aval del Comité de Etica Institucional del Centro
Universitario Regional Litoral Norte de la Universidad de la Republica (ANEXO 1).
Entre el 1 de junio y el 9 de agosto de 2018, se reportaron 149 casos de nifios
afectados por HFMD en el departamento de Salto. El 60% de los casos se origind
en escuelas o centros de cuidado infantil, involucrando tanto localidades urbanas
como rurales.

Se obtuvieron muestras clinicas (hisopado de lesiones, o heces) de 7 nifios (5 nifios
y 2 nifias) de entre ~ 1 y 4 afios de edad, con diagnéstico clinico de HFMD que
asistian a un centro de cuidado infantil localizado en Belén, una pequefia localidad
rural situada a 90 km al norte de la ciudad de Salto cuya poblacién es de 1.926
habitantes.

Los sintomas preponderantes en estos 7 casos fueron rash cutaneo y ampollas en
manos, pies y boca, concomitantes con dolor a nivel de la boca y la garganta, y en
general los nifios manifestaron pérdida de apetito, y sus padres o tutores declararon
ausencia de aumento de temperatura corporal.

La detecciéon de enterovirus se realiz6 mediante RT-PCR dirigida a un segmento
codificante de VP1, y los productos de PCR fueron secuenciados mediante el
método de Sanger para identificar posteriormente mediante analisis filogenético, las
variantes asociadas a este brote.

Se detect6 coxsackievirus A6 en 5 de las 7 muestras consideradas.

Las secuencias de coxsackievirus A6 obtenidas en este estudio, presentaron mayor
identidad nucleotidica con cepas reportadas entre 2014 a 2017 fuera del continente
americano, que con cepas reportadas entre 2011 y 2016 en Latinoamérica
(incluyendo cepas argentinas y brasileras). Se observaron distintos clados de
coxsackievirus A6 circulando en Sudamérica, lo que implicaria simultdneas
entradas en la region.

Si bien la mayoria de los reportes de HFMD son durante las estaciones mas calidas
y humedas, los casos documentados en Salto ocurrieron en la época mas fria del
afio, coincidiendo con reportes de brotes de HFMD asociados a coxsackievirus A6
durante el invierno en Estados Unidos, Israel o Reino Unido.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

To know the epidemiological context of hand-foot-and-mouth disease (HFMD) in a
region of Uruguay and to identify the Enterovirus responsible for an outbreak in a
rural childcare center in 2018. Swab samples from skin lesions and/or stools samples
were collected from children suffering HFMD during an outbreak in a rural childcare
center. Samples were subject to viral RNA extraction and reverse-transcription
polymerase chain reaction towards VP1 coding segment, to identify the Enterovirus
type by sequencing and phylogenetic analysis. Total of 149 cases of HFMD affecting
98 boys and 51 girls were reported in Salto Province-Uruguay in 2018. Total 60% of
the cases were originated from outbreaks, which occurred in ten educative and
childcare institutions from both urban and rural areas. Coxsackievirus-6 (CV-Aé) was
identified as responsible for one of the rural outbreaks. Uruguayan strains were more
related to strains reported in Russia, Turkey, and Germany (2014-2017) than to
strains reported in Brazil and Argentina from 2015 to 2016. This is the first report of
CV-Aé-associated HFMD in Uruguay, evidencing a wide geographic range of the virus
in the Latin American region. Our report also warns about CV-Aé-associated HFMD
during winter, contrarily to most reports that register HFMD during summer and fall

seasons.

KEYWORDS
coxsackievirus < virus classification, enterovirus < virus classification, foot and mouth disease
virus < virus classification, hand

The infection spreads among the population through direct contact
with an infected individual (through oral-pharyngeal secretions or by

Hand-foot-and-mouth disease (HFMD) results of a common, acute,
viral infection by some human enteroviruses members of the family
Picornaviridae, genus Enterovirus® and affects mainly young children
and infants, although adolescents and adults also can be susceptible.?
It consists of a transient vesicular maculopapular rash involving
hands, feet, and mouth, encompassing clinical manifestations of a
mild viral illness, lasting for 7 to 10 days with no observable sequelae
in most cases.®> HFMD is usually a self-limiting affection but rarely
entails to neurological complications**®

direct contact with blisters), or via contaminated water or objects with
respiratory secretions, blister fluid, and/or feces of infected individuals.”**

The highly contagious character of the disease helps it to spread
quickly in educative institutions where children are living together
and in close contact several hours a day.’® This leads to the
occurrence of outbreaks, which must be contained to mitigate the
impact of the disease and prevent new infections.

Since the first report of the HFMD in Canada in 1958, sporadic

cases and outbreaks of the disease have been reported worldwide.**1?

J Med Virol. 2019;1-7.
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Southeast Asia appears as the most affected region, for example,
China has accounted between approximately 500000 and a million of
HFMD cases per year.'® Most of the worldwide cases has been
associated to coxsackievirus A16 (CV-A16) and enterovirus A71
(EV-A71), both members of enterovirus species A. Enteroviruses
target numerous organs, causing diseases at gastrointestinal, myocar-
dial, respiratory, and central nervous systems (CNS) level, as a
consequence of their broad cell tropism.** These are nonenveloped
viruses with icosahedral capsids containing a single-stranded RNA
genome of approximately 7kb in length.*® Different enterovirus types
other than CV-A16 and EV-A71 also have been associated with HFMD
but to a lesser extent. Nevertheless, since 2008 when a CV-A6 caused
a series of HFMD cases in the Finnish population,*® the emergence of
this enterovirus linked to cases of HFMD turned an important issue
for the public health. In fact, CV-Aé6 is nowadays, identified among the
predominant types causing HFMD.'” The CV-A6 is known to cause
both pediatric and adult's outbreaks,®#*?
shown presentations of the disease with more severe symptoms than
typical HFMD cases, indeed involving the CN§ 202t
From several years ago, Uruguay registers cases of HFMD, but up

and many reports have

to nowadays, the enterovirus types associated with the disease
remain unknown due to the lack of studies in this regard. In this
work, it was analyzed the epidemiological context of HFMD in a
region of Uruguay, and CV-A16 was associated with an outbreak
occurred in a rural childcare center in 2018.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Context of the study

Salto Province is one of the 19 Provinces of Uruguay and is located in
the Northwest region of the country, bordering with Argentina by
means of the Uruguay River. Salto city (capital of Salto Province) is
the second most populated city of the country after Montevideo
(capital of Uruguay) with 104 028 inhabitants®? and is approximately
500 km from Montevideo and 600 km from Buenos Aires (capital
from Argentina). An international bridge over the Uruguay River links
the Salto city with Argentina.

Many small villages, such as Belén, San Antonio, or Palomas,
belong to this Province and surround Salto city inside a radius of
approximately 100 km (Figure 1).

All Uruguayan children have medical coverture through social
security in public or private health provider institutions, which report
the cases of the notifiable disease to the Department of Surveillance
in Public Health from the Ministry of Public Health. The sanitary
legislation related to notifiable diseases (National Decree Number
41/012) indicates that HFMD cases must be notifiable to the health
public authority when at least two cases are registered in a period of
7 days (which would constitute a possible outbreak). There are not
guidelines neither protocols in the country to determine the etiologic
agent of these outbreaks.

© d-maps.com

SEN)
Province

ARGENTINA

© Scribble Maps

© Mapbox

© OpenStreetMap b
.

'Federacion @
Cons!itucién

P2 | Palomas

“‘ Salto San Antonio

FIGURE 1 Geographic location of Salto city and the three rural villages that reported hand-foot-and-mouth disease outbreaks in schools
(SCH) or childcare centers (CC) during 2018. The location of Salto Provinc:

The right panel shows an increased view of the region delimited by an uni

e (Uruguay), at the South American region, is shown in the left panel.
filled rectangle in the left panel. Salto city (capital of Salto Province)

and three rural villages are localizable by paddle signals. A dark black line represents the border between Argentina and Uruguay, and Uruguay

River appears alongside this signal as a light gray area. The bar scale rep

resents 10 kilometers in the map of the right panel. In Salto city

occurred seven outbreaks in different CC-1 to CC-6 and in SCH-2. San Antonio and Paloma's villages reported outbreaks in CC-7 and in SCH-1,
respectively. Belén village reported an outbreak in CC-8. Clinical samples of affected children in CC-8 were assayed in this study
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2.2 | Sampling

Specimens were obtained from children clinically diagnosed with
HFMD through a swab of skin lesions or directly from the stools. In
all cases, samples were deposited in sterile tubes and maintained
refrigerated on ice up to arrive at the Laboratory.

Information about clinical manifestations, its beginning, and
duration, as well as age, sex, and the epidemiological context of the
disease, was registered during a brief quiz posed to father, mother, or
legal tutor of children.

A nurse was in charge of all procedures, which were performed at
the participant home. Before giving the sample and answering the
quiz, parents were informed about different aspects of the research,
and about their rights as participants of a research with clinical
human samples. After this, parents signed an informed consent form
and received a copy of it.

2.3 | Elution of specimens

Each swab was poured in 500 piL of phosphate-buffered saline (PBS)
1X in 15 mL tubes and vortexed by 10 seconds. Eluted solution was
collected in 1.5ml tubes and was subject to RNA extraction
immediately. A 10% fecal suspension with PBS 1X pH 7.2 was carried
out with stools samples, which also was subject to RNA extraction.

2.4 | RNA extraction and complementary DNA
synthesis

RNA was extracted from 140 microliters of swab eluates or fecal
suspension with the QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) obtaining
60 L of final RNA extracted solution. Total 10 out of 60 pL were
subject to complementary DNA synthesis by using the RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) and primers AN32,
AN33, AN34, and AN35.2%

2.5 | Human enteroviruses detection by a
polymerase chain reaction

Human enteroviruses detection was carried through a nested-
polymerase chain reaction (PCR) towards a partial segment of the
VP1 coding segment in the virus genome by using primers 222 and
224 (first round) and AN88 and AN89 (second round).?® Second-
round PCR products were resolved in 2% agarose gel, and expected-
size bands (~350 bp) were excised from the gel and purified using the
Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen).

2.6 | Typification of positive cases by DNA
sequencing

Macrogen Inc performed Sanger DNA sequencing, in forward and
reverse senses with primers AN89 and AN88, respectively. Sequences
were curated and assembled with BioEdit software?* and were submitted
to the Enterovirus Genotyping Tool*® for type assignation. Sequences

3
MEDICAL viRoLoGy ~ YW IL EY—L

obtained in this study were submitted to the GenBank database with the
accession numbers MK754259 to MK754263.

2.7 | Phylogenetic analysis

Sequences from this study and sequences retrieved from the
GenBank database of strains reported worldwide were aligned by
the Clustal W program. MEGA 6.0 software?® was used to construct
a phylogenetic tree with the Neighbor Joining method under the
Kimura 2-parameters as substitution nucleotide model. As a measure
of the robustness of each node, the bootstrap method with 1000
pseudo-replicates was used. The phylogenetic tree was edited in
FigTree program V1.2.

3 | RESULTS

Between 1 June and 9 August 2018, public and private health care
services from Salto Province reported 149 cases of children with HFMD
(98 boys and 51 girls). Total 60% of these cases (90 out of 149) has its
origin in outbreaks that occurred in schools or childcare centers, located
both in urban and rural areas. The remaining cases (59 out of 149)
comprise 40 boys and 19 girls with ages ranging between 10 months
and 7 years old. Table 1 shows the number of institutional outbreaks

TABLE 1 Hand-foot-and-mouth disease outbreaks in Salto
Province-Uruguay, 2018

Institution NP° of affected individuals Average ages (+SD)
cc1 7 2y 1m (+4m)
Urban 3(3) 4(2) -

Ccc-2 20 2y 4m (7 m)
Urban 13(4) 7(2) -

CC-3 4 2y 9m (x6m)
Urban () 4(2) -

cCc4 21 2y 1m (¥11m)
Urban 13() 8(2) =

CC-5 9 2y 5m (¥11m)
Urban 9(5) o(2) -

CC-6 4 2y 7m (x6m)
Urban 2(J) 2(2) -

CcCc-7 2 2y 4m (¥10m)
Rural 2(J) 0(2) -

Ccc-8 10 2y im(¥1y 1m)
Rural 7(3) 3(2) -

SCH-1 4 5y 7m (¢1y)
Rural 1(4) 3(2) -

SCH-2 9 2y 1m (¥6m)
Urban 8(d) 12) -

Note: 3, male; @, female.
Abbreviations: CC, childcare center; m, months old; SCH, school; y, years
old.
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reported, and summarizes the number of cases in each one, according

to the sex, as well as the average ages of the affected children. 9 2B 2B 2
Clinical samples were obtained from seven of the 10 children Bl 33 3|8 3
affected in childcare center-8 (CC-8) (Table 2). This was the last E 5 5 5 5 5
reported outbreak and occurred in Belén village, which is located g g g g E g
90 km north to Salto city, coasting on the Uruguay River, with a rural E SkEl S « B S
population of 1926 inhabitants.?
The CC-8 outbreak affected 10 children from 5 months to 2 years §
old, from August 2 to 9. All affected children were immunocompetent E
without a previous history of HFMD in their homes. Preponderant 3
clinical manifestations were skin rash and blisters in hands, foot, and g 2. F
mouth accomplished of sores throat and mouth, and in general, a loss g E E g E é % E
of appetite and fever absence (Table 2). Extension of clinical E é E § E_ éo g‘f §
manifestations was on average a week and all cases evolve without e e w8 oo oa
complications. -2 2 2 2 8 2
Detection of human enterovirus by reverse-transcription-PCR E = g % % g §
confirmed the presence of the virus in samples from five children E ,_% § V% E E E

(Table 2) and sequencing revealed the circulation of the same strain
(nucleotide identity of 100%). Submission of these sequences to the
Enterovirus Genotyping Tool? allowed the identification of CV-Aé.
These sequences, together with sequences retrieved in a BLAST
search with sequences of this study as query, and sequences of CV-
A6 reported elsewhere, especially in countries of the Latin American
region, were included in phylogenetic reconstruction (Figure 2).

Uruguayan sequences clustered with strong support, together with
worldwide reported strains belonging to CV-Aé. Particularly, Uruguayan
strains formed a subcluster (97% of bootstrap support) together with
strains reported in Russia (2014), Germany (2016-2017), and Turkey
(2017). CV-A6 strains from Argentina, Brazil, and Cuba clustered
outside of this group.

4 | DISCUSSION

This report constitutes the first characterization of the etiologic
agent of HFMD in Uruguay, despite the first description of the
disease in the country happened in 1973. Back then, authors
hypothesized about the role of a CV-A, when isolated a virus from
stools and blisters obtained from a 3 years old living in Montevideo-
boy with symptoms of exanthema vesicular in palms and soles of feet,

Malaise Sore throat Sore mouth Decreased appetite Cold Blisters Skin rash Specimen

concomitant with enanthema vesicular in mucosa vestibular.2”

Up to nowadays, in the Latin American region, the HFMD has been
scarcely studied and few reports shed light about the genetic diversity of
the human enteroviruses responsible of outbreaks and sporadic cases of
the disease.®? In concordance with our results, recent reports from
Argentina and Brazil have documented HFMD cases linked to CV-
A6,3%%2 which demonstrates that this type is not only affecting European,
Asiatic, and North American children, but also its emergence deserve
attention by the public health systems of the Latin American region.

Different research groups have recently published different
proposals for intratypic classification of CV-A6'7-2%3334 and there is
no consensus yet about which one is the most appropriate one. Most of
them employed the full-length VP1 coding segment to classify CV-A6

Clinical manifestations

Fever

X

3y 10m
3y

2y9m
3y2m
ly4m
2y3m
2y1m

Age

3

TABLE 2 Information about clinical manifestations and enterovirus detection in children from a rural childcare center (Belén Village, Salto Province-Uruguay), affected by an outbreak of hand-
3

foot-and-mouth disease, in 2018
ex
2
7
Abbreviations: m, months old; y, years old.

Note: &, male; @, female.

Individual
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MH472779-DEU-2017
MG640106-TUR-2017
MH472777-DEU-2017
MG640108-TUR-2017
KT218598-RUS-2014
MH472791-DEU-2017
MH472781-DEU-2016
MG712901-BRA-2016
MG712904-BRA-2016
MG712903-BRA-2016
MG712902-BRA-2016
KJ609194-CHN-2013
KJ743238-CHN-2012
LC012946-CHN-2013
LC013470-CHN-2014
KMO079578-CHN-2011
KMO079505-CHN-2009
HE572938-FRA-2010
1X495122-CHN-2010
JX154929-CHN-2010
AB779618-JPN-2009
FR797987-ESP-2008
AB649286-JPN-2011
KF682363-CHN-2013
KM114057-FIN-2008
MH371303-ITA-2017
LC364193-JPN-2017
MG712905-BRA-2012
MG712506-BRA-2012
MG712896-BRA-2012
KF196261-CUB-2012
KF196259-CUB-2012
KF196258-CUB-2012
KF196260-CUB-2012
KF196256-CUB-2011
AB779617-JPN-2009
IN797598-CHN-2011
JQ36488:
KX575.

CVA6

KX57586 G-2015
MG712897-BRA-2016
MG712900-BRA-2016
MG712899-BRA-2016
MG712898-BRA-2016
1Q364887-CHN-1996
AY421764-A-Gdula
JQ364886-CHN-1992 |

0.04

s CVA10 (outgroup)

FIGURE 2 Phylogenetic analysis by Neighbor-Joining method constructed with partial sequences of VP1 of coxsackievirus Aé strains
reported worldwide “Gdula” is the Reference strain for coxsackievirus A6. Only bootstraps values higher than 70% are shown at nodes. Strains
are named by the Gene Bank accession number followed by the tree words-code of the country and year of detection. Uruguayan sequences of
this study appear in yellow. Argentinian strains appear in light-blue, Brazilian strains in green and Cuban strains in red. Other strains reported
worldwide are in black. Coxsackievirus A10 strains appear as a collapsed outgroup. The bar denotes the genetic distance

strains into cluster or lineages (and lower taxonomic units as
sublinages), and demonstrated a high genetic diversity and different
geographic expansion patterns for several of the proposed taxonomic
units. In this study, we analyzed a partial segment of the VP1 coding
segment (approximately 300 nucleotides) amplified with primers
designed previously for broad target specificity in all the recognized
enterovirus types.?? This allowed the assignation of the correct type to
Uruguayan strains and a comparison in a phylogenetic analysis with
strains reported worldwide, without following any intratypic classifica-
tory scheme. Longer fragments—including full-length genomes—would
allow a more vast classification or study such features as recombination
events, nevertheless, these objectives are beyond this report.

