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Resumen:  
Dentro del género Enterovirus (EVs) en la familia Picornaviridae, encontramos 4 especies virales 
(Enterovirus Humanos A, B, C y D) en las que se incluyen los clásicamente conocidos coxsackievirus, 
poliovirus, echovirus y varios enterovirus numerados. En total, son más 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 parálisis flácidas 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 mayoría de los casos se resuelven 
espontáneamente al cabo de unos días, existen casos que derivan en complicaciones a nivel 
cardiopulmonar o del sistema nervioso, con consecuencias fatales para el individuo. 
La transmisión de los EVs se da principalmente por la ruta fecal-oral, y al ser éstos excretados en 
heces en altas concentraciones tanto por individuos sintomáticos como asintomáticos, las aguas 
residuales domésticas se convierten en una matriz ambiental cargada de dichos patógenos. 
Mediante el análisis de muestras de agua residual es posible conocer cuáles son las variantes virales 
que circulan en una determinada población. 
Sudamérica es una región 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 región genómica 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 región. A su vez, distintos 
brotes de HFMD ocurridos en las ciudades uruguayas de Salto y Paysandú durante 2018 y 2019, 
fueron estudiados mediante la tipificación de enterovirus a partir de muestras clínicas obtenidas 
desde individuos afectados. 
El estudio de aguas residuales de ambos países permitió identificar la circulación de 47 EVs distintos, 
pertenecientes a las especies A, B y C, constituyendo los primeros reportes de detección en la región 
sudamericana para muchos de estos tipos. Se detectó la circulación de poliovirus relacionados a la 
vacuna Sabin en muestras de Córdoba (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 circulación de tipos de una misma especie, así como recambio de linajes dentro de un 
mismo tipo. También se observó una importante diversidad y abundancia de miembros de la especie 
C, principalmente en las muestras de agua residual más recientemente colectadas. 
Para algunos de los EVs detectados, se constató a nivel de distintos países de la región 
sudamericana, la circulación de cepas estrechamente relacionadas genéticamente, indicando 
amplios procesos de dispersión geográfica por parte de algunas variantes. La detección de cepas 
de un mismo tipo, circulando tanto en Argentina como en Uruguay, en diferentes momentos del 
muestreo, sugiere un carácter endémico para algunos EVs, aunque también se detectaron cepas de 
emergencia reciente en otras partes del mundo, cuyo ingreso a nuestra región probablemente ocurrió 
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 Paysandú, se 
evidenció que fueron tres miembros de la especie A los responsables de los casos: coxsackievirus 
A6, A16 y A10. Al integrar en análisis filogenéticos secuencias obtenidas desde los casos clínicos 
de HFDM con secuencias obtenidas desde muestras ambientales, se constató la circulación en 
Uruguay y en la región, de linajes epidémicos a nivel mundial como es el caso del linaje D3 de 
coxsackievirus A6 o del linaje F de coxsackievirus A10. Además, se observó una estrecha relación 
genética entre las cepas detectadas durante las epidemias de Salto y Paysandú a partir del estudio 
de casos clínicos, con cepas detectadas en muestras de agua residual colectadas previamente 
Esta tesis aporta datos sin precedentes en la región sur de Sudamérica sobre la presencia en el 
ambiente de un amplio espectro de tipos de EVs, y profundiza en la caracterización de algunas 
variantes de interés para la salud pública, así como en el estudio de eventos epidémicos de casos 
de una enfermedad que no había sido abordada en profundidad en Uruguay. 
Esta tesis es un aporte para la creación 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. INTRODUCCIÓN 
 
Cualquier abordaje epidemiológico que realicemos de los enterovirus humanos, 
presenta cierta complejidad intrínseca que merece ser detallada. En primer lugar, 
enterovirus humanos hace referencia a un numeroso grupo de virus, en el cual 
podríamos citar a más de 100 tipos distintos (Zell et al. 2017), que, estando 
relacionados genéticamente, presentan características distintivas unos de otros. 
Estas características distintivas, pueden llegar a ser bastante complejas, citando 
como ejemplo, la utilización de distintos receptores celulares durante la infección 
(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 carácter de ubicuo. Los 
enterovirus afectan humanos de ambos sexos, de todas las edades, y en todas las 
regiones del planeta, durante las distintas estaciones climáticas del año (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 aún, no se ha 
llegado a comprender del todo su rol en relación a la salud pública humana, debido 
a que se trata de variantes inusualmente detectadas (Bessaud & Delpeyroux, 2020). 
Por supuesto que el sesgo en la atención hacia unos u otros ha estado dirigido por 
el impacto que han tenido, o tienen, sobre la salud de la población. 
Además, a menudo son detectadas nuevas variantes, muchas de las cuales cobran 
protagonismo rápidamente 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 epidemiológica sea un 
proceso con capacidad de redirigirse todo el tiempo. 
 
1.1. Clasificación y taxonomía 
 
Todos los enterovirus humanos pertenecen al grupo IV de la clasificación de 
Baltimore, por poseer un genoma constituido por un ARN monocatenario de sentido 
positivo (Baltimore, 1971). Además, 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 humanos1. Los enterovirus humanos EV-A a EV-D 
incluyen los clásicamente conocidos coxsackievirus, echovirus, poliovirus y 
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 

                                                           
1 Los Rinovirus, por pertenecer al género Enterovirus e infectar humanos, también podrían considerarse enterovirus humanos, 

pero a los efectos de esta tesis sólo consideraremos como tal a los miembros de las especies A, B, C y D. 

 



10 
 
 

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 
clasificación originalmente basada en su capacidad para infectar/enfermar ratones 
de experimentación y humanos, en la que los coxsackievirus eran aquellos virus 
capaces de causar parálisis flácida (coxsackievirus del tipo A) o espática 
(coxsackievirus del tipo B) al ser inoculados en ratones recién nacidos, a diferencia 
de los poliovirus, que eran reconocidos por generar parálisis casi que 
exclusivamente en humanos, por lo general graves y con daño neurológico 
permanente. Por otro lado, los echovirus incluían virus que habían sido aislados 
mediante cultivo celular, pero que no desencadenaban patologías en animales de 
experimentación, y para los cuales (inicialmente) se desconocía asociación alguna 
con enfermedad en humanos (Hyypiä et al. 1997, Pallansch et al. 2013). 
Esta nomenclatura clásica se continúa utilizando hoy en día, pero los tipos que se 
fueron descubriendo desde los años 60 a la actualidad han sido denominados 
mediante numeración consecutiva y la palabra “enterovirus”, a partir del número 68 
(Schieble et al. 1967, Melnick et al. 1974). Además, 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 categorías 
mencionadas anteriormente (coxsackievirus, poliovirus, y echovirus), solucionando 
así diferentes dificultades planteadas que complicaban la clasificación de nuevas 
variantes, tal como las patogenicidades distintas para dos cepas de un mismo 
serotipo, al ser evaluadas en modelo ratón (Hyypiä et al. 1997). 
En la actualidad, el género Enterovirus se divide en especies en base a la 
organización del genoma, la similitud de secuencia y también según propiedades 
biológicas. Para las especies A, B, C y D, se ha determinado que los miembros de 
cada una de estas comparten más de 70% de identidad aminoacídica a nivel de la 
poliproteína, más del 60% a nivel de la región P1 y más del 70% en las proteínas 
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 varía en más de 
2,5%, y presentan una compatibilidad significativa en el procesamiento proteolítico, 
replicación, encapsidación, y recombinación genética (Pallansch et al. 2013). 
En base a estudios moleculares se ha determinado que la secuencia nucleotídica 
de VP1 permite distinguir a los diferentes enterovirus y asignar serotipo con el 
mismo valor que si se estuvieran utilizando ensayos de neutralización. El criterio de 
tipificación está dado por una similitud de al menos 75% a nivel nucleotídico, y 85% 
a nivel aminoacídico con una cepa prototipo (Oberste et al. 1999a, Oberste & 
Pallansch, 2005). Estos cut-off fueron propuestos hace más de 20 años basándose 
en un número relativamente pequeño de secuencias en comparación con las que 
se han reportado hasta la actualidad. Sin embargo, este criterio es ampliamente 
aceptado y ha funcionado para la mayoría de los enterovirus que conocemos, 
aunque se ha aceptado que existen zonas grises en la clasificación de algunos tipos 
(Brown et al. 2009, Lukashev & Vakulenko, 2017), y que en general, la descripción 
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 están asociados con más de 20 síndromes clínicamente 
reconocibles, entre los que destacan la poliomielitis, encefalitis, meningitis aséptica, 
enfermedad enteroviral diseminada perinatal, miocarditis, pericarditis, pleurodinia, 
enfermedad respiratoria, enfermedad febril, síndromes de Reye, exantema, 
enantema, conjuntivitis, uveítis, gastroenteritis, hepatitis, enfermedad manos-pies-
boca, artritis, pancreatitis, y enfermedades crónicas en pacientes 
inmunocomprometidos. Otras enfermedades son menos frecuentes, o su asociación 
con enterovirus ha sido objeto de controversia, como la diabetes, desórdenes del 
tracto urinario, orquitis, síndrome de muerte súbita infantil, rabdomiólisis, y síndrome 
de fatiga postviral (Stalkup & Chilukuri, 2002; Tapparel et al. 2013). 
Aunque muchas de las infecciones por enterovirus son asintomáticas o subclínicas, 
brotes regulares o esporádicos 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). Sólo en Estados Unidos, se estima 
que estos virus causan entre 10 a 15 millones de infecciones sintomáticas cada año 
(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 parálisis flácidas agudas, AFP por Acute Flaccid Paralysis), la vigilancia 
del resto de los enterovirus humanos (enterovirus no-polio) varía muchísimo entre 
países y regiones, y en general, se realiza de manera pasiva. Algunos países han 
realizado esfuerzos adicionales para contar con mayor conocimiento sobre la 
incidencia de los enterovirus en la salud de la población. Por ejemplo, Japón cuenta 
con un sistema de vigilancia centinela basado en la identificación de pacientes con 
meningitis aséptica, enfermedad manos-pies-boca, herpangina y conjuntivitis 
hemorrágica 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 años se reportan grandes epidemias y se ha constatado una 
circulación 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 tipificación de 
enterovirus, y los datos principalmente corresponden a casos ocurridos durante 
brotes, y no tanto a la circulación endémica de los distintos tipos (Pons-Salort et al. 
2018). En cambio, en Europa, en general la vigilancia recae en la detección de 
enterovirus en pacientes con infecciones graves que fueron admitidos en hospitales 
y presentaron sintomatología de afectación neurológica (Bubba et al. 2020). 
Las infecciones por enterovirus ocurren más frecuentemente en niños menores de 
10 años. En regiones de clima templado, las infecciones son más comunes durante 
el verano y el otoño, mientras que en regiones tropicales ocurren a lo largo de las 
cuatro estaciones climáticas. La edad presenta una fuerte asociación con la 
presentación clínica: enfermedades a nivel del sistema nervioso central ocurren más 
frecuentemente en niños de 5 a 15 años de edad, miocarditis en el rango de 20 a 
40 años, infecciones severas (incluyendo miocarditis, enfermedades del sistema 
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nervioso central y enfermedad del tipo séptica) en recién nacidos y niños pequeños, 
y enfermedad manos-pies-boca en niños menores de 5 años de edad. Un nivel 
socioeconómico bajo constituye un factor de riesgo para la infección, probablemente 
por su asociación con la ausencia de saneamiento y condiciones de vivienda 
precarios (Pallansch et al. 2013). 
La relevancia de los enterovirus a nivel de la salud pública mundial, se debe 
principalmente a que éstos son reconocidos como patógenos emergentes 
causantes de enfermedades neurológicas, las cuales a menudo acarrean más 
complicaciones que las infecciones leves (Morens et al. 2019; Uprety & Graf, 2020). 
Además, si bien poliovirus ha sido erradicado en casi la totalidad del planeta, las 
AFP continúan siendo un importante problema de salud pública, asociándose 
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 región de Asia-Pacífico afectando a millones de 
niños cada año (Brown et al. 2020), y son cada vez más frecuentes los reportes de 
epidemias causadas por distintos enterovirus, no sólo en esta región geográfica, 
sino también en occidente (Osterback et al. 2009, Mirand et al. 2012, Martínez-
López et al. 2021). Especialmente, los recién nacidos y niños pequeños desarrollan 
síntomas severos y cuadros clínicos graves a partir de una infección por enterovirus. 
De hecho, los enterovirus se encuentran entre las causas más frecuentes de brotes 
en unidades de cuidado intensivo neonatal cada año en Estados Unidos (Wells & 
Coyne, 2019). 
La correlación entre los distintos cuadros clínicos con los más de 100 tipos de 
enterovirus humanos es muy variable. Por ejemplo, si bien los tipos de la especie A 
se relacionan más 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, prácticamente 
todos los enterovirus han sido identificados en casos de AFP, aunque algunos tipos 
presentan una asociación mucho más estrecha que otros (Suresh et al. 2018). Con 
estos ejemplos se comprende que, un mismo enterovirus puede estar asociado a 
múltiples cuadros clínicos. 
A continuación, se describirá de manera muy resumida, las implicancias que los 
enterovirus de cada especie viral presentan para la salud de la población. 
 