Coxsackievirus A6 Latin-American strains segregated into different
clusters according to the country and the period in which were detected.
Brazilian strains from 2016 formed two clusters with high bootstrap
support. In addition, Argentinian and Cuban strains segregated also into
unique clusters. Brazilian strains from 2012, clustered related to Cuban
strains although with weak bootstrap support.

Uruguayan coxsackievirus Aé strains clustered related to European
strains reported from 2014 to 2017. Nevertheless, the information
about associated-disease for these strains remains unpublished, and
relation with HFMD is specified only for Turkish strains from 2017
(MG640106 and MG640108).

Our phylogenetic analysis suggests that different clades of
coxsackievirus A6 circulate in Latin America, and particularly in the
South American region. This could be a consequence of different
events of entry to this region from countries where coxsackievirus
Ab has become predominant among the HFMD causing types.

Coxsackievirus A6 has emerged linked to severe and atypical forms
of HFMD apart classical forms of the disease.'%%34% Nevertheless,
cases from CC-8 outbreak resemble more to classical symptomatology of
HFMD. During this study, the follow up of children during the
convalescent period was not carried out, and conditions, such as

onychomadesis or skin desquamation (whose onsets often happen during
this period in most of the atypical HFMD cases associated with CV-A6)
could have appeared without being registered by this study.'%3¢%"

139



¢ | WL p y- S —

LIZASOAIN et AL

MEDICAL VIROLOGY

Despite it has linked coxsackievirus A6 with only one of the ten
outbreaks happened in Salto Province, the analysis of a sample
collected from a child from CC-7 outbreak (Salto city) whose clinical
manifestations started 4 days before the beginning of CC-8 outbreak,
confirmed the same strain in both outbreaks (data not shown). This
raises the possibility that those outbreaks from Salto city (urban
area) were caused by coxsackievirus Aé also. Nevertheless, studying
more samples from different outbreaks (including CC-7 outbreak)
would be ideal to confirm CV-Aé not only in Belén village.

HFMD cases usually occur during summer and fall seasons.”’
Nevertheless, the outbreaks reported here happened during the
coldest months of the Uruguayan winter (June to August), which is in
agreement with HFMD linked to CV-Aé cases accounted in winter,
which were reported in the USA, Israel, and United Kingdom.a‘“o
This entails several complications for health care providers since
during winters they are focused on mitigating the impact of the
respiratory diseases in the pediatric population, and the emergence
of HFMD during this season of the year raises additional efforts in
human resources, planning, and budget. Further studies are needed
to know the incidence of weather in patterns of spread and
transmissibility of coxsackievirus Aé in Latin American countries,
with the final aim to prepare the public health systems and
strengthen the policies of prevention and care intended to the
pediatric population.

In this work, we report a series of pediatric HFMD outbreaks in
educative institutions from urban and rural areas in Salto Province
(Uruguay) which took place during winter months in 2018.
Additionally, we identified coxsackievirus A6 as the causative agent
of at least one of the outbreaks accounted in rural areas. This work
contributes to evidence the emergence of this pathogen causing
HFMD in the Latin American region and constitutes the first report in
the country characterizing the etiologic agent of HFMD, after more
than forty years of presence of this disease in Uruguay.
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Articulo 6: “Coxsackievirus A10 causing hand-foot-and-mouth disease in
Uruguay”.

Ano: 2020

Revista: International Journal of Infectious Diseases

Los datos publicados en este Case report son apenas una parte de los resultados
obtenidos del estudio de una epidemia de HFMD que tuvo lugar en 2019 en el
Departamento de Paysandu (Noroeste de Uruguay).

El reporte describe un caso de HFMD asociado a un coxsackievirus A10, el cual
seria el primer registro de este serotipo causando dicha enfermedad en Sudamérica.
La identificacién del mismo fue posible mediante la obtencion de una muestra de
hisopado de lesiones en la piel de una nifia de 15 meses de edad, residente en
Paysandu, que manifesté malestar generalizado, faringitis, y dolorosas ampollas a
nivel oral y peri-oral, las cuales también se hicieron visibles en la region dorsal de
manos y plantas de pies, asi como en las regiones perineal e inguinal. Todo ello
luego de un contacto cercano con un hermano tres afios mayor, que asistia a un
centro educativo afectado por la epidemia que tuvo lugar en Paysandu, y que habia
sido diagnosticado clinicamente con la enfermedad.

La deteccion de este coxsackievirus A10 se realizé6 mediante la aplicacién de una
RT-PCR genérica para enterovirus, dirigida a una regién parcial codificante de VP1.
Se obtuvo dicha secuencia mediante el método de Sanger, y se caracterizd
mediante andlisis filogenético junto a cepas del virus reportadas mundialmente. Se
logro identificar a la cepa causante del caso en cuestion, como miembro del linaje
C, el cual fue caracterizado hace mas de diez afios en Europa a partir del estudio
de brotes de HFMD.

Con el objetivo de conocer el origen del coxsackievirus A10 detectado, realizamos
una inferencia filogenética Bayesina escalada en el tiempo, para 162 cepas del
linaje C, reportadas entre 2006 y 2019, en conjunto con una reconstruccion
ancestral de locaciones epidémicas. Estos analisis sugieren que el linaje C se podria
haber originado en torno al afio 2004 (95% Highest Probability Density [HPD]: 1988—
2006), y que Finlandia y Rusia podrian ser dos fuentes principales de dispersién
epidémica a nivel global.

En cuanto al ingreso del linaje C al continente americano, probablemente ello
sucedio en al menos tres oportunidades distintas, una de ellas a través de nuestro
pais en el afio 2017 (95% HPD: 2015-2018).
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We report for the first time in South America an HFMD case associated with Coxsackievirus A10. The viral
strain belongs toalineage involved in important European outbreaks and probably entered Uruguay after
2017 with a Greek origin. These findings call for strengthening the regional surveillance of HFMD.

© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases.
Thisis anopen access article under the CCBY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-

nd/4.0/).

Hand-foot-and-mouth disease (HFMD) is an acute viral disease
with high incidence in humans younger than five years old,
characterized by a vesicular exanthema, mostly in hands, feet, and
oral mucosa, which is associated with the infection by different
Human Enteroviruses, mainly Coxsackievirus (CV) A6, A10, A16
and Enterovirus A71 (Esposito and Principi, 2018). During an
outbreak of this disease in which at least 179 children from
Paysandu Province — Uruguay were affected (between April and
June 2019), we sampled 46 clinical specimens, without any bias,
from the total of cases reported to the local Public Health
authorities during this epidemic. A pediatrician registered
epidemiological and clinical information of each of the 46 studied
cases, after each outpatient consultation and an interview with
parents. This information was matched with throat or skin-lesion
swabbing of affected individuals. Parents, as legal guardians of
children, also signed informed written consent to participate in
this study, and were informed about ethical aspects of the research
and about their rights as participants in research with humans.
One of the 46 individuals was a girl (15 months old) who got ill
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! These first authors contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/}.ijid.2020.02.012

after close contact with her three year-old brother, who attends
one childcare center involved in the large outbreak herein
described. The brother had manifested HFMD symptoms since
three days before her and no one in the family had travel history
outside Uruguay. The body temperature of the girl, during the
course of HFMD symptoms never exceeded 98.6 °F (according to
information provided by parents). Preponderant symptoms
included malaise, pharyngitis, and painful oral and perioral
blisters, which were also present in the dorsal region of hands
and soles of feet. Similar blisters were observed in the perineal and
inguinal regions. The girl recovered from HFMD without compli-
cations at the sixth day after the beginning of symptoms. Following
a PCR protocol for Human Enteroviruses characterization (Nix
et al., 2006), a Coxsackievirus A10 strain (CVA10) was detected
from the girl's skin-lesion swab (GenBank accession number
MN689742). This was the only case associated with CVA10 during
the outbreak, while CVA6 and CVA16 were detected in most of the
analyzed samples. CVA10 is a member of the Human Enterovirus
species A (Genus Enterovirus, Family Picornaviridae). Despite its
early association with HFMD during the 1960s (Duff, 1968), this
virus became an emerging cause of the disease during the last ten
years, correlating in some cases with severe forms of HFMD,
including neurological complications (Bian et al., 2019). Knowl-
edge about the presence of CVA10 in the Americas is limited to

1201-9712/© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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CVA10 lineage

g

Figure 1. Maximum likelihood phylogenetic tree of all Coxsackievirus A10 (CVA10) strains with known sampling date and location, available in GenBank by September 2019.
For a better understanding, each cluster appears collapsed and differently colored representing distinct CVA10 genetic lineages as indicated at the legend (topleft). Percentage
Shimodaira-Hasegawa-like local support values are shown for key nodes estimated from 1,000 resamples. All horizontal branch lengths are drawn to a scale of nucleotide
substitutions per site. The Uruguayan strain clustered with 161 lineage C strains detected worldwide. The tree was constructed from 1,317 sequences corresponding to a

partial segment of 303 nucleotides in the viral capsid coding region.

some reports from North America (Prill et al., 2018), and as far as
we know, it has not been associated with HFMD in South America.
Six genetic lineages (A to F) have been described for CVA10 (Bian
et al,, 2019). Through a maximum-likelihood based phylogenetic
analysis using FastTree 2.1 (Price et al., 2010) under the GTR
evolutionary model, we characterized the CVA10 Uruguayan strain
as member of the lineage C (CVA10_C) (Figure 1). Despite CVA10_C
being involved in large outbreaks in Europe ten years ago
(Blomqvist et al., 2010; Mirand et al., 2012), lineage F (CVA10_F)
drove the emergence of CVA10 associated with HFMD in the
Pacific-Asia region and seems predominant in the current global
epidemiology of CVA10 associated with HFMD (Bian et al., 2019).
Aiming to unveil the origin of the CVA10 Uruguayan strain

3
Q
2

responsible for the HFMD case reported here, we focused our study
in CVA10_C, from its emergence in Europe up to its arrival in
Uruguay. To this end, we performed a time-scaled Bayesian
phylogenetic inference on 162 CVA10_C partial VP1-gene sequen-
ces (sampled between 2006-2019), coupled with an ancestral
character reconstruction (ACR) of epidemic locations produced by
PASTML using Marginal Posterior Probabilities Approximation
(MPPA) with an F81-like model (Ishikawa et al., 2019). The results
suggest that the CVA10_C lineage likely originated at around 2004
(95% Highest Probability Density [HPD]: 1988-2006), and although
the location of the CVA10_C root is unresolved, PastML predictions
suggest Finland and Russia as the two main sources of global
epidemic ignition. In the American region in turn, three

ree scale: 1
—

2012
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Figure 2

Time (yrs)

Figure 2. Ancestral geographical reconstruction of Coxsackievirus A10 lineage C partial VP1-gene sequences (162 sequences, 303 nucleotides in length) based on a time-
scaled Bayesian phylogenetic tree. Internal tree branches are colored according to the most probable location state of their ancestral nodes (legend at left). Ancestral nodes
with high posterior probability support (clade credibility > 0.8) are indicated with dark full circles. Black branches indicate unresolved ancestral nodes. For a better
understanding, some clusters appear collapsed with the number of sequences indicated in brackets. All horizontal branch lengths are drawn to a scale of years. The tree is
automatically rooted under the assumption of a relaxed molecular clock. The pie chart displayed at the Uruguayan strain ancestral node shows the marginal probabilities of
every location state for that ancestor. Country names are abbreviated according the two-letter country codes.
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introductions of the CVA10_C lineage were inferred. The first two
gave origin to the aforementioned North America’s reports and the
third one originated the Uruguayan strain herein reported. The
phylogenetic and MPPA inference suggest that the introduction to
Uruguay could be a recent event (2017 [95% HPD: 2015-2018])
most likely of Greek origin [ACR country marginal probability:
0.43] (Figure 2). More in depth genetic studies and a better
surveillance at a global level would provide higher certainty to
inferences here discussed. This CVA10-associated-HFMD case in
South America raises concern about the CVA10 role in the account
of new HFMD cases and outbreaks in a wider geographic range
than previously recognized, and calls to strengthen the surveil-
lance in a region in where Human Enteroviruses are sub-reported.
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5.2. Datos preliminares para un articulo en construccién (Articulo 7)

5.2.1. Descripcion de la epidemia de HFMD reportada en Paysandu (Uruguay)
en 2019

Méas alla de este Case Report, restan publicarse los resultados acerca de la
caracterizacion de la epidemia de HFMD que ocurrié en Paysandu en 2019, los
cuales se detallan a continuacion.

Entre los meses de abril y junio de 2019, la direccion departamental de Salud de
Paysandu (Ministerio de Salud Publica) recibié la notificacion de 179 casos de
HFMD ocurridos en todo el departamento.

Fue posible acceder a 48 muestras clinicas de 46 de estos individuos.

La obtencion de cada muestra, estuvo acompafiada por el llenado del formulario-
ficha epidemioldgica que se utilizd en Lizasoain et al. (2020a).

El procedimiento para la obtencién de la muestra, su procesamiento para la
deteccién de enterovirus, y la secuenciacion de los casos positivos se detalld
previamente también en dicho articulo.

Los diferentes tipos de muestras clinicas obtenidas desde los 46 individuos se
detallan a continuacion:

e 2 muestras de heces

e 34 muestras de hisopados faringeos

e 12 muestras de hisopados de lesiones/ampollas/liquido

Los 46 individuos se distribuyeron de la siguiente manera:
e 25 de sexo masculinoy 21 de sexo femenino

e 34 casos provenian de instituciones educativas o de cuidado y 12 casos no
tenian nexo conocido con brotes en instituciones

e Edades comprendidas entre 9 meses y 12 afios (promedio 3 afios +/- 2 afios)

Del total de muestras procesadas, se detectd enterovirus en el 69% (33/48) y la
tipificacion fue posible en el 87,8% (29/33) de estas.

Las 29 muestras tipificadas correspondieron a los siguientes enterovirus:
e Coxsackievirus A10: 1 muestra
e Coxsackievirus A16: 8 muestras
e Coxsackievirus A6: 20 muestras

A continuacién, se detallan las caracteristicas de los cuadros clinicos segun el sexo
de los individuos, para el total de casos estudiados, asi como desglosadas para los
distintos coxsackievirus y para los casos considerados sin tipificar (Tabla 2). Dicha
informacion fue recabada por un médico pediatra durante la consulta ambulatoria,
mediante una entrevista con padres o tutores legales de los nifios.
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas de los casos de enfermedad manos-pies-boca estudiados
durante el brote ocurrido en Paysandu-Uruguay en 2019, segun tipo de enterovirus
detectado, y discrimando por sexo

TOTAL (n=46) Coxsackievirus A6 (n=20) Coxsackievirus AL6 (n=8) Coxsackievirus A10 (1) Sin tipificar (17)
total __mascu linos femeninos  total _ masculinos femeninos _ total  masculinos femeninos _total femenino total masculinos femeninos
1

B
-
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N
n
N
)
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e
-
]
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R

Fiebre 34 18 16 18

Malestar general 19 10 £ 10

Dolor de garganta 24 11 13 10
Inapetencia 16 9 7 5
Tos/moco/resfriado 12 8 4 3
Uagas/ampollas en manos, pies, boca 38 23 15 19

Manchas rojas en manos, pies, boca 28 16 12 12
Lesién en piel de otras partes del cuerpo 17 3 11 7
Dolor en lesiones orales 18 s 3 7
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5.2.2. Comparacion de variantes detectadas mediante el estudio de muestras
clinicas y de agua residual

A continuacion, se integran en distintos analisis filogenéticos, las cepas de los tres
coxsackievirus detectadas a nivel clinico durante el estudio de brotes de HFMD
ocurridos en Uruguay, conjuntamente con las variantes de estos serotipos que
fueron detectados en muestras de agua residual durante esta tesis y secuenciadas
mediante el método de Sanger o mediante next-generation sequencing
Para el caso de coxsackievirus A10, las cepas detectadas en el agua residual en
las distintas ciudades de Uruguay y Argentina, se incorporaron al arbol filogenético
previamente realizado durante el reporte del primer caso de HFMD asociado a este
serotipo en Sudamérica y descripto en Lizasoain et al. (2020b) (Figura 15).
Para coxsackievirus A16 y A6 fueron construidos nuevos é&rboles filogenéticos
(Figura 16 y Figura 17, respectivamente) luego de haber obtenido de la base de
datos de Genbank, todas aquellas secuencias de estos serotipos utilizando los
términos de busqueda “coxsackievirus A6” y “coxsackievirus A16”.
Una vez obtenido cada set de secuencias, ambos fueron alineados mediante la
herramienta MAFFT v7 (Katoh et al. 2019), y los alineamientos fueron acotados al
fragmento codificante de VP1 que amplificamos tanto a partir de muestras de agua
residual como clinicas en esta tesis.
Se descartaron secuencias sin informacién disponible sobre pais y fecha de
deteccion, asi como también fueron descartadas secuencias idénticas mediante la
herramienta CD-HIT (Li & Godzik, 2006).
En ambos casos, se redujo el nimero de secuencias de aquellos paises con mayor
aporte de secuencias, utilizando la herramienta CD-HIT y un cut-off de 0.98 (esto
contribuy6 principalmente a disminuir el nUmero de secuencias provenientes de
China). Ambos pasos de CD-HIT se realizaron una vez que se inspeccionaron
arboles filogenéticos preliminares construidos con los datasets completos.
Las secuencias de coxsackievirus A6 y A16 obtenidas durante el estudio de brotes
de HFMD en Uruguay, fueron incorporadas a estos alineamientos, junto a
secuencias obtenidas mediante next-generation sequencing a partir del estudio de
agua residual de las ciudades uruguayas de Bella Union, Salto, Paysandu y Fray
Bentos, asi como de Cordoba y Buenos Aires en Argentina (todas ellas obtenidas
en el marco de esta tesis).También se incorporaron secuencias obtenidas de
GenBank provenientes de paises de la region latinoamericana (las cuales podian
haber sido descartadas en los pasos de CD-HIT previos, pero que por su origen
geografico nos parecia interesante recuperar para el analisis).
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Los alineamientos fueron utilizados para construir arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud mediante FastTree v2.1 software (Price et al. 2010), utilizando el
modelo de sustitucién de nucléotidos General Time Reversible (GTR). El soporte
estadistico de cada rama, en cada arbol, se estimé mediante un approximate
likelihood-ratio test (aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), basandose en un
procedimiento del tipo Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira & Hasegawa, 2001). Los
arboles filogenéticos fueron visualizados y editados en FigTree v1.4.3.