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 están implicados en 
meningitis, encefalitis, parálisis, 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 más común de epidemias de esta enfermedad 
(Esposito & Principi, 2018). Dicha enfermedad se caracteriza por la aparición de 
ampollas en la boca (herpangina), así como rash cutáneo en palmas de manos y 
plantas de pies. Inicialmente puede incluir fiebre, dolor de garganta y malestar. En 
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la región de Asia-Pacífico se han reportado grandes epidemias, donde destaca 
China, con aproximadamente 2 millones de casos cada año (Liu et al. 2021). 
Coxsackievirus A16 y enterovirus A71 son los dos tipos clásicamente relacionados 
con la HFMD. El primero de ellos ha sido típicamente caracterizado por causar 
cuadros leves de la enfermedad, y en los últimos años 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 
generación 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 postrimerías de 
la erradicación del poliovirus (Suresh et al. 2018). Existe una importante diversidad 
de genogrupos de enterovirus A71 (genogrupos A hasta G), que se han distribuido 
globalmente según determinado patrón temporal y geográfico (Puenpa et al. 2019). 
A fines de la década del 2000, se comenzó a reportar la emergencia de tipos como 
el coxsackievirus A6 o el coxsackievirus A10 durante la caracterización de brotes 
de HFMD, incluso relacionándolos con casos atípicos 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 más frecuente de HFMD. 
A su vez, se ha visto la co-circulación de los serotipos CVA6, CVA10, CVA16 y EV-
A71 durante grandes epidemias (Lu et al. 2012; Klein & Chong, 2015) lo cual 
propicia la interacción 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 más numerosa cuando la 
comparamos con las otras tres, y además la más frecuentemente reportada a nivel 
global (Zell et al. 2017, Brouwer et al. 2021). 
Muchos de los enterovirus de esta especie, pueden causar una infección del sistema 
nervioso central, aunque por lo general es limitada a la inflamación 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 más comúnmente 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 
esporádicamente, y otros de manera muy frecuente (Suresh et al. 2018). Por otro 
lado, más 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 infección del sistema nervioso central se asocia con infección 
sistémica, necrosis hepática, miocarditis, y enterocolitis necrotizante con tasas de 
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morbilidad y mortalidad estimadas en 70% y 10%, respectivamente. Bebés de 
mayor edad, niños 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 más comúnmente 
detectados y es la causa principal de meningitis virales y encefalitis en climas 
templados, con grandes epidemias recientemente reportadas en Europa, América y 
la región Asia-Pacífico (Brown et al. 2020). Un estudio realizado en Europa 
demostró que además del echovirus 30, varios echovirus (E5, E6, E9, E11 y E18) 
son detectados principalmente a partir de pacientes con síntomas neurológicos, y 
son responsables de miles de casos anualmente en dicha región. 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 comúnmente 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 patología (Tapparel et al. 2013). 
Además de estos cuadros clínicos, 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). 
 

 
Figura 1. Clasificación 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 clínicas 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 información 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 consideración 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 sección aparte, no sólo por 
la alta incidencia que han tenido en los casos de parálisis infantil a nivel mundial, 
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sino por los esfuerzos a nivel de salud pública que se han realizado en las últimas 
décadas para lograr su erradicación. Además de estos tres tipos, en la especie C 
encontramos varios coxsackievirus del tipo A, así 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 niños 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 comúnmente reportados desde el estudio 
de casos clínicos en países desarrollados (Harvala et al. 2014, Brinkman et al. 2017, 
Pons-Salort et al. 2018), varios estudios basados en el análisis 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 hemorrágica aguda (AHC por 
Acute Hemorrhagic Conjunctivitis). Las infecciones por este tipo son principalmente 
documentadas en los trópicos durante la temporada de verano lluvioso, y se han 
reportado importantes brotes en China, Guayana Francesa, India, Brasil y África 
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 
 
Aunque apenas encontramos 4 tipos en esta especie (Figura 1), uno de ellos, el 
enterovirus D68, re emergió en torno al año 2014 significando grandes problemas 
para la salud pública de varias regiones. 
Si bien este virus se conoce como virus respiratorio desde 1962 (Schieble et al. 
1967), recién en 2014 se reportó 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 infección más pequeños en 
Europa y Asia, demostrando la re-emergencia del mismo (Holm-Hansen et al. 2016). 
Los casos aumentaron en 2016 y 2018, detectándose también en América del Sur 
y continuando su circulación 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 flácida aguda (AFM 
por Acute Flaccid Myelitis) en algunos de los niños con diagnóstico de EV-D68, lo 
que llevó a considerar un rol de este virus en el aumento de la gravedad de la 
enfermedad y el desarrollo de síntomas neurológicos. La evidencia acumulada 
actualmente indica que EV-D68 sería 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 continúan en alerta, y se está trabajando 
activamente en el desarrollo de drogas y vacunas contra dicho patógeno (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=pequeño y rna=ARN virus: pico-rna-virus, es decir virus pequeños 
con genoma ARN, siendo estas, características de dicha familia (Zell, 2018). Por lo 
general los enterovirus tienen un tamaño aproximado de entre 25 a 30 nanómetros. 
Los viriones son esféricos, carecen de envoltura y las cápsides están formadas por 
60 unidades estructurales (protómeros) que, mediante un ordenamiento en 12 
pentámeros, confieren al virión una simetría del tipo icosaédrica (Figura 2). Cada 
protómero consta de un arreglo de las proteínas denominadas VP1, VP2, VP3 (una 
unidad de cada una), las cuales representan la cara externa de la cápside y están 
asociadas hacia el interior con VP4, proteína que reviste la cara interna de ésta 
(Hyypia et al. 1997, Baggen et al. 2018a). 
 

 
Figura 2. Estructura de una partícula viral de enterovirus. En a) se observa cómo se ensamblan 
las proteínas VP3, VP2 y VP1 constituyendo la unidad estructural denominada protómero. Cinco 
protómeros se arreglan de tal manera que dan lugar a una estructura pentamérica. Doce pentámeros 
se asocian para dar lugar a la cápside del enterovirus, la cual adopta una simetría del tipo 
icosaédrica. Nótese que, rodeando cada vértice quíntuple, se evidencia una estructura denominada 
“cañón”, la cual sería de suma importancia para la unión de la partícula viral al receptor celular. En 
b) se observa una reconstrucción de la superficie de la cápside del enterovirus D68 coloreada según 
la distancia con respecto al centro del virión, como se muestra en la barra de referencia (note que 
las regiones más protruyentes aparecen de un color rojo intenso, y las depresiones de un color azul 
oscuro). En c) se esquematiza la estructura de la cápside del enterovirus D68, representando 
claramente la estructura conocida como cañón. En cada panel, un triángulo amarillo indica uno de 
los 60 protómeros que componen la cápside del virus. La proteína VP4 se asocia a las demás 
proteínas estructurales y constituye el revestimiento interno de la cápside (no se muestra en ninguno 
de los paneles). Las imágenes 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 está compuesto por aproximadamente unos 
7.500 nucleótidos de ácido ribonucleico, y esta longitud varía dependiendo del tipo 
de enterovirus en cuestión (Zell, 2018). 
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Cada genoma posee una proteína VPg covalentemente unida a su extremo 5´ y una 
región de poliadeninas en el extremo 3´. Dos regiones no traducibles (UTRs por 
untranslated regions), en los extremos 5´y 3´ flanquean un largo marco abierto de 
lectura (ORF, por Open Reading Frame), que codifica una poliproteína de 
aproximadamente 2.220 aminoácidos. Esta poliproteína, será luego clivada por 
proteinasas celulares, para dar origen a polipéptidos virales maduros. En la 
extensión de la poliproteína encontramos tres regiones: P1, P2 y P3 (Figura 3). 
La región P1 contiene lo genes (1a a 1d) codificantes de las proteínas estructurales 
(VP4, VP2, VP3 y VP1). La región P2 codifica una proteasa (2Apro), más dos 
proteínas involucradas en la replicación del ARN (2B y 2C). Finalmente, la proteína 
VPg (3B), su precursor (3AB), la proteasa viral principal (3Cpro), y la ARN 
polimerasa dependiente de ARN (3Dpol) se encuentran en la región P3. Cada 
producto proteico final es el resultado de subsecuentes clivajes de precursores de 
mayor longitud a partir de la poliproteína inicial (Wang et al. 2020). 
 

 
Figura 3. Organización del genoma de enterovirus. El genoma de ARN de hebra simple de sentido 
positivo, y poliadenilado en el extremo final 3’ de los enterovirus, se encuentra unido covalentemente 
a una proteína viral VPg (también llamada 3B) en el extremo 5’. Además del marco abierto de lectura 
principal (Main ORF), la mayoría 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 proteína que estaría implicada en el crecimiento del virus en el epitelio intestinal. La región 
codificante es flanqueada por dos regiones no traducibles (5´ y 3´ UTR). La 5´UTR (743 nucleótidos) 
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:I) que se requiere para el inicio de la 
síntesis de las hebras positivas y negativas de ARN, y el sitio interno de unión al ribosoma (IRES: II-
VI) que inicia la traducción cap-independiente mediante la interacción con factores de traducción 
canónicos y no canónicos para reclutar los ribosomas. La región P1 codifica para las proteínas de la 
cápside (VP1, VP2, VP3 y VP4) y las regiones P2 y P3 codifican para proteínas 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 
proteínas que cumplirán distintas funciones, por lo que a P1 se la denomina región 
estructural y a P2 y a P3 regiones no estructurales. 
Durante muchos años se pensaba que los enterovirus contaban con un único ORF, 
pero recientemente se ha descubierto la existencia de un segundo ORF en la 
mayoría 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 poliproteína. Este segundo ORF codifica una proteína cuyo rol estaría 
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relacionado con la posibilidad de replicarse en el epitelio intestinal, sitio de entrada 
en un hospedero susceptible. 
Segmentos específicos localizados en las UTRs, serán reconocidas por las 
subunidades ribosomales de la célula, así como por varios factores que actúan en 
la replicación del genoma viral. Dichos motivos se encuentran altamente 
conservados, a diferencia de otras secciones que muestran una gran variación 
genética (Dutkiewicz et al. 2016, Muslin et al. 2019). También se encuentran 
altamente conservados algunos segmentos codificantes para las proteínas no 
estructurales, cuyas funciones son de suma importancia para el ciclo de vida del 
virus. En cambio, existe una gran variación de largo y secuencia a nivel de P1, como 
resultado de la presión inmune causada por los anticuerpos del hospedero sobre 
las proteínas externas de la cápside VP3, VP2 y VP1, las cuales se encuentran 
expuestas a los mismos. 
 
1.4. Infección y ciclo replicativo 
 
El ciclo replicativo de un enterovirus comienza con la unión del virión 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 unión al receptor y/o 
cambios de pH en el sistema endosomal desencadena la decapsidación del genoma 
y su liberación 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 vías de entrada a la célula, muchos de los 
procesos que ocurren una vez que el virión ingresa a la misma son altamente 
conservados evolutivamente (Figura 4). Cuando el ARN viral se encuentra ya en el 
citosol, es traducido en una única poliproteína que será procesada proteolíticamente 
por las proteinasas virales 2Apro, 3Cpro, y 3CDpro en unas diez proteínas 
(proteínas de cápside VP0, VP1 y VP3, y proteínas de replicación 2A–2 C y 3A–3D) 
y algunos intermediarios estables (Baggen et al. 2018a). 
La replicación del genoma tiene lugar en estructuras membranosas inducidas por el 
propio virus denominados Organelos de Replicación (van der Schaar et al. 2016). 
La síntesis de una nueva hebra es llevada a cabo por la ARN polimerasa 
dependiente de ARN (3Dpol), comenzando por la síntesis de una hebra negativa 
(con el genoma de sentido positiva que ingresó como molde) y la generación de un 
intermediario de replicación doble hebra de ARN. 
La hebra negativa oficiará de molde para la síntesis de nuevas hebras positivas. Los 
nuevos ARN podrán ser tanto utilizados como molde para replicaciones o 
traducciones adicionales, o ser encapsidados como nuevos viriones. El ensamblado 
de las proteínas estructurales VP0, VP1 y VP3 en protómeros y pentámeros 
favorece la formación de las cápsides. Junto al nuevo ARN viral, los pentámeros 
forman el provirión en un proceso que se acopla estrechamente con la replicación 
del ARN. Finalmente, se da de manera ARN-inducida, el procesamiento de VP0 en 
VP2 y VP4 para generar viriones maduros (Baggen et al. 2018a). 
 



19 
 
 

 
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. 