Las secuencias de coxsackievirus Al0 obtenidas mediante next-generation
sequencing a partir de muestras de agua residual colectadas en Uruguay y en
Cordoba (Argentina), se agruparon en dos clados distintos dentro del linaje C (linaje
reportado previamente en Uruguay a partir del estudio de un caso de HFMD ocurrido
en Paysandu en 2019), y en un clado dentro del linaje epidémico asiatico F (Figura
15).

Uno de los clados del linaje C, incluyé secuencias obtenidas a partir de muestras
colectadas en 2017 en Bella Unién y en Salto, que agruparon junto a secuencias
europeas Yy de Estados Unidos reportadas en el periodo 2008-2016 (aLRT-SH=0.8)
(Figura 15, ANEXO 4). El otro clado, incluyé secuencias obtenidas a partir de
muestras colectadas en 2017 en Cordoba (Argentina), y en 2011 en Fray Bentos
(Uruguay). La topologia del arbol permite inferir que probablemente, estos clados
sean introducciones independientes del linaje C en nuestra regidén, con respecto a
la introducciébn de la variante responsable del caso de HFMD reportado en
Paysandu en 2019 (Figura 15, ANEXO 4).

La presencia del linaje F en nuestra regién se evidencié por la deteccion de
variantes uruguayas cuyas secuencias agruparon junto a variantes de Estados
Unidos, Rusia, Australia y China reportadas entre 2014 y 2017 (aLRT-SH=0.92).
Este es uno de los dos clusters dentro del linaje F que evidencia la dispersion del
mismo hacia fuera de Asia, siendo el restante, un cluster formado por secuencias
espafiolas, francesas, y eslovacas reportadas entre 2007 y 2010 (aLRT-SH=0.82)
(Figura 15, ANEXO 4).
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Figura 15. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con secuencias
nucleotidicas correspondientes a un fragmento genémico codificante para VP1 de 1,325
cepas reportadas globalmente, de los seis linajes de coxsackievirus A10. Cada linaje esta
definido por valores de aLRT-SH >70. Se sefiala con barras rojas las secuencias obtenidas en esta
tesis, indicando ciudad y fecha de deteccion. La barra en la parte inferior indica distancia genética.
El arbol fue enraizado por su punto medio. EI ANEXO 4 de esta tesis provee del archivo original del
arbol filogenético en formato Nexus.

Todas las secuencias de coxsackievirus A16 obtenidas en el marco de esta tesis,
ya sea desde muestras de agua residual de Uruguay o de Argentina, como a partir
de muestras clinicas correspondientes al brote de HFMD ocurrido en Paysandu en
2019, agruparon con cepas reportadas globalmente del linaje denominado B3, entre
las que se incluyen cepas reportadas desde Brasil y Peru (Figura 16). Los 8 casos
de HFMD tipificados como coxsackievirus A16 durante el estudio del brote de HFMD
ocurrido en Paysandu en 2019 agruparon conjuntamente con variantes reportadas
en Brasil en 2012 y 2016. Por otro lado, las secuencias uruguayas obtenidas a partir
de muestras de agua residual colectadas en el marco de esta tesis en 2011-2012,
agruparon juntas, incluyendo a una secuencia de Coérdoba detectada en una
muestra ambiental en marzo de 2011, y estuvieron estrechamente relacionadas con
variantes francesas y rusas reportadas durante el mismo periodo. En este cluster,
encontramos secuencias obtenidas por el método de Sanger y reportadas en
Lizasoain et al. (2018) (las cuales aparecen precedidas por su himero de acceso a
GenBank e identificadas como uruguayas por “URY”). Notese la estrecha distancia
genética entre estas secuencias y las obtenidas mediante next-generation
sequencing para las ciudades uruguayas (Figura 16, ANEXO 5).
Las secuencias argentinas de coxsackievirus A16 obtenidas en el marco de esta
tesis a partir de muestras de agua residual colectadas en 2011-2012 en Cérdoba y
en 2011 en Buenos Aires agruparon juntas con un aLRT-SH=0.94 separandose del
resto de las secuencias sudamericanas, lo cual podria indicar un evento de
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introduccién del virus en la Argentina seguido por una amplia dispersién geogréfica
del mismo (Figura 16, ANEXO 5).
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Figura 16. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud construido con secuencias
nucleotidicas correspondientes a un fragmento genomico codificante para VP1 de 2.203
cepas reportadas globalmente, de los tres linajes de coxsackievirus Al6 (linajes A, By E)
(izquierda) y ampliacion del sublinaje B3 (derecha). Tanto linajes como sublinajes estan definidos
por valores de aLRT-SH >70. Las ramas coloreadas de rojo indican las secuencias reportadas en
Sudamérica. La barra en la parte central del arbol indica distancia genética. El &rbol fue enraizado
por su punto medio. Un cuadrante rojo sefiala la porcion del arbol que se amplia a la derecha, donde
se observa el clado correspondiente al sublinaje B3 (también llamado D). Los valores de aLRT-SH
> 0.7 son mostrados en las ramas, las secuencias sudamericanas aparecen en rojo, y aquellas
obtenidas en el marco de esta tesis se sefialan con llaves rectas negras. La barra al pie del clado
ampliado indica distancia genética. El ANEXO 5 de esta tesis provee del archivo original del arbol
filogenético en formato Nexus.
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Las secuencias de coxsackievirus A6 reportadas desde paises latinoamericanos
entre 2010 y 2019 pertenecen a los sublinajes D1, D2, y D3 (Figura 17).

A excepcion de un par de secuencias obtenidas a partir de muestras de agua
residual colectadas en Cordoba en 2011 que agruparon junto a cepas del sublinaje
D1 reportadas a nivel global, el resto de las secuencias de coxsackievirus A6
obtenidas en el marco de esta tesis, segregaron en distintos clados dentro del
sublinaje D3 (Figura 17).

La evidencia mas antigua de la presencia de este sublinaje en la regién, la
constituye un clado en el que agruparon secuencias obtenidas a partir de muestras
de agua residual colectadas en Cérdoba en 2012, junto con secuencias obtenidas
desde brotes de HFMD reportados en Brasil y en Cuba en 2012 y 2013,
respectivamente, y secuencias de distribucion global del periodo 2009-2015 (aLRT-
SH=0.81) (Figura 17, ANEXO 6).

Por otro lado, la evidencia mas reciente de este sublinaje esta dada por las
secuencias obtenidas a partir de los brotes de HFMD ocurridos en Uruguay en 2018
y 2019, los cuales segregaron en dos clusters distintos. Uno de ellos comprende
exclusivamente variantes provenientes del brote de Paysandu reportado en 2019, y
el otro comprende algunas variantes detectadas durante este brote, asi como
variantes reportadas durante el brote de 2018 que ocurrié en Salto.

El cluster de secuencias formado exclusivamente a partir de variantes del brote de
2019 comparte un nodo (aLRT-SH=0.98) con secuencias obtenidas por next-
generation sequencing a partir de muestras de agua residual colectadas en Uruguay
en mayo de 2017 y enero de 2018, junto a secuencias reportadas en India en 2013
y 2018, en Australia en 2016, en China y Japon en 2017, en Estados Unidos en
2018, y en distintos paises europeos en 2017-2018 (ANEXO 6).

El cluster de secuencias provenientes tanto del brote de Paysandu de 2019 como
del brote de Salto de 2018, se integré ademas por secuencias reportadas por otros
autores en 2018 desde Venezuela, Brasil y Argentina, y por secuencias reportadas
en Europa entre 2014 y 2018, asi como en Rusia en 2014-2017, Turquia y China en
2017, y Estados Unidos en 2018, asi como por secuencias obtenidas por nosotros
mediante next-generation sequencing de muestras de agua residual colectadas en
Cérdoba en julio de 2017 y febrero de 2018 (aLRT-SH=0.84) (Figura 17, ANEXO 6).
Es de destacar también, un tercer cluster, en el que se encuentran secuencias
obtenidas por nosotros a partir de muestras de agua residual de Cdérdoba y de
Uruguay colectadas en 2017 y 2018, respectivamente, las cuales se relacionaron
estrechamente con secuencias obtenidas durante el estudio de brotes de HFMD
ocurridos en Argentina en 2015 y en Brasil en 2016 (aLRT-SH=0.86) (Figura 17,
ANEXO 6).
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Figura 17. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con secuencias
nucleotidicas correspondientes a un fragmento gendémico codificante para VP1 de 885 cepas
reportadas globalmente, de los cuatro linajes (y sublinajes) de coxsackievirus A6 (linajes A,
B, C y D). Tanto linajes como sublinajes estan definidos por valores de aLRT-SH >70. Las ramas
que representan variantes detectadas en Latinoamerica aparecen coloreadas en rojo. La barra en la
parte central del arbol indica distancia genética. El arbol fue enraizado por su punto medio. Pequefias
flechas negras indican clados donde se encuentran variantes latinoamericanas. La fecha y pais de
las variantes secuenciadas en el marco de esta tesis, ya sea desde muestras de agua residual o
muestras clinicas obtenidas durante brotes de enfermedad manos-pies-boca (HFMD), aparecen
encuadrados en rojo, préximos a los clados que contienen dichas variantes. EIl ANEXO 6 de esta
tesis provee del archivo original del arbol filogenético en formato Nexus.
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6. DISCUSION

En las siguientes secciones se realizard una discusion global acerca de los
resultados mas relevantes que han sido incluidos en los distintos articulos que se
desprenden de esta tesis, asi como sobre algunos aspectos generales de la
realizacion de la misma.

En primer lugar, se discutiran algunos aspectos metodologicos sobre el abordaje de
virologia ambiental en el cual se bas6 gran parte del proyecto de tesis, para luego
discutir los resultados acerca de la diversidad de enterovirus que se evidencio a
partir del estudio de las muestras de agua residual de Uruguay y Argentina, y de
muestras clinicas provenientes de casos de HFMD obtenidas durante epidemias
reportadas en Uruguay en 2018-2019.

6.1. Sobre el abordaje metodoldégico en el cual se basé esta tesis para
describir la diversidad de enterovirus a partir de muestras de agua
residual

Gran parte de los resultados obtenidos en esta tesis, provienen de la aplicacion de
una misma metodologia de deteccidn y caracterizacién mediante RT-PCR, next-
generation sequencing y andlisis filogenético, a distintas muestras de agua residual
colectadas en el marco de distintos proyectos llevados a cabo por distintos grupos
de investigacion de Argentina y Uruguay.

En general, el estudio de estas muestras fue realizado de manera retrospectiva, ya
gue se trataba de colecciones de muestras que los laboratorios habian adquirido en
periodos anteriores. A excepcion de las muestras de agua residual colectadas en
Uruguay en 2017-2018, las cuales fueron especificamente colectadas para el
proyecto de esta tesis, el resto se colectd originalmente con distintos propadsitos al
de estudiar enterovirus.

La totalidad de muestras de agua residual evaluadas durante esta tesis comprende:
o Muestras de Uruguay (Lizasoain et al. 2021a): cada muestra consiste de 100
ml de agua residual (o de agua de una cafada que recibe el efluente de una laguna
de estabilizacion de agua residual en el caso de la ciudad de Bella Unién), que fue
concentrada mediante un método de adsorcion-elucién a una membrana cargada
negativamente hacia un volumen de 1 ml (método modificado a partir del propuesto
por Katayama et al. (2002) y modificado por Haramoto et al. (2009).

o Muestras de Buenos Aires (Lizasoain et al. 2021b): cada muestra consiste
de 44 ml de agua residual que fue concentrada mediante un método de
ultracentrifugacion (Pina et al. 1998) en un volumen de 1 ml.

o Muestras de Cordoba (Lizasoain et al. 2021c): cada muestra consiste de 1,5
litros de agua residual que fue concentrada mediante un método de precipitacion
con polietilenglicol hacia un volumen de 15 ml, tal como es descrito en Masachessi
et al. (2018).

Al analizar los resultados que fueron obtenidos mediante un mismo abordaje de
deteccién por RT-PCR y next-generation sequencing aplicado a los distintos
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conjuntos de muestras (ANEXO 2), es evidente que este abordaje tuvo distintas
performances dependiendo del tipo de muestra que se estudiaba.
La diferencia mas grande radica en el alto rendimiento que mostraron las muestras
de Cordoba (Lizasoain et al. 2021c) con respecto a las de Uruguay (Lizasoain et al.
2021a) y de Buenos Aires (Lizasoain et al. 2021b).
Sumando las 32 muestras de Coérdoba, se obtuvo luego de todos los pasos de
filtrado de reads, un total 670 OTUs (3.668.631 reads), de las cuales 591 OTUs
(3.587.962 reads) mapearon con algun enterovirus en nuestra base de secuencias
de referencia. Esto demuestra que el proceso de amplificacion fue altamente
especifico para enterovirus, ya que apenas un 2.2% del total de reads que
superaron los distintos filtros de calidad no correspondia a enterovirus (ANEXO 3).
Por otro lado, para las 10 muestras de Buenos Aires, la suma de OTUs fue de 52
(1.120.661 reads), de las cuales 37 OTUs (1.078.633 reads) mapearon con
enterovirus, lo que representa un 96% en término de reads mapeados entre el total
de reads que superaron el filtrado por calidad (ANEXO 3).
En cambio, al considerar las 50 muestras positivas para enterovirus de Uruguay,
estas comprenden un total de 480 OTUs (5.400.035 reads), de las cuales apenas
184 OTUs (3.634.257 reads) mapearon con enterovirus, lo cual representa un 67%
en término de reads (ANEXO 3). Este 33% de reads que no mapearon con
enterovirus, corresponden a 296 OTUs, que al ser corroboradas mediante la
herramienta BLAST resultaron secuencias de otros microorganismos,
principalmente procariotas, o0 secuencias sin similitud significativa con las
secuencias disponibles en GenBank (no mostrado).
Los distintos tipos de muestras, también presentaron distinta performance en cuanto
al nimero de OTUs que mapearon con enterovirus. Mientras que para Cordoba
mapearon con enterovirus unas 18 OTUs por muestra, para Buenos Aires y
Uruguay, en promedio fueron 4 OTUs por muestra las que mapearon (ANEXO 3).
Ademas, mientras que se detectaron hasta 16 enterovirus distintos por muestra en
Cérdoba (promedio=8), en Buenos Aires y en Uruguay se detectaron hasta 7 tipos
distintos (promedio=3 en cada conjunto de muestras).
Considerando que el abordaje de next-generation sequencing de amplicdn
justamente fue elegido para poder discernir la diversidad de enterovirus en las
muestras de agua residual, y, que otros estudios han mostrado que estas muestras
contienen una gran diversidad de tipos, y han logrado describir la presencia de hasta
60 tipos diferentes en una Unica muestra (Brinkman et al. 2017, Jofret et al. 2018,
Majumdar et al. 2018a), el rendimiento de las muestras de Buenos Aires y de
Uruguay, podria mejorarse para incrementar el nimero de enterovirus detectado
por muestra.
Brinkman et al. (2017) reportaron que gran parte de los reads procedentes de next-
generation sequencing de amplicones obtenidos mediante RT-PCR con cebadores
pan-enterovirus (los cuales comparten gran parte de su secuencia con los
cebadores que nosotros utilizamos) desde muestras de agua residual, resultaron en
apenas unas pocas secuencias de enterovirus, y muchas secuencias de fagos.
Postularon que VP1 no era una region eficiente para la tipificacion de enterovirus
desde agua residual, recomendando el tratamiento con DNAsa sobre el material
extraido desde la muestra, como un paso previo a la obtencion del amplicon y su
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secuenciacion. De hecho, con fines de reducir el nUmero de reads inespecificos que
se obtienen en experimentos de next-generation sequencing de muestras
ambientales para caracterizar virus, se han propuesto distintas posibilidades como
la clarificacion de las muestras mediante utilizacion de filtros, tratamientos con
DNAsa, centrifugacion, entre otros (Kim et al. 2015, Fernandez-Cassi et al. 2017).
Considerando que aproximadamente 1/3 de los reads obtenidos en las muestras
uruguayas, no mapeo con enterovirus (Lizasoain et al. 2021a), la eleccion de alguno
de estos tratamientos aplicado a los concentrados virales podria mejorar la
eficiencia de la metodologia.
Anteriormente, se describié que la composicién de una comunidad viral observada
en una muestra de agua residual, es influenciada por el método de concentracién
escogido (Hjelmsg et al. 2017), lo que nos lleva a suponer que probablemente, para
aquellas muestras que, luego de su concentracion, conserven genomas virales (asi
como también de procariotas) que puedan ser blanco de amplificaciones
inespecificas por los cebadores que utilizamos para la deteccion de enterovirus,
perderemos profundidad de secuenciacion especifica para enterovirus, generando
secuencias que luego seran filtradas y descartadas (secuencias de fagos por
ejemplo).
Cuando analizamos las muestras de Buenos Aires (Lizasoain et al. 2021b),
encontramos que el porcentaje de reads inespecificos fue bajo (4%), sin embargo,
se detectd en promedio la misma cantidad de enterovirus por muestra que en
Uruguay. Esto podria sugerir que la deteccion de un menor nimero de enterovirus
por muestra depende de distintos factores, mas alla de la pérdida de eficiencia por
amplificaciones inespecificas.
Si bien la observacion de una mayor cantidad de enterovirus en las muestras de
Cordoba podria deberse simplemente a una mayor diversidad de enterovirus
circulando en su poblacién, en comparacion con lo que circula en las poblaciones
de Buenos Aires y de las ciudades de Uruguay, esto es quizas lo menos probable
por tratarse de contextos socio-econdmicos, sanitarios, e incluso, epidemiolégicos,
no muy diferentes entre ambos paises.
Probablemente el volumen inicial colectado de agua residual, y el factor de
concentracion que se alcanza mediante el método de concentracion elegido, tengan
una influencia importante en la cantidad de tipos de enterovirus detectados.
Si bien es dificil hacer una comparacion entre los diferentes abordajes que se han
publicado, pareceria que algunas caracteristicas de los mismos, podrian llegar a
incidir en la sensibilidad para descifrar la diversidad de enterovirus contenida en las
muestras de agua residual. En primer lugar, tanto el volumen inicial de muestra,
como el método y el factor por el cual la muestra es llevada a un volumen menor
buscando concentrar las particulas virales presentes en la muestra original,
pareceria incidir en la capacidad de detectar multiples y diversos tipos virales en
cada muestra (Majumdar et al. 2021, Shaw et al. 2021). No obstante, también
pareceria importante, la fraccion que se toma del concentrado para realizar la
extraccion de ARN que luego sera sobre la cual se amplificaran los genes de
enterovirus. Por ejemplo, si bien Brinkman et al. (2017) concentraron 1 litro de agua
residual en un factor de ~30 hasta obtener 30 ml, toman un tercio de este
concentrado (10 ml) para obtener el ARN de cada muestra, y posiblemente esta
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gran fraccion que utilizan como molde de amplificacion sea en parte los que les
aseguro la deteccién de mas de 80 tipos durante su muestreo.