 
Además del clivaje de la poliproteína viral, las proteinasas virales 2Apro y 3Cpro 
clivan varias de las proteínas de la célula hospedera para optimizar la traducción, 
replicación y dispersión 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 transcripción y en la traducción CAP-
dependiente de los mensajeros celulares, disrumpen el transporte 
nucleocitoplasmático (mediante clivaje de nucleoporinas), interrumpen las vías del 
interferón tipo I (clivando sensores de ARN y proteínas señal), y como si fuera poco, 
desorganizan el citoesqueleto. Todos estos procesos llevan a cambios dramáticos 
en la morfología celular (entiéndase producción de efecto citopático) y culminan en 
la muerte y lisis de la célula (Harris & Coyne, 2014; Baggen et al. 2018a) (Figura 4). 
Si bien clásicamente se ha entendido a los enterovirus como virus obligadamente 
líticos, 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 múltiples viriones (Lai et al. 2016). 
La unión del virión a un receptor celular específico determina en cierta medida el 
tropismo y la patogénesis. Desde la identificación 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 
mayoría 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 explicación para el amplio espectro de 
enfermedades que desencadenan. Por otro lado, no todos los receptores son 
capaces de dirigir la unión a la superficie celular, la internalización del virus y de 
iniciar la decapsidación por sí sólos. 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 generación 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 pequeñas como ser la progenie viral de una única célula infectada 
(Domingo et al. 2012). Esta variabilidad, depende principalmente de dos 
mecanismos evolutivos distintos: la mutación y la recombinación. 
Las ARN polimerasas virales de los enterovirus presentan baja fidelidad en la 
incorporación de nucleótidos, y además carecen de actividad exonucleasa 3´→ 5´ 
correctora de errores, por lo que propician una alta frecuencia de mutaciones 
durante la replicación (Ferrer-Orta et al. 2015). Esto conlleva a la generación de una 
progenie heterogénea denominada quasiespecie, compuesta por variantes 
relacionadas entre sí, con unos pocos cambios en relación a una única 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 fenotípica 
para la adaptación del virus ante nuevos ambientes/desafíos. 
La alta tasa de incorporación errónea de nucleótidos, en genomas pequeños como 
el de enterovirus, con ciclos replicativos cortos, lleva a que estos sean virus que 
evolucionen rápidamente. Se calculó, por ejemplo, que los distintos tipos de 
enterovirus humanos acumulan en promedio 9x10-3 sustituciones por sitio por año 
a nivel de VP1 (Lukashev et al. 2018). Debido a que diferentes partes del genoma 
de enterovirus están asociadas a diferentes funciones, existe variación 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 región codificante de las proteínas 
externas de la cápside, las cuales son sujeto de presión inmune, son altamente 
variables (Hyypia et al.1997). 
Por otro lado, un mecanismo que constituye una gran fuerza impulsora de la 
evolución y que los enterovirus explotan frecuentemente, es el de la recombinación 
genómica (Kyriakopoulou et al. 2015, Muslin et al. 2019). Mediante este mecanismo, 
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fragmentos genómicos pertenecientes a dos viriones que infectaron una misma 
célula, son combinados para formar el genoma de un nuevo virión (Figura 5). 
El carácter de frecuente de la recombinación entre los enterovirus se explica por 
diversas características ecológicas y biológicas propias de estos virus (revisadas 
por Muslin et al. 2019): co-circulación de múltiples variantes pertenecientes a las 4 
especies de enterovirus durante breves periodos en áreas geográficas acotadas; 
posibilidad de que un mismo hospedero se infecte con múltiples variantes al mismo 
tiempo; posibilidad que una misma célula del hospedero se infecte con más de una 
única variante contenidas en vesículas lipídicas o agregados; co-localización de 
cepas parentales en mismos compartimentos de replicación; viabilidad de genomas 
recombinantes y capacidad para diseminarse en la población gracias a 
compatibilidades existentes entre parentales, y cierta tolerancia a alteraciones 
genómicas para limitar sus consecuencias negativas. 
En enterovirus, la recombinación es factible, ya sea entre cepas de un mismo tipo 
(Huang et al. 2008, Yip et al. 2011) así como entre diferentes tipos de una misma 
especie (Yoke-Fun & AbuBakar, 2006; Rakoto-Andrianarivelo et al. 2008b). 
 

 
Figura 5. Representación esquemática de eventos de recombinación intertípica 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 organización general del 
genoma de los enterovirus. Cada tipo dentro de una especie de enterovirus está representado por 
un color único. Debido a la frecuencia en los eventos de recombinación 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, únicamente 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 fenómeno ha 
sido posible también entre tipos de especies diferentes ya que aparentemente, dos 
eventos de recombinación entre las especies ancestrales de las actuales, a nivel de 
la unión 5´UTR con la región codificante, tuvo un rol importante en la evolución de 
los enterovirus y explicaría por qué al analizar filogenéticamente este fragmento, 
encontramos dos subgrupos: uno formado por las especies C y D y otro por las 
especies A y B (Santti et al. 1999). 
A su vez, la identificación de hot spots de recombinación a lo largo de los genomas 
de los enterovirus, ha evidenciado que la región estructural es una región 
prácticamente donde estos están ausentes, y que la mayoría de los puntos de 
recombinación ocurren en las uniones de ésta con la región 5´UTR y con la región 
codificante para proteínas no estructurales, en la cual encontramos múltiples puntos 
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de recombinación distribuidos sin ningún patrón claro, dando lugar a verdaderos 
mosaicos genómicos que conservan la región codificante de cápside inalterada 
(Figura 5). Estas observaciones nos sugieren la existencia de incompatibilidades 
estructurales entre las proteínas de cápside de distintos tipos, las cuales podrían 
dificultar el ensamblaje o la maduración del virión, o incluso la unión al receptor 
celular cuando los parentales emplean receptores diferentes. Por otro lado, las 
distintas proteínas no estructurales podrían 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 estimó que los 
enterovirus humanos contemporáneos emergieron durante el último milenio. Sin 
embargo, aún no está totalmente claro si los nuevos tipos emergen de novo, o si 
son transferidos desde primates, los cuales son hospederos de algunos de los 
enterovirus de las especies A, B, C y D que aún no fueron detectados en humanos 
(Mombo et al. 2017). 
Las estimaciones realizadas por Lukashev & Vakulenko (2017) sitúan a los 
ancestros comunes más recientes de los enterovirus, divergiendo apenas hace 55 
a 200 años (en general hace menos de 100 años). Por otro lado, sabemos que la 
mayoría de los enterovirus actuales fueron aislados por primera vez en torno a la 
década de 19502. 
Mediante análisis filogenético se ha sugerido que las poblaciones de los diferentes 
tipos de enterovirus humanos sufrieron cuellos de botella y extinción de linajes, que 
podrían haber reseteado repetidamente las edades de los ancestros comunes, 
generando efectos fundadores. De hecho, para los aislados contemporáneos de la 
mayoría de los tipos conocidos, se ha planteado que un ancestro común único (o 
unos pocos ancestros) existían luego del aislamiento de las cepas prototipos en la 
década del 1950, y que estas últimas pertenecían en su mayoría a linajes que se 
han extinguido (Lukashev & Vakulenko, 2017). 
Estos cuellos de botella podrían estar relacionados con los ciclos anuales que 
ocurren en climas templados de expansión-extinción de las poblaciones virales 
(Pallansch et al. 2013), o también podrían deberse a los ciclos epidémicos de varios 
enterovirus que, se prolongan durante varios años y los cuales podrían explicarse 
por fluctuaciones en la inmunidad de rebaño (Khetsuriani et al. 2006, van der 
Sanden et al. 2010). 
La interrogante es cómo 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 geográficas distantes con respecto a aquellas 