Por supuesto que otras caracteristicas de los diferentes estudios, como la
posibilidad de obtener muestras compuestas a partir de alicuotas tomadas en
diferentes momentos del dia en vez de muestras obtenidas en colectas puntuales
(grab samples), o la utilizacion de PCRs de un unico round, entre otras, puedan
jugar un papel clave en la diversidad de tipos detectados en cada muestra
ensayada.

Un factor no menor, es que los cebadores utilizados sean ampliamente reactivos
para la gran diversidad de enterovirus que existen. En esta tesis han sido utilizados
los cebadores disefiados por Nix et al. (2006), que son recomendando por el CDC
y la OMS para la vigilancia de enterovirus a nivel clinico (World Health Organization,
2015), y fueron evaluados en su momento para una gran diversidad de cepas
prototipo. Sin embargo, han transcurrido unos 15 afios desde que Nix et al.
publicaran su trabajo. Desde entonces se han descrito nuevos enterovirus
(Ayukekbong et al. 2013, Piralla et al. 2013). Por lo tanto, podria haber algunos tipos,
(especificamente aquellos mas nuevos), que estuvieran escapando a la deteccion
por parte de los cebadores que utilizamos.

Bisseux et al. (2020) y Tao et al. (2020) han utilizado también la combinacion de
cebadores que fue utilizada en nuestra estrategia, para secuenciar mediante next-
generation sequencing los amplicones obtenidos desde ARN extraido de muestras
de agua residual colectada en Francia y en China, respectivamente, detectando
algunos enterovirus de manera adicional a los reportados por nosotros, como
CVA14, CVA20, CVB6, EV-A89, EV-A119, EV-B78, EV-C109, E20, E25, E27 y E33.
Ello demuestra que la diversidad de tipos que puede ser detectada con los
cebadores 222-224 y AN89-AN88 no se limita Unicamente a la reportada por
nosotros. Sin embargo, hemos revisado las secuencias de dichos cebadores,
encontrando varios mismatches con secuencias de aquellos enterovirus que han
sido mas recientemente descubiertos, tanto a nivel de la regién degenerada como
de la region no degenerada de cada cebador CODEHOP (no mostrado), lo cual
podria llevar a la posibilidad de que haya enterovirus en nuestras muestras de agua
residual que no pudieron ser identificados porque los cebadores fallaron en su
amplificacion. Seria oportuno revisar la utilidad de los cebadores de Nix et al. (2006)
para la deteccion de varios enterovirus, que estan siendo reportados por otros
estudios que emplean diferentes estrategias de amplificacion.

Mas alla de las distintas performances que obtuvimos con nuestro abordaje para los
distintos tipos de muestras analizadas, las distintas limitaciones que nuestro estudio
presenta, e incluso la existencia de algunos aspectos que deberan ser reformulados
en futuros abordajes, la estrategia que empleamos para obtener gran parte de los
resultados de esta tesis, nos permitié identificar y estudiar una gran diversidad de
enterovirus en Uruguay y Argentina, y en ello se basa la discusion de las siguientes
secciones.
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6.2. Sobreladiversidad de enterovirus humanos detectados en muestras de
agua residual de Uruguay y Argentina

En esta tesis se reporta la deteccion de un total de 47 enterovirus distintos, a partir
del estudio de aguas residuales colectadas en Uruguay (Lizasoain et al. 2018,
2021a) y en Argentina (Lizasoain et al. 2021b, 2021c) durante distintos periodos. En
mucho de los casos, se trata de la primera vez que se reportan algunos de estos
tipos en ambos paises, o incluso en la region de América del Sur.

Aunque desde Argentina se han publicado, varios articulos describiendo por
ejemplo, el rol de echovirus 30 en los casos de meningitis que ocurren en el pais
(Palacios et al. 2002, Farias et al. 2011, Lema et al. 2019), asi como se han
realizado estudios de tipificacibn de enterovirus a partir de muestras clinicas
provenientes de individuos con variados cuadros clinicos relacionados a enterovirus
(Mistchenko et al. 2006, Cisterna et al. 2007), e incluso se han realizado algunos
estudios de vigilancia ambiental (Cisterna et al. 2008, Farias et al. 2018, 2019), no
hay datos publicados en base a una vigilancia activa, que sea sostenida en el
tiempo, desde los cuales se puedan comprender los patrones de circulacion de los
enterovirus en la poblacion argentina; mucho menos estos datos existen para
Uruguay.

Al desconocer estas caracteristicas, los resultados que hemos obtenido por un lado
aportan conocimiento sobre las variantes que potencialmente pueden llegar a estar
afectando la salud de la poblacion, pero, por otro lado, al haber sido detectadas en
aguas residuales, sin una asociacion clara con lo que sucede a nivel de la consulta
meédica en ambos paises, dificulta establecer cuan relevante es la deteccién de su
circulacién en la comunidad. Sin embargo, ya sea por contar con un historial de
deteccidén desde el &mbito médico en nuestros paises, o en base a la importancia
que los sistemas de vigilancia de otros paises le han dado a la deteccion de
determinadas variantes, es que hemos dirigido el esfuerzo por estudiar en
profundidad la circulacion de algunos tipos sobre otros.

Mas alla de la relevancia que los enterovirus aqui reportados pueden tener para la
salud de la poblacion argentina y uruguaya, esta tesis constituye un importante
aporte a la descripcion de la diversidad genética de los enterovirus que circulan en
nuestra region. Durante esta tesis, se obtuvieron unas 800 secuencias nucleotidicas
de enterovirus humanos (en forma de OTUSs), lo cual excede ampliamente el nimero
de secuencias sudamericanas de enterovirus no polio que podian ser obtenidas
desde distintas bases de datos hasta el momento, segun los reportes de Lukashev
et al. (2018) y Brown et al. (2020).

6.2.1. Enterovirus de la especie A

Con respecto a la especie A, muchos de los miembros de esta especie fueron por
lo general detectados en una baja abundancia en cada muestra colectada en
Cordoba, con la excepcion del periodo marzo-junio de 2011 cuando se evidencié un
incremento en la abundancia de coxsackievirus A16 con respecto a los demas
enterovirus presentes en cada muestra (Lizasoain et al. 2021c). También en Buenos
Aires, se evidencié la presencia de coxsackievirus A16 en una muestra colectada
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en mayo de 2011 (Lizasoain et al. 2021b). En Uruguay, la mayoria de los enterovirus
de la especie A se detectaron de manera esporadica en las muestras de agua
residual. No obstante, coxsackievirus A16 fue detectado consistentemente durante
todo el muestreo de 2011-2012 (Lizasoain et al. 2021a). Interesantemente, mas alla
de la predominancia que este virus tuvo principalmente en 2011 (tanto en Cérdoba
como en Uruguay), ya no fue detectado durante 2017-2018. A su vez, mientras
muchos de los enterovirus de la especie A que fueron detectados en baja frecuencia
en 2011-2012 en Cordoba, continuaron circulando del mismo modo en 2017-2018
(Lizasoain et al. 2021c), a diferencia de lo que sucedi6 en Uruguay, donde varios de
los tipos que se detectaron en 2011-2012 no se volvieron a detectar en 2017-2018
(CVA2, CVA3, CVA4, CVAL6, y EVA90) (Lizasoain et al. 2021a). No obstante, en
las muestras uruguayas de este ultimo periodo, se detectaron algunos tipos que no
habian sido detectados previamente, o comenzaron a detectarse con mayor
frecuencia (CVA5, CVA6, CVAL0).

Ademas de estar principalmente asociados a la HFMD, (y a algunos de ellos nos
referiremos mas adelante en esta discusion), y haber sido reportados previamente
desde el estudio de brotes y casos esporadicos de esta enfermedad en distintos
paises de la region (Sousa et al. 2018b, Cisterna et al. 2019), en particular, los
miembros de esta especie, apenas aparecen en los reportes que existen a nivel
clinico en Argentina (Cisterna et al. 2007). Sin embargo, a nivel de la regién, desde
Brasil se ha publicado recientemente que miembros de esta especie (sin considerar
a enterovirus A71), fueron detectados desde muestras de heces de individuos con
AFP en el periodo 2005-2017, variando entre 1 a 16 casos (dependiendo del tipo en
cuestidon) en un total de 341 casos reportados para todo el periodo (Sousa et al.
2020). A su vez, algunos tipos como CVA4, CVA6, y CVA16 también fueron
identificados a partir de muestras respiratorias obtenidas durante una vigilancia
pasiva realizada en Pert en el periodo 2005-2010, a partir de pacientes con
sintomas de influenza (9 casos de un total de 175 casos en los cuales se detecto la
presencia de enterovirus para todo el periodo) (Huaman et al. 2014). Nuestros
datos, en conjunto con estos reportes, nos sugieren que, aunque la circulacién de
estos enterovirus en nuestras comunidades, se de en una baja frecuencia en
comparacion con la de enterovirus de otras especies, circula una gran diversidad de
tipos, los cuales pueden estar sumando en la casuistica de diversas complicaciones
para la salud del ser humano (mas alla de la HFMD). En tal sentido, sera importante,
ir estudiandolos poco a poco, en la medida que sabemos que varios de estos
enterovirus de la especie A, poseen un historial de rapida expansion global mediante
eventos epidémicos a distintas escalas (Kimmis et al. 2018, Bian et al. 2019).

6.2.2. Enterovirus de la especie B

Cuando observamos la diversidad de tipos detectados en ambos paises en
conjunto, constatamos que los miembros de la especie B son los mas abundantes
(23 enterovirus de la especie B, 12 de la especie Ay 12 de la especie C), y esta
predominancia se mantiene cuando se analiza cada pais individualmente (14 tipos
de un total de 29 en Uruguay, y 22 tipos de un total de 45 en Argentina). Esto es
esperado, no solo por tratarse la especie B de la especie que mayor cantidad de
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enterovirus contiene en comparacion con las otras 3 (Zell et al. 2017), sino que esta
de acuerdo con la mayoria de los estudios que analizan la diversidad de enterovirus
en agua residual (Tao et al. 2016, Brinkman et al. 2017, Pogka et al. 2017).

En Cordoba, la especie B fue detectada en el 100% de las muestras, y por lo general
los miembros de esta especie fueron mas abundantes que el resto cuando se
analizé cada muestra. Sin embargo, hay dos periodos donde se registra una
disminucién de la abundancia de esta especie: entre marzo y junio de 2011 cuando
se detectaron algunos miembros de la especie A con una abundancia
marcadamente mayor en comparacion con el resto del muestro, y en gran parte de
2017-2018 debido al aumento de abundancia de la especie C, principalmente dado
por la emergencia de la circulacion de CVAL junto a otros miembros de la especie
C (Lizasoain et al. 2021c).

A su vez, en Uruguay, aunque distintos miembros de esta especie fueron detectados
a lo largo de todo el muestreo, se evidencio un reemplazo en los enterovirus que se
detectaron en 2017-2018 con respecto a los detectados en 2011-2012, ya que de
los 7 enterovirus B detectados en 2011-2012, apenas 2 fueron detectados también
en 2017-2018, cuando se detectaron 4 tipos adicionales (Lizasoain et al. 2021a).
Este recambio no fue tan marcado en Cordoba, pero si se observé que algunos tipos
abundantes y frecuentes en 2011-2012, no lo fueron en 2017-2018, y viceversa. Por
ejemplo, echovirus 6 fue detectado durante varios meses de 2011 con abundancias
en torno a 30%-80% por muestra, pero en 2017-2018 apenas fue detectado en tres
muestras con abundancias inferiores al 1%, o como en el caso de coxsackievirus
B5 que fue detectado durante varios meses de 2012 con valores de abundancia
oscilando también entre ~30-80%, pero que luego en 2017-2018, si bien fue
frecuente, su abundancia fue menor al 1% casi todas las veces que fue detectado.
En cambio, coxsackievirus B4, apenas fue detectado en 2011-2012 con valores de
abundancia por lo general menores al 1%, pero en 2017-2018, fue detectado
consistentemente entre los meses de agosto y diciembre, en abundancias hasta de
~80% (Lizasoain et al. 2021c).

Estos patrones que observamos a partir del andlisis integrado de resultados para
cada muestra, pueden estar influenciados por diversas cuestiones, incluso
metodoldgicas o de la naturaleza de cada muestra, pero es interesante cuando
estos son entendidos en el contexto en que se da la circulacion de enterovirus en
una poblacién, con picos epidémicos cada pocos afios, incluso en aquellos tipos
que son endémicos de una regidén y se evidencian continuamente a través del
estudio de casos esporadicos, pero que potencialmente pueden causar epidemias
(Brown et al. 2020).

Si bien no hay datos a nivel de vigilancia clinica para los periodos abordados en
esta tesis ni para Uruguay ni Argentina (a excepcion de lo reportado para echovirus
30 en Argentina por Lema et al. 2019), un estudio previo report6 la deteccion de la
especie B en el 35% de un total de 335 casos de enfermedades relacionadas al
sistema nervioso (como meningitis, AFP, encefalitis, y otras) en individuos menores
de 15 afios de edad de Buenos Aires, en el periodo 1998-2003 (Mistchenko et al.
2006). Este estudio reporté la circulacién de varios de los enterovirus de la especie
B que fueron detectados en esta tesis a partir del agua residual de Cérdoba y
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Buenos Aires, como E30, E18, E14, E9, E5, E2 y CVB2-CVB5 (Lizasoain et al.
2021b, 2021c).
También Cisterna et al. (2007) reportaron previamente varios de los enterovirus B
gue nosotros detectamos en agua residual, pero a partir del estudio de muestras de
individuos con enfermedades del sistema nervioso central, obtenidas durante 1991-
1998, y provenientes de toda la Argentina. De los enterovirus detectados por
nosotros en Argentina, Cisterna et al. (2007) reportaron E9, E17 y E30 durante el
estudio de brotes de meningitis, mientras que CVB2, CVB5, y E11 en casos
esporadicos. Por otro lado, identificaron E4, E7 y E24 en los casos de encefalitis
estudiados, ninguno de los cuales fue detectado por nosotros en las aguas
residuales. También identificaron 28 enterovirus distintos asociados a las AFP, entre
los cuales CVB1, CVB3, CVB5, E13, E11, E2, E20 y E7 representaron el 60% de
los casos.
Interesantemente, Farias et al. (2011), reportaron la deteccién de echovirus 30,
coxsackievirus A9, y coxsackievirus B4 a partir del estudio de 10 pacientes
hospitalizados en Cérdoba debido a la sospecha de infeccion del sistema nervioso
central, y con resultado de andlisis de LCR positivo para enterovirus, en el periodo
2007-2008. También Farias et al. reportaron mediante el estudio de aguas
residuales y aguas superficiales contaminadas con éstas, colectadas en Cérdoba
durante el periodo 2009-2014, la circulacién de algunos de los tipos que hemos
detectado durante esta tesis como E6, E13, E14, E16, CVA9, y CVB4 (Farias et al.
2018, 2019).
Ello indica que la circulacién, de varios de los miembros de la especie B reportados
por nosotros, data desde ya hace muchos afios, en Cordoba, como en Buenos
Aires, y probablemente, en la Argentina toda.
Con respecto a Uruguay, hasta el momento de realizar esta tesis, apenas se tenia
conocimiento en el pais de la circulacion de 8 echovirus (E3, E4, E5, E6, E11, E13,
E14y E18)y de 6 coxsackievirus (CVA9, CVB1, CVB2, CVB3, CVB4y CVB5) segun
las tesis de Hernandez (2014) y Recarey (2011). De todos ellos, apenas no se
detectd en agua residual E4, E13 y 18. Sin embargo se detectd un enterovirus de
esta especie de suma importancia a nivel de la epidemiologia global de las
meningitis, como es echovirus 30 (Brown et al. 2020, Brouwer et al. 2021),
constituyendo el primer registro en nuestro pais de su circulacion, hasta donde
nuestro conocimiento nos permite afirmar.
Desafortunadamente, muchas de las secuencias nucleotidicas de los enterovirus
reportados desde los estudios de pacientes de Uruguay y Argentina, o no
corresponden al mismo segmento que nosotros hemos amplificado para
caracterizar los enterovirus, o simplemente no se hicieron disponibles publicamente,
limitando en gran medida la posibilidad de comparacion con cepas mas
recientemente detectadas.
Cuando fue posible integrar (debido a disponibilidad) en nuestros analisis
filogenéticos, agquellas secuencias de enterovirus obtenidas en los estudios clinicos
previos que se han realizado en Argentina, junto a las secuencias obtenidas desde
el ambiente tanto de Uruguay como de Argentina, y otras secuencias de la region y
del mundo, se constato que algunos de los enterovirus detectados tanto en
ambiente como en pacientes, estan representados en nuestra region por variantes
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pertenecientes a diversos clados, algunos de los cuales han logrado dispersarse a
nivel de maltiples paises de la region sudamericana, evidenciando que hay variantes
que al parecer tuvieron mucho éxito en su dispersion a lo largo de extensas regiones
geograficas (Lizasoain et al. 2021a, 2021b).