                                                           
2 Ver año 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 análisis 
fueron aisladas entre los años 1948 a 1955. 
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desde donde proviene la mayor cantidad de información genética de los enterovirus, 
se ha planteado que las mismas podrían ser un acervo genético importante con un 
rol relevante a nivel evolutivo. Por ejemplo, en Madagascar se encontró un 
genogrupo de enterovirus A71 que no había 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 
(diferenciación intratípica) mediante análisis filogenético (Oberste et al. 2003, 
Bessaud et al. 2014). Sin embargo, la diferenciación de genotipos no es siempre 
evidente cuando se analizan las poblaciones de los distintos tipos mediante análisis 
filogenético, y en algunas ocasiones se ha clasificado arbitrariamente para facilitar 
la descripción epidemiológica (Bailly et al. 2009). 
Según Lukashev & Vakulenko (2017), para muchos enterovirus, es posible realizar 
una asignación de genotipos en base a un amplio criterio de 9 a 20% de identidad 
nucleotídica, en función del tipo considerado. 
La existencia de múltiples genotipos en cada tipo, podría explicarse también por el 
efecto fundador y por la extinción de variantes ancestrales, tal como se ha 
hipotetizado para explicar la existencia de más de 100 enterovirus distintos 
circulando actualmente. 
Aunque la recombinación 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 adaptación, aún se desconocen (Kyriakopoulou et 
al. 2015). 
 
1.7. Respuesta inmune ante la infección 
 
Una vez que ha ingresado al organismo, el virus replica en la mucosa de la 
orofaringe o de intestino, para luego alcanzar la sangre vía nodos linfáticos 
ocasionando una viremia primaria que le permitirá al virus alcanzar diversos tejidos 
del hospedero. Si bien la mayoría de las infecciones puede acabar en esta etapa, 
manifestándose como una enfermedad menor, con síntomas no específicos como 
dolor de garganta, fiebre y malestar, la viremia puede sostenerse y la infección 
expandirse hacia, por ejemplo, el sistema nervioso central, o el corazón, donde los 
enterovirus pueden infectar neuronas o cardiomiocitos, respectivamente (Tapparel 
et al 2013). Otras células blanco podrían ser las fibras musculares, adipocitos, o 
células epiteliales. Algunos enterovirus tienen un tropismo celular característico, 
aunque son muchos los que pueden causar más de un único tipo de enfermedad 
debido a su múltiple tropismo celular (Muehlenbachs et al. 2015). Enterovirus 
genéticamente muy similares entre sí, a menudo pueden asociarse con 
manifestaciones clínicas tan diferentes como un resfriado y una parálisis muscular, 
o incluso propagarse en un individuo sin generar síntoma alguno (Pallansch et al. 
2013). 
Una infección 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 generación de anticuerpos es de suma importancia para 
combatir la infección. En tal sentido, se ha documentado que al menos el 50% de 
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los adultos y niños mayores poseen anticuerpos neutralizantes contra al menos 2 
tipos distintos de enterovirus no polio, y que el 75 % de los adultos y niños posee 
anticuerpos neutralizantes para poliovirus (cuyo origen es la vacunación3) (Wallace 
et al. 2016, Zhu et al. 2018). Estos anticuerpos, son de suma importancia en la 
protección ante re exposiciones a un mismo enterovirus y explicarían por qué los 
neonatos y niños pequeños 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 protección contra las reinfecciones, aunque 
la naturaleza de la reinfección podría ser subclínica (Muehlenbachs et al. 2015). 
Una vez activado el sistema inmune adaptativo, las IgM están presentes en el 
organismo por un periodo de 7 a 10 días, 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 infección, 
alcanzando un máximo 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 infección por enterovirus en comparación 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 infección, y en los cuales el virus se propaga en altos títulos 
a nivel de los distintos órganos del animal; o también la alta susceptibilidad a la 
infección por enterovirus que presentan aquellos pacientes con 
agammaglobulinemia, los cuales además pueden excretar el poliovirus vacunal de 
manera prolongada (hasta por 20 años) luego de la inmunización con las cepas 
atenuadas de la vacuna antipoliomielítica Sabin4 (Pallansch et al. 2013). 
Si bien los anticuerpos serán los responsables principales en la resolución de una 
infección por enterovirus, ya sea mediante neutralización, opsonización del 
patógeno, o comienzo de la destrucción de células infectadas, la activación 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 sería el comienzo 
de la eliminación del virus. Determinadas estructuras de los enterovirus (patrones 
moleculares asociados a patógenos, PAMPs) son reconocidas por receptores que 
la célula posee, denominados PRRs (receptores de reconocimiento de patrones, 
PRRs) los cuales son codificados en la línea germinal, e inducen al activarse, un 
estado antiviral como respuesta a la infección (Wells & Coyne, 2019). 
Sin embargo, los enterovirus poseen varios mecanismos que les permiten evadir la 
inducción de ese estado antiviral en la célula. Esto lo logran, principalmente 
mediante el clivado de los PRRs con proteasas virales, y así impactan en las 
cascadas de señales que deberían darse cuando los PRRs se activan ante la 
presencia viral, evitando o reduciendo la inducción de interferón a nivel celular 
(Wells & Coyne, 2019). 
 