6.2.3. Enterovirus de la especie C

Es de destacar que en las muestras que hemos analizado, se han detectado
enterovirus de la especie C, de descubrimiento reciente, de los cuales aun se
conoce relativamente muy poco. Tal es el caso de enterovirus C105 (detectado en
Buenos Aires en setiembre de 2013), o de enterovirus C116 (detectado en 2011 en
Buenos Aires 'y en 2011-2012 y 2017-2018 en Cordoba).
El enterovirus C105 fué inicialmente reportado durante el estudio de muestras
nasofaringeas de nifios afectados por enfermedad respiratoria en Pert durante
2009, y ha sido subsecuentemente identificado en muestras del mismo tipo en
Chipre (Richter et al. 2013), Cuba (Muné€, 2014), Nueva Zelanda (Todd et al. 2015),
Italia, Burundi (Piralla et al. 2015), Holanda (Van Leer-Buter et al. 2016) y
recientemente en China (Li et al. 2019), mostrando una distribucion mundial. Sin
embargo, también ha sido identificado durante el estudio de un caso fatal de AFP
registrado durante un brote de poliomielitis en la Republica del Congo en noviembre
de 2010 (Lukashev et al. 2012), durante el estudio de un caso de AFP ocurrido en
India en 2011 (Maan et al. 2019) y durante un caso de AFM gue afectd a un nifio en
Estados Unidos en 2014 (Horner et al. 2015).
Por otro lado, enterovirus C116 fue descripto por primera vez en setiembre de 2010
durante el estudio de heces de un paciente con gastroenteritis en Rusia (Lukashev
et al. 2012). Ha sido identificado a partir del estudio de heces de 2 individuos sanos
residentes en el sur de Costa de Marfil en 2013 y 2014 (Cristanziano et al. 2015),
en un caso de gastroenteritis en Tailandia en 2014 (Kumthip et al. 2017) y también
ha sido detectado por estudios que analizaron muestras de agua residual mediante
next-generation sequecing de amplicon en Nigeria, Pakistan, Reino Unido, y Francia
(Majumdar et al. 2018a, 2021, Bisseux et al. 2020, Shaw et al. 2021).
Més alla de la deteccion de estos enterovirus de la especie C, otros tipos de esta
especie se detectaron frecuentemente durante el desarrollo de esta tesis, como
coxsackievirus Al, A22 y enterovirus C99.
Tanto coxsackievirus A1 como A22, han sido conocidos clasicamente (junto a
coxsackievirus A19) por no poder aislarle en cultivo de células, y si bien se conocen
reportes de enfermedades asociados a estos enterovirus (Begier et al. 2008,
Kapusinszky et al. 2010, Chitambar et al. 2012), no han sido frecuentemente
reportados desde la vigilancia clinica, al recaer ésta en general, en el aislamiento
en cultivo celular. Sin embargo, al igual que nosotros, varios autores han reportado
deteccion de variantes de estos virus a partir del estudio de muestras de agua
residual por next-generation sequencing (Brinkman et al. 2017, Majumdar et al.
2018a, 2021; Bisseux et al. 2020). Ello lleva a cuestionarnos, si en realidad el
reporte reciente de estos enterovirus es consecuencia de una emergencia a nivel
global en los dltimos afios, 0 si es consecuencia apenas de una innovacion en la
metodologia de deteccidn.
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Un patrén bien interesante fue el que evidenciamos a partir de las muestras de agua
residual colectadas en las ciudades uruguayas: mientras que CVA1, A13y Al19 se
detectaron exclusivamente en 2017-2018, CVA22 y EV-C99 se detectaron
exclusivamente en 2011-2012 (Lizasoain et al. 2021a).
En las muestras de Cordoba colectadas en 2011-2012, CVA22 también co-circuld
con EV-C99, aunque en algunos meses también se detecto la presencia de CVAl
representado en menos de 1% de los reads (abril y junio de 2012). Sin embargo, a
partir de 2017, emerge una gran diversidad de variantes de CVAL, y pasa a ser uno
de los enterovirus mas abundantes en cada muestra, siendo detectado ademas
durante los 12 meses de colecta, aunque, si bien comienzan a detectarse también
otros tipos como CVA11l y CVA19, sigue dandose la circulacién de CVA22 y EV-
C99 (Lizasoain et al. 2021c).
Aunque las comparaciones de abundancia entre periodos son relativas, ya que las
muestras de 2017-2018 se secuenciaron en mayor profundidad que las muestras
de 2011-2012, esta diferencia por si sola no es capaz de explicar el patrén de
cambio entre periodos que se evidencia para coxsackievirus Al. Al parecer este
virus emergié en la region de manera reciente, se ha diversificado, y circula
ampliamente en nuestras poblaciones. Determinar cuales son las relaciones
ecoldgicas entre los distintos enterovirus resulta mas que interesante, sobre todo al
recordar que en mayo de 2012 Uruguay sustituy6 la vacuna OPV (preparada con
tres cepas que replican en el intestino del individuo vacunado) por la IPV (preparada
con cepas inactivadas, sin capacidad replicativa), y que, en 2016, Argentina dejo de
suministrar el serotipo 2 en el plan de inmunizacion con OPV. Si estos reemplazos
alteraron los nichos de algunos enterovirus, es apenas una especulacion, que,
aunque apasionante, necesita estudios especificamente dirigidos a desentrafiar
esta cuestion.
Es de destacar que se constat6 una alta divergencia entre algunos miembros de la
especie C detectadas por nosotros en agua residual, con respecto al resto de las
secuencias conocidas y disponibles en la base de datos de GenBank, tanto al
examinar secuencias que obtuvimos por el método de Sanger (Lizasoain et al. 2018)
como por el de lllumina next-generation sequencing (Lizasoain et al. 2021a). Por
ejemplo, en Uruguay detectamos mediante secuenciacion por Sanger, un
coxsackievirus A13 y un enterovirus C99 que fueron 20,4% y 16,6% diferentes en
Su secuencia con respecto a las variantes mas similares disponibles en GenBank,
respectivamente, y también mediante next-generation sequencing se detectd una
OTU mapeada con CVA24, con apenas 80% de identidad nucleotidica con la cepa
de menor e-value en una basqueda BLAST.
Este patrén de deteccién de miembros de la especie C altamente divergentes con
respecto a las cepas de circulacion contemporanea, ha sido reportado previamente
(Zhang et al. 2016b, Majumdar et al. 2018a), y focaliza la atencién sobre este grupo
de virus, que tal como se ha documentado en otras partes del mundo, por parte de
estudios de wastewater-based epidemiology, al parecer circulan de manera
frecuente también en nuestra regién, ya que los hemos detectado muy
frecuentemente tanto en Argentina como en Uruguay.
Mas alla del interés que despiertan algunos miembros de la especie C por su
capacidad de recombinar con poliovirus, lo cual estaria implicado en la emergencia
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y patogenicidad de los cVDPV (Sadeuh-Mba et al. 2019), algunos miembros de esta
especie, han mostrado ser un verdadero problema para la salud humana. Tal es el
caso por ejemplo de coxsackievirus A24 variante (CVA24v), principal causante de
conjuntivitis hemorragica aguda que se ha manifestado como un virus pandémico
en mas de una oportunidad (Baggen et al. 2018b).

Por otro lado, si bien un estudio reciente realizado en Brasil (Sousa et al. 2020)
reportd a coxsackievirus A13 y enterovirus C99 como dos de los 10 enterovirus no
polio mas comunes asociados a AFP en el periodo 2005-2017 (17 y 13 casos,
respectivamente), otro estudio realizado entre 2008 y 2013 en la Republica
Democratica del Congo (Sadeuh-Mba et al. 2019) reporté que mientras
coxsackievirus 13 era detectado en las heces del 4% de nifios sanos, no fue
detectado en 150 casos de AFP estudiados (y EV-C99 apenas se detect6 en un
caso de AFP). Considerando la frecuencia relativamente alta con la que al parecer
los miembros de la especie C estan apareciendo durante el estudio de agua
residual, habria que estudiar con mas profundidad el rol emergente asociado a AFP
gue estan teniendo.

Es muy interesante desde el punto de vista evolutivo, ese amplio espectro de
diversidad de secuencia que al parecer se ha expandido por distintas regiones del
planeta, sin que lleguen a causar hasta el momento, importantes complicaciones
para la salud del ser humano. Algunos de los enterovirus de la especie C, integran
un subcluster junto a los poliovirus, y se ha postulado que podrian ser un reservorio
de informacién genética, desde el cual podrian emerger los “polio del futuro”, en un
mundo donde el virus, tal como lo conocemos actualmente con sus tres serotipos,
se haya erradicado (Rieder et al. 2001).

La silenciosa circulacion de coxsackievirus de la especie C en una frecuencia
relativamente alta en diferentes regiones de Madagascar, tal como reporté Rakoto-
Andrianarivelo para el periodo 1994-2002, habria jugado un rol fundamental al
conjugarse con una baja cobertura de OPV, en la emergencia del brote de AFP por
cVDPV que tuvo lugar en la isla en 2002 (Rakoto-Andrianarivelo et al. 2005).

En tal sentido, en el conjunto de muestras que estudiamos en Coérdoba (Lizasoain
et al. 2021c), se observa un incremento en la abundancia y cantidad de tipos de la
especie C hacia el periodo de 2017-2018. Si bien apenas algunos tipos son los que
poseerian capacidad de recombinar con cepas vacunales Sabin (Brouwer et a.
2020), es sumamente alentador que Argentina, no solo haya realizado el cambio de
la trivalente OPV a la bivalente OPV en 2016, sino que ademas el haber sustituido
su esquema de vacunacién mixta OPV-IPV, por el uso exclusivo de la IPV, a partir
del afio 2020, disminuye el potencial riesgo de emergencia de derivados vacunales
a nivel de todo el territorio nacional. No obstante, si la frecuente circulacion de tipos
de la especie C, como hemos observado en nuestro estudio, es también un patron
gue acontece en otros paises de la regién, gue aun habiendo introducido al menos
una dosis de IPV en sus esquemas, presentan porcentajes de cobertura vacunal
bajos (Falleiros-Arlant et al. 2020), ello podria ser un escenario propicio para la
emergencia y circulacion de derivados vacunales con el potencial riesgo de producir
pardalisis.
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6.3. Sobre la deteccion de poliovirus a partir de muestras de agua residual
de Cérdoba, y su ausencia en muestras de Buenos Aires y Uruguay
En 6 muestras de agua residual colectadas en Cordoba (Argentina) se detectaron
cepas de poliovirus relacionadas a la vacuna Sabin (Figura 14). Tal como se
esperaba, no se detectdé PV2 en las muestras de 2017-2018 (Argentina realiz6 el
cambio de la trivalente OPV hacia la bivalente OPV en 2016, retirando el serotipo 2
de esta vacuna). Sin embargo, PV2 apenas fue detectado en una muestra colectada
en noviembre en 2012, lo cual nos exige que la ausencia de PV2 en 2017-2018 sea
interpretada con precaucion, considerando que durante todo 2011-2012 Argentina
suministro la trivalente OPV a su poblacién y PV2 deberia haber sido detectado en
una frecuencia mayor a la observada.
También se detectd la presencia del serotipo PV1 en las muestras colectadas en
enero 2012 y marzo de 2017, y del serotipo PV3 en abril, julio y setiembre de 2011.
Cordoba es una ciudad con aproximadamente 1.300.000 habitantes (Instituto
Nacional de Estadistica y Censos de la Republica Argentina, 2021), y las muestras
de agua residual fueron colectadas a la entrada de una planta de tratamiento que
trata las aguas residuales domésticas de ~60% de la poblacién. Cada muestra
consistia de 1,5 litros de agua residual, y se concentr6 mediante un método de
precipitacion con polietilenglicol hacia un volumen de 15 ml (factor de
concentracion=100). Este método de concentracién ha sido utilizado de manera
exitosa por varios estudios que buscan detectar poliovirus en distintas matrices
ambientales, incluyendo muestras de agua residual (Mueller et al. 2009, Matrajt et
al. 2018). Ademas, ha sido mencionado como una alternativa al método de
separacion en dos fases que la OMS propone para la concentracion de
especimenes de agua residual en sus recomendaciones para la vigilancia ambiental
de poliovirus (Global Polio Eradication Initiative, 2015).
La baja frecuencia de deteccidon de poliovirus (6/32, 19%) en las muestras de
Codrdoba gque analizamos, puede ser comparable con la frecuencia reportada por
estudios realizados en Brasil (de Oliveira Pereira et al. 2016) y en Senegal (Ndiaye
et al. 2014), que aun empleando el algoritmo de deteccion de poliovirus mediante
aislamiento en células RD y L20B, recomendado por la OMS, fueron capaces de
aislar poliovirus en el 26% y 34% del total de muestras analizadas, respectivamente.
Sin embargo, la cantidad de muestras en las cuales se detecto poliovirus mediante
nuestro abordaje, dista enormemente de lo reportado previamente por Mueller et al.
(2009) quienes aislaron poliovirus en el 100% de las muestras de agua residual
colectadas en la ciudad de Coérdoba en 2006, en un contexto de vacunacion
sostenida con OPV.
Probablemente, la presencia de varios enterovirus no polio en cada una de las
muestras de Cordoba que se estudio en esta tesis (hasta 16 tipos distintos en una
muestra), enmascara la presencia de poliovirus, y disminuye la probabilidad de que
estos sean amplificados por los cebadores pan-enterovirus que utilizamos. Las
muestras de 2011-2012 y 2017-2018 evaluadas en Lizasoain et al. (2021c) fueron
tomadas del mismo sitio que en el estudio de Mueller et al. (2009), y es poco
probable que haya variado mucho la captacion de excretores de poliovirus vacunal,
asi como la cobertura con OPV en la poblacion cordobesa, entre los distintos
muestreos, por lo que probablemente, si sometiéramos las 32 muestras de Cérdoba
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utilizadas en esta tesis, al algoritmo de aislamiento de poliovirus recomendado por
la OMS obtendriamos un niumero mayor de muestras positivas para este virus, tal
como sucedi6 en un estudio previo en el que muestras de agua residual colectadas
en China fueron sometidas en paralelo a deteccion por métodos moleculares y a
aislamiento en cultivo de células (Tao et al. 2020).

Otros abordajes de next-generation sequencing de amplicones obtenidos
directamente desde muestras de agua residual han detectado también poliovirus en
baja frecuencia. Por ejemplo, Majumdar et al. (2018a) amplificaron con cebadores
pan-enterovirus la region completa codificante de VP1, a partir de 3 muestras de
agua residual colectada en Pakistan en 2013, 2014 y 2015. Apenas el 0,3% de los
reads de la muestra de 2013 mape6 con un poliovirus (PV2), aunque en esta
muestra fue posible identificar la presencia de 59 tipos de enterovirus distintos, cada
uno representado por un porcentaje de reads que oscil6 entre 0,1% y 8,8%.
Recordemos que Pakistan es un pais donde no se ha interrumpido la circulacion del
virus polio salvaje?*, que vacuna con OPV, y que ademas ha sido afectado por
brotes de cVDPV, de hecho, entre agosto de 2012 y diciembre de 2013 reportd unas
61 pardlisis a causa de cVDPV-2 (Diop et al. 2014).

Adicionalmente, Shaw et al. (2020), secuenciaron mediante la metodologia de
Oxford Nanopore, amplicones de capside, obtenidos directamente desde 8
muestras de agua residual colectada también en Pakistan, y lograron la deteccién
de poliovirus en todas ellas, sin embargo, en 6 de las 8 muestras, los poliovirus
estuvieron representados por un porcentaje de reads que oscilé entre 0,002% y
6,65%. Cuando realizaron la secuenciacion mediante lllumina MiSeq, pudieron
producir contigs de la capside completa de poliovirus apenas en dos muestras,
representando el 0,08% y el 5,47% del total de reads.

Para determinar si un poliovirus es del tipo Sabin, o un derivado vacunal, o incluso
un virus salvaje, es necesario analizar la secuencia nucleotidica de la region
codificante de VP1 en su extensidn completa, determinando el porcentaje de
diferencias nucleotidicas con respecto a las cepas de la vacuna Sabin (Burns et al.
2014). Si bien las secuencias de poliovirus amplificadas desde las muestras de
Cérdoba son secuencias parciales de aproximadamente 300 nt (un tercio de la
region codificante para la proteina VP1), igualmente se analiz6 la similitud
nucleotidica de las mismas con las cepas vacunales Sabin.

El analisis se realiz6 considerando todas las secuencias Unicas que clusterizaron
en torno a cada secuencia centroide en cada OTU. Los valores de identidad de cada
secuencia, con respecto a la cepa Sabin, fueron relacionados con la abundancia de
cada una de esas secuencias.

Los valores de identidad para las secuencias cordobesas tomaron valores entre
98,7 y 100% con respecto a las cepas Sabin 1 y Sabin 3 y entre 99 y 100% con
respecto a la cepa Sabin 2 (Figura 14).

Sin embargo, aquellas secuencias mas divergentes con respecto a las cepas de la
vacuna Sabin, estaban representadas por apenas unos pocos reads en las distintas
OTUs, por lo que es altamente probable que parte de dicha divergencia provenga

24 Ver evolucién de casos confirmados de poliovirus salvaje en Pakistan al 17 de agosto de 2021:
https://polioeradication.org/wp-content/uploads/2021/08/Weekly-polio-analyses-WPV-20210817.pdf
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de meros errores de secuenciacion. De hecho, cuando se descartan aquellas
secuencias cuya abundancia es de 2 reads, tanto las secuencias cordobesas de
PV1 como de PV3 presentan valores de divergencia de hasta 1% con respecto a
cepas Sabin, por lo que serian consideradas cepas del tipo vacunal, y de igual
manera si descartamos las secuencias cuya abundancia es de hasta 10 reads,
todas las secuencias cordobesas de PV2 serian consideradas del tipo vacunal
también (Figura 14). No obstante, es importante de nuevo sefialar que, esta
clasificacion deberia realizarse en base a la secuencia completa codificante de VP1,
y que nosotros realizamos este analisis apenas para tener una aproximacion de la
divergencia que existia en las secuencias obtenidas con respecto a las cepas Sabin.
Durante el procesamiento bioinformético de nuestros datos, decidimos eliminar
aguellos contigs cuya abundancia fuese menor de 2, por lo tanto, algunos contigs
presentes en nuestras muestras estan representados por apenas 2 secuencias
idénticas. Si bien existe la probabilidad de que estos sean consecuencia de errores
en la secuenciacion de variantes que se encuentran en mayor proporcion (como
hemos discutido que sucedi6 para los poliovirus mas divergentes que encontramos,
los cuales coincidentemente eran aquellos menos abundantes en cada muestra),
también hemos mapeado contigs en nuestras muestras, cuya abundancia es igual
a 2, y que mostraron ser 100% idénticos a secuencias uruguayas obtenidas
previamente mediante el método de Sanger durante el estudio del mismo conjunto
de muestras (Lizasoain et al. 2021a). Ello nos da la pauta de que haber sido
conservativos en este paso de filtrado, nos permitié alcanzar la deteccion de algunas
variantes que se encontraban en baja proporcion en una muestra, lo cual en
definitiva también es el objetivo del uso de la next-generation sequencing de
amplicon.

Las muestras de Uruguay, habian sido colectadas en el marco de otros proyectos
que nuestro laboratorio desarrollé anteriormente, con objetivos distintos al de esta
tesis. Por lo tanto, las caracteristicas de estas muestras (volumen colectado, método
de concentracion utilizado, sitios de colecta elegidos, etc.) no estan necesariamente
de acuerdo con las recomendaciones para una buena sensibilidad en la vigilancia
ambiental de poliovirus en una poblacion (Global Polio Eradication Initiative, 2015).
Sin embargo, resultaba mas que interesante evaluar la posibilidad de detectar
poliovirus, al menos en aquellas muestras que correspondian a periodos de colecta
gue acompasaban la utilizacion de la vacuna OPV en el esquema nacional de
inmunizacion de Uruguay, es decir, las muestras que habian sido colectadas antes
del mes de mayo de 2012, cuando nuestro pais reemplazé totalmente la vacuna
atenuada por un esquema exclusivo con IPV.

Estudios previos realizados con muestras de agua residual colectada en
poblaciones recientemente inmunizadas con OPV, nos mostraban que habia una
gran factibilidad de encontrar cepas poliovirus en este tipo de muestras (Mueller et
al. 2009, Esteves-Jaramillo et al. 2014, Nakamura et al. 2015). A su vez, en Uruguay,
la OPV se suministraba de manera continua segun el requerimiento dado por la
edad de cada individuo, y no en eventos especiales como los conocidos Dias
Nacionales de Inmunizacién, por lo que era de esperar que cepas vacunales
circularan en el agua residual durante el transcurso de todo el periodo 2011-2012,
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especialmente considerando los altos porcentajes de cobertura vacunal que
Uruguay ha ostentado historicamente (Sorondo & Frantchez, 2014; Quian, 2015).
No fue posible aislar poliovirus desde ninguna de las muestras uruguayas que se
sometieron al algoritmo de inoculacibn en paralelo de células RD y L20B
recomendado por OMS. Apenas 4 muestras de un total de 44 desarrollaron efecto
citopatico en células RD, y al inocular sus sobrenadantes en células L20B, el
resultado fue negativo. Estos aislados en células RD se caracterizaron
molecularmente como echovirus 6 y coxsackievirus B3.
Esta baja tasa de aislamiento de enterovirus no polio, contrasta con el alto
porcentaje de deteccion de enterovirus que se habia obtenido previamente
mediante métodos moleculares, a partir de dichas muestras (Lizasoain et al. 2018).
A su vez, diversos estudios han reportado alltos porcentajes de aislamiento de
enterovirus no polio a partir de muestras de agua residual (Richter et al. 2011, Wang
et al. 2014, Benschop et al. 2017). Esto también plantea que la permanencia de las
muestras, en condiciones de congelamiento a -20 °C durante 5 afos
aproximadamente (se colectaron en 2011-2012 y se analizaron en 2017), pudo
haber llevado al deterioro de las particulas virales, y a una disminucién de su
viabilidad. No obstante, también es importante recalcar que hubo una importante
deteccion de enterovirus de las especies A y C cuando los mismos concentrados
virales que se sometieron a aislamiento en lineas celulares, fueron abordados
directamente mediante RT-PCR y secuenciacion por Sanger de un fragmento
codificante de la proteina VP1. Considerando que la utilizacion de células RD para
el aislamiento de enterovirus, podria dificultar la identificacion de las especies Ay C
al ser mas susceptibles a otros enterovirus, principalmente de la especie B (Adeniji
& Faleye, 2014; Faleye & Adeniji, 2015), esto podria haber incidido también en la
baja tasa de aislamiento a partir de nuestras muestras.
Al considerar los resultados de next-generation sequencing del amplicon de VP1 de
enterovirus obtenido a partir de muestras de agua residual de Uruguay (Lizasoain
et al. 2021a), estos coinciden con los experimentos de aislamiento en lineas
celulares, ya que no se detectaron tampoco durante la secuenciacion masiva, reads
que mapearan contra alguno de los tipos de poliovirus, por mas que la base de datos
de secuencias de referencia que se construyé para el mapeo, integraba 3.693
secuencias de poliovirus. Esto reafirma la idea de que, en realidad, la ausencia de
aislamiento de poliovirus a partir de las muestras de agua residual de Uruguay, se
debid principalmente a una baja sensibilidad de la vigilancia ambiental.
Tampoco se identificaron poliovirus en las muestras de agua residual colectadas en
Buenos Aires en 2011 y 2013, a pesar de que durante este periodo se suministraba
la vacuna OPV a la poblacién argentina (Lizasoain et al. 2021b).
Si bien los cebadores que utilizamos para generar los amplicones que fueron
sometidos a next-generation sequencing, fueron validados originalmente para la
deteccion de distintas cepas de poliovirus (Nix et al. 2006), estos también son
reactivos para una gran especificidad de blanco dentro de las cuatro especies de
enterovirus humanos (se consideran cebadores pan-enterovirus), y de encontrarse
poliovirus en las muestras de agua residual de Uruguay, probablemente estaban en
concentraciones inferiores con respecto a otros enterovirus de circulacion
comunitaria, por lo que los diversos enterovirus no-polio podrian haber significado
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durante la amplificacion, una fuerte competencia para éstos, sesgando la sintesis
de nuevas moléculas de ADN hacia un perfil de enterovirus no-polio.

La baja proporcion de poliovirus con respecto al total de tipos de enterovirus no polio
gue pueden llegar a ser evidenciados en cada muestra de agua residual, incluso en
aquellas tomadas en paises donde el virus polio no ha sido erradicado (Majumdar
et al. 2018a), o0 en donde se inmuniza con la vacuna OPV (Tao et al. 2020), cuando
estas son sometidas a PCR con cebadores pan-enterovirus, resalta la importancia
de métodos altamente especificos y sensibles para la deteccion de poliovirus, ya
que por lo general estos se encuentran en un contexto de co-circulacion con gran
diversidad de enterovirus.

Otros estudios que también han utilizado los cebadores de Nix et al. (2006)
acoplados a next-generation sequencing de amplicon, han logrado la deteccion de
poliovirus a partir de agua residual, tanto durante un esquema de vacunacion con
OPV (Tao et al. 2020), como incluso en un esquema de vacunacion exclusiva con
IPV mantenido durante muchos afios, demostrando la posibilidad de detectar la
importacion de cepas vacunales desde paises que utilizan OPV (Bisseux et al.
2020). No obstante, lo han detectado en una baja frecuencia, a diferencia de otros
enterovirus no polio que son detectados constantemente. Sin embargo, estos
estudios partieron de volumenes de agua residual de 20 litros y de 1 litro por
muestra, concentrando a 60 ml y 10 ml, lo que significa factores de concentracion
de aproximadamente 330 y 100, respectivamente (nosotros concentramos 42 ml de
agua residual hasta 1 ml, por lo que el factor de concentracion es en el mejor de los
casos, menos de la mitad del empleado en otros estudios que detectaron poliovirus
con éxito).

En un contexto en el cual el virus salvaje fue erradicado y, donde se da circulacion
del virus vacunal en la comunidad, es esperable que las cepas detectadas en agua
residual sean cepas vacunales, o relacionadas a la vacuna. Por lo tanto, mediante
la utilizacion de métodos de concentracion adecuados y volimenes de partida de
agua residual que maximicen la probabilidad de deteccién de eventos de excrecion
de virus polio en una comunidad, el abordaje que aqui presentamos, es Util para
determinar qué serotipos de poliovirus estan presentes en una muestra (PV1, PV2
o PV3), aunque deberian realizarse amplificaciones adicionales de la regién
codificante de VP1 en su extensién completa para poder discernir si se trata de un
poliovirus del tipo vacunal o VDPV.

Si bien Shaw et al. (2020) han propuesto una metodologia que acopla la
amplificacion de la region codificante completa de capside de poliovirus con next-
generation sequencing, para realizar la diferenciacion entre polios vacunales,
derivados vacunales y salvajes, ésta todavia no logra valores de especificidad y
sensibilidad optimos cuando se la compara con el aislamiento en cultivo de células,
por lo que al parecer, el algoritmo propuesto por la OMS, seguira vigente hasta que
se mejoren las existentes, o desarrollen nuevas metodologias.

168



6.4. Sobre la deteccion de enterovirus A71 y echovirus 30 en muestras de
Uruguay y Argentina

Enterovirus A71 y echovirus 30 fueron detectados en muestras de agua residual
colectadas en Cordoba (Lizasoain et al. 2021c) y en distintas ciudades uruguayas
(Lizasoain et al. 2021a).

En Uruguay, esta deteccion representd la primera evidencia de circulacion de
ambos virus. En Argentina, si bien ambos ya habian sido detectados con
anterioridad por otros estudios clinicos (Cisterna et al. 2007, Farias et al. 2011,
Lema et al. 2019) hasta el momento no habia secuencias disponibles de enterovirus
A71 de Argentina, en la base de datos de GenBank. Por otro lado, si habia
disponibles secuencias de echovirus 30 procedentes de distintas provincias de
Argentina como consecuencia de la caracterizacion de diversos brotes y casos
esporadicos de meningitis asépticas ocurridos en el periodo 1998-2012 (Lema et al.
2019).

Debido a la importancia de estos dos enterovirus, como patdgenos asociados a nivel
global a meningitis aséptica y AFP, durante esta tesis existio especial interés en la
caracterizacion de las cepas que fueron detectadas durante el estudio de muestras
de agua residual.

La diversidad genética de los echovirus 30 que circulan globalmente, ha sido
clasificada por Lema et al. (2019) en base al andlisis filogenético del segmento
codificante de VP1, en 8 genotipos diferentes (A-H), y en algunos pequefios grupos
gue aparentemente se encuentran extintos, al igual que sucede con los genotipos
B, C, D y G, los cuales habrian circulado hasta 2004, 1981, 1997, y 2004,
respectivamente. Por lo tanto, la diversidad de echovirus 30 que circula actualmente
puede ser resumida a los genotipos A, E, Fy H.

Cepas provenientes de distintos paises sudamericanos han sido clasificadas dentro
de distintos genotipos. Por un lado, las cepas argentinas han sido clasificadas
dentro de los genotipos E (1998-2012) y F (1998-2007), las brasileras dentro de los
genotipos E (1998-2008) y F (2006), y una cepa colombiana de 1995 como parte
del genotipo A (Lema et al. 2019). Farias et al. (2011) sugirieron la circulacién del
linaje H en Argentina, a partir del estudio de algunos casos de individuos
hospitalizados por infecciones del sistema nervioso central, en Cérdoba durante el
afio 2007.

Tanto en Brasil como en Argentina, echovirus 30 ha sido sefialado como una de las
causas mas frecuentes de brotes de meningitis aséptica (Palacios et al. 2002, Dos
Santos et al. 2006, 2011; Mistchenko et al. 2006, Lema et al. 2019, Ramalho et al.
2019). A su vez, recientemente se ha reportado un resurgimiento de este virus en
Europa, con un aumento de casos de meningitis asépticas en 2018, el cual habria
estado causado por la aparicion de diferentes linajes del virus, que circularon en
dicha region desde al menos el afio 2016. Durante el periodo 2016-2018, se
constatd en Europa la circulacion de 6 clados distintos, caracterizada por el
recambio rapido por parte de aquellos linajes emergentes mas nuevos, y una
disminucién relativamente rapida de su circulaciéon, lo cual ha sido ampliamente
documentado para varios enterovirus (Benschop et al. 2021).
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En el estudio de Benschop et al. (2021), el aumento de casos de meningitis aséptica
en Europa en 2018, es atribuido al linaje denominado por ellos como G1 (el cual,
segun nuestro analisis, estaria comprendido en lo que anteriormente se venia
denominando como genotipo E. También tendria una gran participacion en este
resurgimiento, un linaje que denominan G6. Algunas de las secuencias asignadas
en el cluster de G6 durante el analisis filogenético realizado por Benschop et al.
(2021), habian agrupado en nuestro analisis (Lizasoain et al. 2021a) con secuencias
del genotipo B, el cual se consideraba extinto. Estudios adicionales serian
necesarios para caracterizar este nuevo clado (G6), del cual ain no ha habido
reportes en nuestra region.
Los echovirus 30 detectados por nosotros en Cordoba, agruparon con cepas
reportadas a nivel global de los genotipos E y F. Interesantemente, las del genotipo
E que detectamos en agua residual en Cordoba durante 2011-2012, mostraron altos
porcentajes de identidad nucleotidica y agruparon junto a cepas reportadas
previamente a partir del estudio de casos de meningitis aséptica ocurridos en 2011-
2012, tanto en Cérdoba, como en otras provincias de Argentina (Chaco y Buenos
Aires). Incluso, nuestros resultados muestran que, para cuando fueron reportados
los casos de meningitis aséptica asociados a echovirus 30 en Cérdoba, en mayo de
2012, (que resultarian tipificados como cepas del genotipo E), esta variante habria
circulado en la comunidad desde al menos tres meses antes, tal como lo demuestra
su deteccién en agua residual (Lizasoain et al. 2021a, 2021c).
Si bien no se puede asegurar que la deteccién de una variante en el ambiente,
preceda siempre la ocurrencia de brotes o casos esporadicos (Ilvanova et al. 2019),
al igual que otros estudios (Sedmak et al. 2003, Majumdar & Martin, 2018), el
nuestro demuestra que analizando las variantes que estan presentes en el agua
residual se puede detectar la circulacion silenciosa de un virus en la comunidad,
antes de que este impacte en la salud de la poblacion. Esto es particularmente Uutil
para la deteccion de variantes cuya circulacibn no es endémica en determinada
region geogréfica.
En este sentido, es que hemos documentado la circulacion en Uruguay, del genotipo
E de echovirus 30, antes que existan reportes de casos de meningitis asociados al
mismo, al igual que lo hemos hecho con el enterovirus A71, sin que existan reportes
en el pais sobre su incidencia en las AFP (Lizasoain et al. 2021a). Una vigilancia
clinica adecuada en Uruguay, podria ayudar a comprender si estas variantes estan
teniendo algun impacto en la salud de la poblacion, o si lo tendran en el futuro.
También a partir del estudio de muestras de agua residual colectadas en Cérdoba
en 2017-2018, evidenciamos la circulacién del genotipo F de echovirus 30, el cual
no se reportaba en Argentina desde 2007, cuando se lo identificé durante el estudio
de casos de meningitis (Lizasoain et al. 2021a). Nuestros analisis también ubicaron
dentro del clado del genotipo F, algunas cepas reportadas en Brasil en 2017
(MK570364-MK570366), mostrando que este genotipo, circula nuevamente en
nuestra regién a partir de, al menos, dos ingresos distintos.
Con respecto a la circulacion de enterovirus A71 en nuestra region, si bien un
estudio seroldgico de individuos con paralisis (poliovirus negativos), daba cuenta en
1990 de la amplia circulacion de enterovirus A71 en el Brasil (Da Silva et al. 1990),
fue recién en 2005 cuando se obtuvo y analizé la secuencia nucleotidica de una
170



cepa del virus que habia causado una AFP en el norte de Brasil en el afio 1999
(Castro et al. 2005), en ese entonces se constato la circulacién del genogrupo B.
Sin embargo, la circulacion de este genogrupo en la regidon sudamericana puede
rastrearse hasta el afio 1994, a partir del reporte de una cepa colombiana (Brown et
al. 1999).