                                                           
3 Ver sección “1.14.2. Vacunas antipoliomielíticas”. 
4 Ver sección “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”. 
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1.8. Métodos de detección 
 
Desde su clasificación inicial, varios enterovirus fueron agrupados según su 
capacidad de producir enfermedad ya sea en humanos o en ratones lactantes. Por 
lo tanto, la inoculación en ratones, y la observación y registro de sus efectos, 
constituyó un método de detección en los inicios de la identificación de muchos tipos 
bien conocidos actualmente. Por ejemplo, los coxsackievirus del tipo A fueron 
caracterizados por producir parálisis flácida en ratones recién nacidos, mientras que 
los del tipo B generaban parálisis espástica. Sin embargo, los echovirus, se 
caracterizaban por no desarrollar enfermedad alguna en este sistema biológico 
(Hyypia et al. 1997). A su vez, el aislamiento en líneas celulares, así como los 
ensayos basados en serología, constituyeron herramientas muy útiles para la 
detección, y estudio (incluyendo el descubrimiento) de un gran número de serotipos 
de enterovirus humanos (Dalldorf & Sickles, 1948; Committee on the ECHO Viruses, 
1955). Sin embargo, métodos como los tests de seroneutralización serían 
reemplazados más adelante por métodos moleculares como la RT-PCR, y la 
secuenciación de regiones genómicas tanto con fines de detección, como de 
tipificación mediante análisis filogenético de regiones genómicas informativas (Arola 
et al. 1996, Oberste et al. 1999b, 2000). 
Si bien actualmente se considera que el diagnóstico de enterovirus debería recaer 
lo menos posible en el aislamiento en cultivo de células, (a excepción de poliovirus) 
debido a que esta técnica es trabajosa, se obtiene un resultado muchas veces luego 
de varios días, y además se necesita de varios tipos celulares para abarcar la 
posibilidad de crecimiento de un gran número de enterovirus, o incluso varios 
pasajes, el aislamiento en líneas celulares, tiene un potencial uso en investigación, 
como en desarrollo y evaluación de nuevas herramientas diagnósticas (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 
biológico y evaluar la infección experimentalmente. Esto sucede porque, a 
diferencia de la obtención de una muestra biológica desde un paciente que excreta 
normalmente enterovirus viables, en el ambiente, los virus podrían 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 virología ambiental, utilizan el aislamiento de 
enterovirus desde las muestras, o 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 sí sola la detección de genomas (o 
fragmentos de estos) en el ambiente, brinda un conocimiento limitado acerca de la 
dispersión de los virus una vez que son excretados por el hospedero (Masachessi 
et al. 2021). No obstante, la utilización de aislamiento en cultivo de células, utilizado 
como un método inicial de diagnóstico, introduce un sesgo hacia la detección de 
aquellos 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 concentración de tipos diferentes de 
enterovirus (Majumdar et al. 2018a), la utilización de aislamiento como método 
inicial de detección, no permitirá obtener un panorama amplio acerca de la 
diversidad de enterovirus que cada muestra contiene. 
Si bien los métodos serológicos como las pruebas de ELISA, o los test de 
neutralización fueron de gran importancia durante muchos años para la 
identificación y diferenciación intratípica de poliovirus, así también como para la 
tipificación de enterovirus no polio (World Health Organization, 2004), actualmente 
se considera una técnica obsoleta para estos fines. En particular, el gran número de 
serotipos de enterovirus no polio, tornaba poco práctica su identificación mediante 
test de neutralización individuales, por lo tanto, se utilizaba un pool de antisueros y 
un esquema que permitía la identificación, principalmente, de echovirus y 
coxsackievirus del tipo B, luego de realizar 9 tests, los cuales se interpretaban 
mediante una lista de patrones de neutralización (World Health Organization, 2004). 
Por otro lado, hay que considerar que los ELISAS de IgG o IgM presentan una 
utilidad clínica limitada debido a la reactividad cruzada de antígenos entre serotipos, 
y, además, al existir una alta prevalencia de anticuerpos para enterovirus en la 
población, debido a exposiciones previas, el testeo serológico carece muchas veces 
de especificidad clínica (Harvala et al. 2018). Sin embargo, los ensayos de 
neutralización y de ELISA, revisten utilidad para cuantificar anticuerpos, por lo que 
son útiles 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 opción más 
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 detección y diferenciación intratípica de poliovirus, existe una batería de RT-
PCRs diseñadas y aplicables según el algoritmo de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), a aislados en células RD5 y L20B6 (Figura 6), que permite tanto la 
tipificación de polio, como también diferenciar entre asilados del tipo Sabin, Wild-
type, o incluso si se trata de derivados vacunales. Actualmente esta batería 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 visualización de 
resultados en gel de poliacrilamida, que se realizaba anteriormente (World Health 
Organization, 2004). No obstante, la secuenciación del segmento codificante de 
VP1 en su extensión completa es requisito para poder identificar cabalmente el 
poliovirus en cuestión, y se han desarrollado múltiples combinaciones de cebadores 
para este fin (Kilpatrick et al. 2011). 
 

                                                           
5 Células RD: línea celular de Rabdomiosarcoma humano, sensible a poliovirus y a muchos otros enterovirus. 
6 Células L20B: línea celular derivada de célula L de ratón 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 análisis de muestras de materia fecal obtenidas de pacientes con 
parálisis flácida aguda (AFP) recomendado por la Organización Mundial de la Salud para el 
aislamiento y caracterización de poliovirus. El algoritmo se basa en la inoculación 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 citopático, así como en la diferenciación 
intratípica (ITD) de aquellos aislados que presuntamente sean poliovirus. 
CPE: Efecto citopático; -ve: negativo; +ve: positivo; NPEV: enterovirus no polio. 
a) Observación por un mínimo de 5 días. 
b) Observación hasta un score de CPE mayor a 3 (usualmente 1 a 2 días, 5 días máximo; re-inocular 
si se contamina o se observa toxicidad). 
c) Mínima observación total de 10 días (2 x 5 días). 
d) Generar un pool de tubos positivos (si ambos tubos muestran CPE con score > 3 en un mismo 
día) antes del pasaje final en células RD. 
e) Los aislados pueden ser serotipados por laboratorios con un interés particular en el diagnóstico 
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/NewAlgorithmForPoliovirusIsolationSupplement1.pdf 