La diversidad de las cepas de enterovirus A71 que circulan a nivel global, ha sido
clasificada en distintos genogrupos en base al analisis filogenético del segmento
codificante de VP1. Inicialmente se trataba de los genogrupos A, B y C, con
adicionales subgenogrupos en B (BO a B5) y en C (C1 a C5) (Brown et al. 1999,
McMinn, 2012; Bessaud et al. 2014). En 2001, se detectaria la circulaciéon de un
nuevo genogrupo en India (genogrupo D) (Deshpande et al. 2003), y se han
designado nuevos genogrupos a partir del estudio de cepas provenientes de la
Republica Central Africana y de Cameriun en 2003 y 2008, respectivamente,
(genogrupo E) (Bessaud et al. 2012, Sadeuh-Mba et al. 2013) y de Madagascar en
2004 y 2011 (genogrupo F) (Bessaud et al. 2014). En 2015 se propuso la existencia
del genogrupo G a patrtir del estudio de cepas reportadas en India, en 2008 y 2011
(Saxena et al. 2015).

Se ha visto que estos genogrupos Yy subgenogrupos circulan con cierta
estructuracion geografica y temporal. EI genogrupo A, aparentemente se encuentra
extinto, ya que sus ultimas detecciones sucedieron a fines de la primera década del
2000 (Yu et al. 2010, Zhu et al. 2013). Los subgenogrupos de B y C han circulado
conjuntamente en distintas regiones del planeta, asi como también unos han
desplazado a otros al tornarse predominantes. Por ejemplo, durante los afios 80,
B2 fue introducido a Estados Unidos, Holanda, Australia y Japon, aunque a inicios
de los 90, seria reemplazado por C1. De igual manera, en el 1998 C4 emergi6 en la
region del Pacifico oeste, y causé importantes epidemias en China a partir de 2008.
Desde entonces, C4 se dispers6 por toda la region, causando importantes
epidemias en distintos paises, algunas de las cuales estuvieron asociadas a
complicaciones graves a nivel del sistema nervioso, incluso llevando al fallecimiento
en algunos casos (Puenpa et al. 2019). La predominancia de C4 a nivel de la region
Asia-Pacifico, ha llevado a que una cepa inactivada de este subgenogrupo sea
utilizada en el disefio de distintas vacunas que han sido licenciadas en China en
torno a 2015-2016 (Lei et al. 2020, Li et al. 2021).

Recientemente, se ha evidenciado a EV-A71 como responsable de ~8% de las AFP
asociadas a enterovirus en Brasil (periodo 2005-2017), reportando que el
subgenogrupo B1 circulé en el pais exclusivamente hasta 2014, para ser luego
reemplazado por C2 (Sousa et al. 2020).

Si bien Cisterna et al. (2007) documentaron para Argentina (periodo 1991-1998) la
circulacion de enterovirus A71 como causante de casos de AFP y meningitis
aséptica, llegando éste a ocupar el tercer puesto entre los enterovirus mas
frecuentemente detectados en el afio 1993, estas cepas no fueron caracterizadas
en su momento ni sus secuencias depositadas en bases de datos publicas, por lo
gue no fue posible incorporarlas a nuestros analisis.

La deteccion de cepas EV-A71 C2 a partir de muestras de agua residual de Cordoba
y de Uruguay, de 2011y 2017, describe un rango geografico de dispersion para este
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genogrupo mayor al que se conocia con anterioridad, al ser detectado también en
paises de la region diferentes a Brasil (Lizasoain et al. 2021a).

Por otro lado, se detectaron dos cepas del subgenogrupo C1 a partir del estudio de
las muestras de agua residual colectada en Cordoba en 2017 (Lizasoain et al.
2021a). Si bien en el periodo 2006-2009 habian sido detectadas algunas cepas de
este subgenogrupo en nuestra region, a partir del estudio de hisopados
nasofaringeos tomados de individuos con sintomas de influenza en Pera (Huaman
et al. 2016), las cepas que detectamos en Cordoba en 2017, pertenecen en realidad
a un sub-cluster que ha mostrado ser un linaje emergente dentro de C1 (C1-like
variante), el cual se ha detectado principalmente a partir de 2015 en diversos paises
europeos, asociado a casos esporadicos y brotes de desdrdenes neuroldgicos
graves, como la meningitis aséptica, encefalitis, o AFP (Bottcher et al. 2016, 2019,
Midgley et al. 2017, Gonzalez-Sanz et al. 2019, Ngangas et al. 2019, Richter et al.
2019).

La deteccion de cepas Cl-like variante en nuestra region, reviste importancia, no
s6lo por las consecuencias que ha tenido en aquellas regiones donde ha circulado,
sino también debido a que recientemente se reportd la emergencia de una cepa
recombinante originada desde cepas Cl-like y coxsackievirus A, que no pudo ser
efectivamente neutralizada por anticuerpos neutralizantes para C4a (cepa utilizada
en las distintas vacunas que existen para prevenir la infeccién y cuadros clinicos
complicados a causa de enterovirus A71) (Zeng et al. 2021). La vigilancia de
variantes en distintas regiones del planeta es fundamental, teniendo en cuenta los
antecedentes de amplia dispersion de los distintos subgenogrupos.

6.5. Sobre las epidemias de HFMD que tuvieron lugar en Uruguay durante
2018 y 2019, los enterovirus detectados, su relacion con cepas detectadas en
la region, asi como con cepas detectadas en muestras de agua residual
analizadas en esta tesis

Esta tesis demuestra que, en Uruguay, son varios los enterovirus responsables de
las distintas epidemias de HFMD que han ocurrido en los ultimos afios (Lizasoain et
al. 2020a, 2020b; Lizasoain, 2021). De hecho, hasta donde nuestro conocimiento
nos permite afirmar, este estudio constituye el primer intento para establecer los
agentes relacionados a los casos de HFMD que ocurren en el pais, desde 1973
cuando un equipo de médicos e investigadores reportaron el primer caso de la
enfermedad asociandolo con un coxsackievirus del tipo A (Aguirrezabala et al.
1973).
Algunas caracteristicas principales de ambos brotes que ocurrieron en Uruguay, es
gue afectaron a un gran numero de instituciones educativas y de cuidado de la nifiez
y la primera infancia, que no se registraron casos graves con complicaciones a nivel
del sistema nervioso o sistema respiratorio que requirieran hospitalizacion, aunque
muchos casos tuvieron una presentacion atipica de la enfermedad, ello evidenciado
por manifestaciones cutaneas en distintas partes del cuerpo, adicionales a las
clasicas observadas en las manos, pies y boca. A su vez, al igual que otros reportes
de brotes en los que coxsackievirus A6 es el virus predominante asociado a los
casos de HFMD (Flett et al. 2012, Ben-Chetrit et al. 2014, Sinclair et al. 2014),
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ambos brotes ocurridos en Uruguay tuvieron lugar en meses de otofio-invierno,
durante los cuales las temperaturas son sensiblemente inferiores con respecto al
resto del afio. Ello plantea un esfuerzo adicional para los proveedores de cuidados
de salud de Uruguay, los cuales por lo general en los meses de invierno hacen frente
a numerosos cuadros respiratorios de diversa etiologia que afectan a la poblacion
infantil. Ante la emergencia de la HFMD en nuestro pais, seran necesarias pautas y
directrices para el diagnostico y tratamiento a nivel clinico de la enfermedad, asi
como también sera necesario disefiar y poner en practica protocolos para la
respuesta ante brotes en instituciones educativas o de cuidado de la nifiez y primera
infancia.

Los resultados que hemos obtenido, en conjunto con reportes de paises de la
region, otorgan a coxsackievirus A6 un rol preponderante en la ocurrencia de brotes
de HFMD en Sudamérica desde al menos 2015 (Sousa et al. 2018b, Cisterna et al.
2019, Justino et al. 2020, Lizasoain et al. 2020a). A su vez, al igual que lo que se ha
registrado durante epidemias de HFMD ocurridas en otras partes del mundo, se
evidencio la co-circulacion de distintos coxsackievirus del tipo A asociados a esta
enfermedad (Lu et al. 2012, Klein & Chong, 2015) Sin embargo, a pesar de que
enterovirus A71 es frecuentemente detectado durante el estudio de brotes de HFMD
en todo el mundo, no hay estudios en la regibn sudamericana que lo reporten
asociado a casos de esta enfermedad. Nosotros tampoco detectamos EV-A71
durante el estudio de muestras de HFMD tomadas en Salto y Paysandu (Lizasoain
et al. 2020a, 2020b; Lizasoain, 2021) aunque previamente detectamos su
circulaciéon en Uruguay a partir del estudio de una muestra de agua residual
colectada en Salto, apenas 5 meses antes de que se registrara el brote de HFMD
en 2018 en dicha ciudad (Lizasoain et al. 2021a).

Sin embargo, un 28,5% de las muestras que se obtuvieron para el estudio del brote
de Salto en 2018 y un 31% del brote de Paysandu en 2019, resultdé negativo
mediante la deteccién de la RT-PCR con los cebadores pan-enterovirus que
utilizamos. Aunque son varias las causas que pueden llevar a un resultado negativo
en la técnica de deteccién del virus, considerando que todas las muestras provenian
de individuos con diagndstico clinico de la enfermedad, existe la posibilidad de que
la diversidad de enterovirus asociada a ambos brotes, sea mayor a la aqui descrita.
En tal sentido, evaluar dichas muestras mediante un enfoque de metagendmica viral
podria ser util para identificar enterovirus de una manera mas sensible en
comparacién con el método que hemos utilizado, para obtener un conocimiento mas
amplio sobre los agentes asociados a estos casos (Linsuwanon et al. 2015).

En esta tesis, reportamos la primera deteccion de coxsackievirus A10 en un caso
de HFMD en Sudamérica (Lizasoain et al. 2020b). Si bien fue posible detectar este
virus en apenas un individuo afectado durante el brote de Paysandu de 2019, no
siempre la presencia de un determinado tipo en una muestra clinica se correlaciona
con el cuadro clinico que cursa el individuo desde el cual proviene la muestra
(Madeley, 1982; Luchs, 2021), de hecho, la deteccion de enterovirus es comuin en
muestras de individuos que no cursan cuadro clinico alguno (Witso et al. 2006). Sin
embargo, en el caso del coxsackievirus A10 que reportamos, la muestra se obtuvo
a partir de un hisopado de las lesiones en piel, por lo que la vinculacion con el
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cuadro, es probablemente mayor que si fuera obtenida desde hisopado de garganta,
o heces, por ejemplo.

Existen 6 linajes genéticos distintos de coxsackievirus A10 (A-F). En Europa se ha
documentado la circulacion de los linajes B, C y D desde 2003, mientras que en
Africa se han reportado epidemias de HFMD debido al linaje E en 2006 y 2008. Por
otro lado, en Asia se ha dado la circulacion de los linajes B, D, y E desde 2004.
Particularmente en China, el linaje D circul6 hasta 2008, para ser luego reemplazado
por el linaje F, el cual se subdivide en F1, F2, y F3, siendo estos dos ultimos los que
han co-circulado en China en los ultimos afios, mientras que F1 se reporté en
Espafia durante un brote de HFMD grave que ocurrié en 2008 y durante un gran
brote en Vietnam en 2014. También F3 ha sido detectado en Estados Unidos en
2016, y en Rusia en 2013. El linaje A corresponde a la cepa prototipo “Kowalik”,
reportada en Estados Unidos, en 1950. Actualmente, debido a la incidencia que
tiene F2 y F3 en China, el linaje F es predominante a nivel mundial (Bian et al. 2019)
Nuestro estudio, clasificd la cepa de coxsackievirus A10 detectada a partir de un
caso de HFMD que tuvo lugar en Paysandu en junio de 2019, como parte del linaje
C, y estimamos que su ingreso al pais podria haberse dado en 2017 (95% HPD
2015-2018), con mayor probabilidad desde Grecia (Lizasoain et al. 2020b).
Cuando aquellas cepas de coxsackievirus A10 que detectamos en el agua residual
de Uruguay (Lizasoain et al. 2021a) y Argentina (Lizasoain et al. 2021c) fueron
integradas al analisis filogenético que habiamos realizado inicialmente para
clasificar el CVA10 detectado en el brote de HFMD de Paysandu, evidenciamos que
el virus tenia mdltiples ingresos a nuestra region, y que, ademas, diversos linajes
habian circulado en ambos paises (Figura 15, Lizasoain, 2021).

Si bien constatamos que cepas detectadas en muestras colectadas en distintas
ciudades uruguayas y en Cérdoba, en 2017, también pertenecian al linaje C, estas
probablemente resultaron de eventos introductorios en nuestra region, adicionales
al que se describi6 para la cepa detectada a partir del brote de Paysandu, ya que
las distintas secuencias estuvieron dispersas a nivel de distintos subclados dentro
de este linaje (Lizasoain, 2021). Interesantemente, una secuencia obtenida a partir
del estudio de agua residual colectada en Fray Bentos (Uruguay), en 2011
(Lizasoain et al. 2021a), también agrupé dentro del clado del linaje C, lo que indica
una presencia en nuestro pais para este linaje, anterior a lo que creiamos a partir
del analisis que habiamos realizado previamente en Lizasoain et al. (2020b). La
deteccion del linaje C en Uruguay, en fechas tan tempranas como 2011, podria ser
consecuencia de una amplia dispersion del mismo, a partir de los eventos
epidémicos que ocurrieron afios antes, principalmente en Europa (Blomgvist et al.
2010, Mirand et al. 2012).

Por otro lado, algunas cepas detectadas en el agua residual de distintas ciudades
de Uruguay, durante julio y agosto de 2017, agruparon con secuencias del linaje F
(Figura 15) constituyendo el primer indicio de introduccion en la region
sudamericana del linaje epidémico asiatico. Desafortunadamente, el fragmento
genomico que utilizamos para nuestro analisis filogenético es parcial, y no brinda la
suficiente informacién filogenética para segregar las cepas de F1, F2, y F3 en
subclados con un buen soporte estadistico. Sin embargo, las cepas uruguayas
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agruparon con una cepa reportada en Estados Unidos en 2016 (KY762310), que
habia sido catalogada previamente como F3 (Bian et al. 2019).
Los distintos coxsackievirus A16 que circulan globalmente han sido clasificados en
distintos clados determinados filogenéticamente. Sin embargo, la denominacion de
clados se ha vuelto confusa debido a que diversos estudios han propuesto distintos
nombres para un mismo linaje, sin estandarizar una nomenclatura que facilite el
abordaje de este virus (Mizuta et al. 2013, Hassel et al. 2017).
En nuestro estudio, hemos considerado la existencia de los linajes Ay B (este ultimo
con una subdivision en Bla, B1b, Blc, B2, B3) de acuerdo a lo establecido por Hoa-
Tran et al. (2020), mas un sublinaje sin definir aiin. Adicionalmente se considero el
linaje E.
Ellinaje A comprende la cepa prototipo detectada en 1951 en Sudafrica denominada
“G10”. Por otro lado, los linajes B1 (a, b y c¢) presentan una circulacién
principalmente a nivel de China y la region de Asia en general, aunque también hay
evidencia de su circulacién en Europa (Hoa-Tran et al. 2020). Mientras que el linaje
B2 comprende algunas cepas de Japoén, China y Malasia, del periodo 1981-2000
(Hoa-Tran et al. 2020), el linaje B3 ha sido llamado también linaje D (Hassel et al.
2017), y fue reportado a partir del estudio de una cepa detectada en Pert en 2009
(Carrién et al. 2016), y también hay evidencia de su circulacién principalmente en
Francia durante 2011-2014. El linaje E, comprende algunas cepas detectadas en
muestras de agua residual colectadas en Pakistan en 2014 y 2015 (Majumdar et al.
2018a).
Todas los coxsackievirus A16 detectados durante el estudio del brote de HFMD
ocurrido en Paysandu en 2019, agruparon con cepas del linaje B3 (Figura 16).
También agruparon con cepas de este linaje, las distintas cepas de coxsackievirus
A16 que detectamos a partir del estudio de agua residual de Cordoba, Buenos Aires
y de las distintas ciudades de Uruguay. Se puede decir, con la informacion de
secuencias genéticas disponible hasta el momento, que desde 2009, coxsackievirus
A16 ha circulado en la regién sudamericana exclusivamente bajo el linaje B3, ya
gue, ademas, numerosas secuencias reportadas en Brasil en el periodo 2009-2016
por Sousa et al. (2018b), también agruparon dentro de este clado.
Nuestros resultados indican que este linaje se habria dispersado ampliamente a
nivel de la region sudamericana, a partir de su emergencia en Pert en 2009. En
Uruguay, el linaje B3 habria tenido al menos dos eventos de introduccion, el primero
habria dado lugar a la diversidad de cepas de coxsackievirus A16 que detectamos
en muestras de agua residual (tanto mediante secuenciacién por el método de
Sanger como mediante secuenciacion por lllumina MiSeq) en 2011-2012 (Lizasoain
et al. 2018, 2021a). El segundo habria dado lugar a la circulacion de las cepas de
CVA16 que fueron detectadas durante el brote de HFMD de Paysandu, en 2019
(Figura 16). Las cepas que se detectaron durante el brote de HFMD en Paysandd,
podrian tener su origen en el pais a partir de la introduccion desde Brasil, lo cual se
sostiene en la estrecha relacién filogenética con cepas brasileras reportadas
durante 2011-2012 y 2016 por Sousa et al. (2018b).
Un estudio previo analizé de qué manera se dio la transmision sostenida de cepas
del linaje B3 (linaje D) durante 4 afios en Francia, y trazo el origen geografico de
estas, localizandolo en Peru (Hassel et al. 2017). Considerando que el linaje B3
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habria tenido una amplia dispersion geogréfica en Sudamérica, resulta interesante
analizar filodinamicamente este linaje para esclarecer, no Unicamente si la
dispersion a nivel de Europa tiene origen en un Gnico evento de transporte
transatlantico del virus, sino también, para poder determinar si el ancestro comudn
mas reciente del linaje B3 se localiz6 efectivamente en Perd, o si en realidad fue en
Brasil, considerando que nuestros resultados indican que las cepas reportadas en
2009 en dicho pais, pertenecen también a este linaje.
Al igual que con coxsackievirus A16, la nomenclaturay clasificacion de la diversidad
de cepas coxsackievirus A6 que circulan a nivel global ha variado entre los distintos
trabajos publicados. A los efectos de esta discusion, hemos seguido la utilizada en
el trabajo de Hoa-Tran et al. (2020), el cual resume la diversidad de cepas de
coxsackievirus A6 reportadas hasta el momento en distintos genotipos, los cuales
engloban (en su mayoria) distintos sub-genogrupos. El genotipo A lo comprende la
cepa prototipo identificada en 1949 en Estados Unidos denominada “Gdula”. El
genotipo B se subdivide en sub-genogrupos Bl y en B2 representado por unas
pocas cepas reportadas principalmente en China, en 1992 (B1) y entre 2004 y 2009
(B2). Luego, dentro del genotipo C encontramos el subgenogrupo C1 (definido por
una cepa reportada en China en 1996, JQ364887) y el subgenogrupo C2 (dos cepas
de India, de 2008 y 2010: JN203517 y JX476135 respectivamente). Por ultimo,
dentro del genotipo D, encontramos 4 subgenogrupos: el D1 esta definido por cepas
reportadas en Japén y Australia en 2005-2006, en algunos paises europeos en
2008-2010, y Rusia en 2010-2011. El D2 esta definido por cepas principalmente
reportadas en Japon y en China, entre 2005 y 2013. El genotipo D3 emergi6 en
2008 asociado a un brote de HFMD en Finlandia (Osterback et al. 2009), y desde
2010 es el predominante a nivel global (Song et al. 2017), destacandose un gran
namero de subclados, consecuencia de una gran diversidad de variantes que
circulan principalmente en China, pero que también se han dispersado a nivel
global. Su caracter pandémico al parecer podria estar asociado a una mayor
capacidad de transmision, infectividad y virulencia (Song et al. 2017). Un cuarto
subgenogrupo, denominado D4, comprende cepas reportadas en Vietnam en 2011-
2012, en Rusia en 2010, y en Taiwan y China en 2007-2008 (Hoa-Tran et al. 2020).
A excepcion de unas pocas cepas que fueron detectadas a partir del estudio de
muestras provenientes de gastroenteritis en Brasil en 2010 (Machado et al 2020),
las cuales agruparon en nuesro analisis con cepas del subgenogrupo C1, y de
algunas cepas obtenidas en el marco de esta tesis a partir del estudio de muestras
de agua residual colectada en Cérdoba en 2011, el resto de las secuencias de
coxsackievirus A6 de la region latinoamericana, pertenecen al subgenogrupo D3y
han sido detectadas a partir del 2011 (Figura 17, ANEXO 6). Interesantemente, la
gran mayoria de estas cepas, proviene del estudio de casos de HFMD que se han
reportado en nuestra region desde entonces. Previo a la obtencién de nuestros
resultados, Cisterna et al. (2019) ya habian reportado la presencia en nuestra region
del linaje epidémico mundial a raiz del estudio de brotes de HFMD que ocurrieron
en las provincias de Chubut y San Luis en 2015 (en ese entonces haciendo
referencia al mismo como linaje E2, clasificacion que nosotros no hemos
considerado aqui). En el brote de Chubut algunos casos fueron clasificados como
atipicos, ya que se registraron lesiones eruptivas a nivel de los pliegues de las
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grandes articulaciones, mejillas, regién perioanal, e incluso a nivel de todo el cuerpo.
Varios pacientes manifestaron onicomadesis, lo cual ha sido reportado como una
manifestacion tardia de la infeccion por coxsackievirus A6. Por otro lado, todos los
casos de San Luis fueron considerados atipicos. Si bien no realizamos un
seguimiento de manera sistematica de los indiviudos desde los cuales se colecté
muestra para esta tesis, se tuvo conocimiento acerca de el desarrollo de
onicomadesis hacia el final del cuadro, o a unas semanas de haberlo resuelto. Sin
embargo, esta informacion es meramente anecddética ya que no fue obtenida
apropiadamente para cada caso, sin que sea posible siquiera relacionarla con la
presencia de alguno de los enterovirus que detectamos durante dicho brote.
En nuestro analisis filogenético, las cepas detectadas en 2015 en Chubut y San Luis
(Argentina) por Cisterna et al. (2019) agruparon en un mismo subclado junto a cepas
que circularon en aguas residuales de Coérdoba en 2017 y de Uruguay en 2018, y
con cepas que habrian sido responsables de cuadros de HFMD en Brasil en 2016
(Sousa et al. 2018b) (Figura 17, ANEXO 6).
Ademas de este subclado, la evidencia de una amplia dispersion regional de
coxsackievirus A6, esta dada también por la agrupacion de secuencias de cepas
gue fueron reportadas como causantes de casos atipicos esporadicos en Argentina
y en Brasil en 2018 (Sapia et al. 2020, de Sousa et al. 2021), junto a secuencias
detectadas por nosotros tanto durante el estudio de muestras de agua residual de
Cérdoba colectadas en 2017-2018, como durante el estudio de brotes de HFMD
ocurridos en Salto y Paysandu en 2018 y 2019, respectivamente, y por una
secuencia venezolana de 2018 disponible en genbank pero sin fuente conocida
(MK652140) (Figura 17, ANEXO 6).
Mas all4 de estos dos subclados del subgenogrupo D3 en los cuales encontramos
secuencias de coxsackievirus A6 de distintas locaciones geograficas de la region
sudamericana, en un tercer sublcado, encontramos las secuencias de algunas de
las cepas reportadas por nosotros durante el brote de HFMD ocurrido en Paysandu
en 2019, conjuntamente con secuencias de cepas detectadas en muestras de agua
residual de Uruguay colectadas en 2017-2018. Dichas secuencias de 2019, son la
evidencia mas reciente de la presencia del virus en nuestra region, y al igual que lo
gue se observo en el subclado que describimos anteriormente que contenia algunas
secuencias también de los brotes de HFMD ocurridos en Uruguay en 2018 y 2019,
nuestro andlisis demuestra que variantes altamente relacionadas con aquellas que
causaron los casos clinicos de HFMD circularon en el agua residual, al menos 1 a
2 afios antes de que se reportaran dichos casos.
Un resultado interesante a destacar es que, asi como durante 2018, se reportaron
casos esporadicos atipicos de HFMD, tanto en Brasil como en Argentina, y los
mMismos estuvieron asociados a cepas estrechamente relacionadas a nivel genético,
en el brote de Paysandu de 2019 se evidencio la circulacion de cepas de CVA6-D3
pertenecientes a subclados distantes, entre las cuales se calculo 10% de diferencias
nucleotidicas (no mostrado), lo cual se corresponde con la co-circulacion de
distintas variantes genéticas en un mismo evento epidémico. Debido al bajo nimero
de casos que hemos estudiado, no se realizaron estudios comparativos con soporte
estadistico para determinar si exsitieron diferencias a nivel clinico entre los casos
causados por cepas pertenecientes a uno u otro clado. Es interesante también
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destacar, que hubo co-circulacion de cepas de ambos subclados, apenas en uno de
los 20 centros educativos en los que se colectaron muestras de individuos afectados
por HFMD en Paysandu en 2019. La co-circulacion de distintas variantes en un
mismo brote plantea la importancia de llegar a caracterizar en profundidad los
distintos eventos epidémicos que ocurren en nuestros paises. En el caso del brote
de HFMD que afectd a Paysandu en 2019, la diversidad de enterovirus no solo se
evidencié mediante la deteccion de tres virus distintos: CVA6, CVA10 y CVA16, sino
también por la co-circulacion de distintas variantes genéticas de un mismo virus, sin
que existiera link epidemioldgico alguno entre individuos afectados. Esto ultimo,
aunque lejos esta de ser novedoso (ya que incluso en el reporte inicial de la
asociacion entre CVA6 y HFMD durante el brote de Finlandia también se documenté
la circulacion de mas de una variante durante un mismo evento epidémico como
resultado de distintas introducciones del virus al pais) es una fundamentacion de lo
importante que es la vigilancia de este patdbgeno ante su caracter emergente en
nuestra region. La epidemiologia molecular nos sera util para entender diferencias
a nivel genético en el conjunto de cepas que circulan durante una epidemia,
obteniendo una vision complementaria a la obtenida exclusivamente desde la clinica
médica o el diagnostico.
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7. CONCLUSIONES

o En esta tesis se logro implementar en nuestro laboratorio un
método para la secuenciacion profunda de productos de PCR obtenidos con
cebadores dirigidos a una region informativa en el genoma de enterovirus humanos.
Dicho método fue directamente aplicado al ARN viral extraido desde concentrados
de agua residual obtenidos por precipitaciéon con PEG, ultracentrifugacion y filtracion
en membrana cargada electronegativamente. Aquellas muestras que fueron
concentradas por precipitacion con PEG, mostraron una mejor performance en
término de nimero de tipos de enterovirus detectados por muestra.

o Mediante un enfoque de wastewater-based epidemiology
utilizando muestras de agua residual de Cordoba y Buenos Aires (Argentina) y de
distintas ciudades de Uruguay, se reporto la circulacién de 47 enterovirus humanos
distintos de las especies A, B y C. No se detectaron miembros de la especie D.

o El analisis filogenético en profundidad de algunos enterovirus
de interés, permitié reportar la circulacion de los subgenogrupos Cl1 y C2 de
enterovirus A71 en Argentina, y de C2 en Uruguay. Especificamente se detecto la
circulacion de la variante emergente de tipo C1 mediante el estudio de muestras
colectadas en Cordoba en 2017. La circulacion de dicha variante en nuestra region
plantea preocupacion considerando su rol asociado a cuadros neurologicos graves
en Europa, y a la posibilidad de no ser neutralizada por las vacunas contra
enterovirus A71 que se han licenciado hasta el momento. Adicionalmente, se
confirmo la circulacién de los genotipos E y F de echovirus 30 en Argentina, y se
reporté por primera vez la circulacion de este virus en Uruguay mediante la
deteccion del genotipo E.

o Se detectd la presencia de poliovirus (relacionada a la
vacunacion con OPV), en 6 de las 32 muestras de agua residual de Cérdoba que
fueron analizadas mediante next-generation sequencing de amplicon. No hubo
aislamiento de poliovirus en muestras de agua residual colectadas en Uruguay en
2011-2012, ni se detectd el virus en alguna de las muestras colectadas en Uruguay
0 en Buenos Aires, cuando estas fueron ensayadas mediante next-generation
sequencing de amplicon.

o Este estudio significa para varios de los enterovirus humanos
agui reportados, la primera evidencia de circulacién en la regiébn sudamericana, y
constituye por si mismo un importante aporte al incremento de secuencias genéticas
disponibles en bases de datos de acceso publico.

o Por primera vez en Uruguay se tipificaron los casos

reportados durante epidemias de HFMD, y se reunio informacion acerca del
contexto epidemildgico en que las mismas ocurrieron.
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o En el estudio de casos de HFMD reportados durante
epidemias ocurridas en Salto y Paysandu (Uruguay), coxsackievirus A6 mostro
tener un rol predominante, seguido por coxsackievirus A16 y coxsackievirus A10.

o Se reportd la circulacion de coxsackievirus A6 (linaje D3),
A10 (linaje C) y A16 (linaje B3), asociados a casos de HFMD en epidemias que
tuvieron lugar en Uruguay en 2018 y 2019. Ademas, se evidencid la circulacion
previa de estos linajes en aguas residuales de Uruguay y Argentina, asi como
también se encontr6 en éstas, linajes adicionales a los reportados a partir del
estudio de casos de HFMD (linaje D1 de coxsackievirus A6, y linaje F de
coxsackievirus A10).
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8. PERSPECTIVAS

Los resultados que se presentan en esta tesis, corresponden al estudio de muestras
obtenidas en periodos acotados, en ciudades de Uruguay y de Argentina. Sin
embargo, la posibilidad de conocer patrones de circulacion para los diferentes
enterovirus, mas alla de los periodos abarcados en esta tesis, deberia explorarse
desde un plan de monitoreo realizado de manera continua, estratégicamente
disefiado a los efectos de generar informacion de manera periodica acerca de la
diversidad de los enterovirus que circulan en nuestras poblaciones.

En tal sentido, durante el desarrollo de esta tesis, se han generado capacidades a
distintos niveles que posibilitan y potencian el disefio y ejecucién de un plan de
monitoreo de estas caracteristicas: formacion de recursos humanos, puesta a punto
de metodologias especificas para el estudio de enterovirus, y establecimiento de
colaboraciones académicas y de trabajo en conjunto a nivel regional. A su vez, luego
de varios afios de involucramiento en este proyecto de tesis, se logré un aprendizaje
gue sin lugar a dudas fortalecera las actividades de vigilancia e investigacion que
se desarrollen a futuro desde nuestro grupo en torno a los enterovirus.

Todo esto se potencia con la reciente construccion y certificacibn en nuestra
Universidad de la Republica, en Salto, del primer laboratorio de bioseguridad nivel
[l con el que cuenta Uruguay, el cual permitira profundizar en el estudio de diversos
patbgenos que estén presentes tanto en las muestras clinicas como ambientales
con las que trabajemos, siguiendo la normativa y las recomendaciones adecuadas
a tales efectos.

Por lo tanto, una perspectiva que nos hemos propuesto en el corto plazo es la
implementacion en Uruguay de un programa sostenido en el tiempo de
wastewater based-epidemiology para enterovirus, mediante el monitoreo
mensual de agua residual colectada en sitios de interés distribuidos por todo
el territorio nacional, y su analisis mediante secuenciaciéon masiva de
amplicon.

Conjuntamente nos hemos planteado:

o Implementar otros métodos ya publicados de next-generation
sequencing de amplicon y comparar sus performances con la obtenida mediante el
método empleado por nosotros en esta tesis durante el estudio de muestras de agua
residual.

. Analizar la influencia de diferentes métodos de concentracion
de agua residual en la diversidad de enterovirus descripta en una muestra dada.

o Estandarizar en el laboratorio un método para la

amplificacion y secuenciacién mediante next-generation sequencing de la region
completa codificante de VP1 de poliovirus.
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o Estandarizar en el laboratorio distintos métodos de
aislamiento de enterovirus en cultivo celular, posibilitando profundizar en el estudio
de determinados tipos como el enterovirus D68, el enterovirus A71, el
coxsackievirus A24v, entre otros, cuando sean detectados durante el monitoreo.

Otras perspectivas que involucran la colaboracion con nuevos grupos de
investigacion, asi como con aquellos con los cuales ya hemos establecido vinculos
academicos en el marco de esta tesis, son:

o La estandarizacion de un abordaje metodolégico comun
entre diversos grupos de la region sudamericana, que nos permita realizar un
monitoreo en conjunto de agua residual con la finalidad de explorar la diversidad de
enterovirus mediante next-generation sequencing en las principales ciudades de la
region.

o Estudiar retrospectivamente aquellas colecciones de
concentrados de agua residual, que poseen distintos grupos de investigacion con
los cuales hemos colaborado durante esta tesis, con la finalidad de profundizar el
conocimiento sobre la circulacion de enterovirus en la region sudamericana.

Ademas, durante el desarrollo de esta tesis, se generaron distintos resultados,
algunos de los cuales podrian ser objeto de analisis adicionales, los cuales
detallamos a continuacion:

o Aislamiento en células RD y L20B de aquellas muestras en
las que se detecté poliovirus, y posterior caracterizacién genética de los virus
aislados. Secuenciacion de genomas completos de los poliovirus detectados.
Estudio de posibles recombinantes.

o Aislamiento y secuenciacibn de genomas completos de
cepas de interés detectadas a partir de estudio de muestras de agua residual
durante esta tesis.

o Andlisis filogenéticos de algunos enterovirus que, si bien
fueron reportados durante esta tesis, la comparacion con cepas reportadas
globalmente y el estudio de las relaciones evolutivas con las mismas, permanecen
pendientes.

o Andlisis de unpaired reads que no ensamblaron, y de reads
que fueron descartados durante el proceso de filtrado por calidad por poseer
abundancia <2.

Mas alla del abordaje de virologia ambiental, esta tesis también realizo la
caracterizacion de enterovirus responsables de casos de manos-pies-boca
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reportados durante epidemias que tuvieron lugar en Salto y en Paysandu en 2018 y
2019, respectivamente. Algunas de las perspectivas con respecto a los resultados
obtenidos son:

o Intentar detectar enterovirus a partir de las muestras clinicas
que fueron negativas en esta tesis (a pesar de provenir de pacientes clinicamente
diagnosticados con HFMD), mediante la utilizacion de métodos adicionales a los
empleados aqui (otras regiones gendmicas blanco, o incluso otras combinaciones
de cebadores para la misma region que ya se intenté amplificar).

o Amplificar genomas completos de los coxsackievirus A6
detectados en Salto en 2018 y en Paysandu en 2019 a patrtir de los casos de HFMD,
y evaluar la presencia de posibles recombinantes.

o Realizar estudios filodinAmicos incluyendo cepas
sudamericanas de coxsackievirus A16 para describir la forma en que este virus se
ha dispersado en la region.

o Estandarizar una metodologia de deteccién y cuantificacion
de enterovirus para ser aplicada durante el estudio de superficies y objetos con los
cuales los nifios tienen contacto en los centros educativos afectados por los brotes
de HFMD (potencial uso en la evaluaciéon de procesos de desinfeccion de centros
educativos durante brotes).

o Trabajar en pos de un programa de vigilancia y estudio de
brotes de HFMD ocurridos en centros educativos y de cuidado de la primera infancia
de Uruguay, en articulacidon con actores de los sectores de la educacion y de la
salud publica.

Por otro lado, y en lo que respecta al abordaje de casos clinicos causados por
enterovirus, también nos hemos propuesto:

o Desarrollar y estandarizar en nuestro laboratorio, métodos
moleculares para el screening vy tipificacion de enterovirus a partir de muestras de
liquidos cefalorraquideos.

o Estudiar la epidemiologia molecular de los enterovirus

humanos causantes de cuadros de meningitis aséptica, encefalitis, y
meningoencefalitis en Uruguay.
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