 
En cuanto a la detección de enterovirus no polio, los métodos de RT-PCR con 
5´UTR como blanco de amplificación, han demostrado ser métodos sensibles, 
específicos y rápidos, que por lo general detectan un amplio espectro de tipos en 
una misma reacción al estar dirigidos a una región 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-Gómara 
et al. 2006, Oberste et al. 2010). 
Sin embargo, la asignación de tipos dentro de las especies recae en el análisis 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 
serológicas (también válido para VP2 o VP3, pero VP4 falla para la especie B por lo 
que su uso debería evitarse). La obtención de la secuencia parcial o completa del 
gen de VP1 se ha convertido en el método gold standard para la tipificación 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 será la ventaja de aplicarlos directamente 
sobre el espécimen en estudio. Aunque como será detallado más adelante, las 
muestras ambientales, al ser complejas mezclas de numerosos serotipos, requieren 
esfuerzos experimentales extras para desentrañar dicha diversidad. 
Uno de los métodos de tipificación ampliamente utilizados a nivel de los laboratorios 
dedicados al estudio de enterovirus, es el diseñado por Nix et al. en 2006 (Figura 
7), el cual además ha sido incorporado a las recomendaciones de la OMS y los 
Centros para el Control y Prevención de las Enfermedades de Estados Unidos 
(CDC), para la vigilancia de enterovirus en soporte a la Polio Eradication Initiative 
(World Health Organization, 2015). El mismo consiste en una RT-seminested PCR 
con cebadores que fueron diseñados mediante la estrategia CODEHOP (de 
Consensus-Degenerate Hybrid Oligonucleotide Primer). Estos cebadores fueron 
diseñados 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 clínicos (Nix et al. 2006). 
Tanto el diagnóstico de una enfermedad aguda, la investigación de un brote, o la 
vigilancia, van a requerir la obtención de una muestra biológica para la tipificación 
del enterovirus en cuestión. El tipo de espécimen biológico desde el cual se realiza 
la detección de enterovirus, depende en gran medida de las manifestaciones 
clínicas, e incluye la posibilidad de heces, líquido cefalorraquídeo (LCR), aspirados 
nasofaríngeos, o swabs nasofaríngeos, 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 amplificación de un segmento 
codificante de la cápside de enterovirus. En A) se indica con flechas verdes la ubicación de los 
cebadores utilizados para la síntesis de ADN copia a partir del ARN viral (retrotranscripción) sobre 
la región codificante de VP1, y con flechas rojas la ubicación de los cebadores de la semi-nested 
PCR sobre las regiones codificantes de VP3 y VP1. A su vez se muestra un gráfico de identidad para 
las 900 posiciones aminoacídicas de la cápside de enterovirus (compuesta por las proteínas 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 retrotranscripción (AN32, 
AN33, AN34 y AN35) hibridando en dos regiones distintas de VP1 (verde) así como las secuencias 
(y reversos complementarios) de los cebadores utilizados en las PCR 1 y 2 de la semi-nested PCR 
(rojo). Los cebadores 224/222 generan un fragmento de 762 pb durante la PCR 1 y los cebadores 
AN89/AN88 generan un fragmento de entre 348 y 393 pb (dependiendo del enterovirus amplificado) 
en una segunda PCR. Los cebadores AN89 y AN88 son híbridos entre una región consenso no 
degenerada (subrayada en gris) y una región consenso degenerada, y resultan de la utilización de 
la estrategia de diseño de cebadores denominada CODEHOP7: Consensus Degenerate Hybrid 
Oligonucleotide Primer. Se muestran los motivos de aminoácidos conservado que se utilizaron para 
el diseño de cada cebador. Los asteriscos indican que el residuo que aparece sobre el mismo se 
encuentra presente en dicha posición en al menos el 90% de las cepas prototipo utilizadas; cuando 
un único residuo aparece, el mismo está 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 región consenso degenerada, de 9 a 12 bases en su porción 3´, que 
fue diseñada a partir de motivos conservados en el alineamiento de aminoacídos de posibles blancos. La porción 
5’ del cebador CODEHOP comprende una región-abrazadera consenso no-degenerada de 15 a 25 bases. La 
región degenerada permite una amplia especificidad de target mientras que la región-abrazadera (no 
degenerada) incrementa la estabilidad de la dupla cebador-molde, permitiendo el uso de temperaturas de 
annealing superiores y la consecuente reducción de amplificaciones inespecíficas (Nix et al. 2006). 
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1.9. Enterovirus humanos en la región sudamericana 
 
Sudamérica es una región que presenta notorias disparidades entre sus países, en 
cuanto a la relevancia que revisten los enterovirus humanos para los sistemas de 
vigilancia epidemiológica de salud pública. Sin embargo, todos presentan una 
característica en común: desde al menos el año 1994, cuando la región de las 
Américas fue declarada libre de circulación de virus polio salvaje, ninguno de estos 
países ha reportado casos de parálisis por alguno de los tres serotipos salvajes 
(Pedreira et al. 2017). 
La vigilancia de poliovirus a partir de la notificación obligatoria de los casos de AFP 
se lleva adelante en toda Sudamérica, aunque los distintos sistemas nacionales de 
vigilancia presentan sensibilidades muchas veces sub óptimas (Falleiros-Arlant et 
al. 2020). A su vez, también las meningitis asépticas y encefalitis son enfermedades 
de notificación obligatoria en varios países (Cisterna et al. 2007, Leguizamón et al. 
2017, Ramalho et al. 2019, Peñata et al. 2020). Sin embargo, estudios que 
contribuyan a comprender las dinámicas de circulación para la gran diversidad de 
enterovirus que existen, no son frecuentes en la región. 
Brasil y Argentina han sido los grandes generadores de información acerca de la 
circulación de enterovirus humanos en Sudamérica, pero en la mayoría de los 
demás países, o no existen reportes de enterovirus, o estos se han limitado al 
reporte de casos esporádicos de interés, o al estudio de brotes, especialmente de 
enfermedades que involucran afectación del sistema nervioso. 
En consonancia con la falta de estudios relacionados a enterovirus en nuestra 
región geográfica, existe una sub representación de la información de secuencias 
generadas desde nuestros países 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 identificó que 
del total de secuencias nucleotídicas de enterovirus provenientes de Sudamérica y 
disponibles en GenBank, un 48% representa a Brasil. 
Este país se interesó de manera relativamente temprana en comparación con otros 
países de la región por el rol de los enterovirus en los casos de meningitis ocurridos 
en su territorio (Nery-Guimarães et al. 1981). Aunque fue más recientemente 
cuando comenzaron a publicarse reportes de brotes de esta enfermedad, en 
distintas regiones del país, 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 esporádicos y provenientes de distintos brotes de meningitis aséptica (y en 
menor número de encefalitis) ocurridos en distintas regiones de Brasil durante 
periodos más prolongados que los estudios anteriores, describiendo la presencia de 
varios tipos involucrados (Tabla 1). 
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Figura 8. Distribución geográfica del registro de secuencias genómicas de enterovirus no-
polio. El origen de las secuencias de enterovirus no-polio de la especie A (azul), B (verde), C 
(marrón) y D (rojo) reportadas entre 2000 y 2018 muestra distintos patrones de distribución a lo largo 
de las nueve regiones geográficas del planeta (mostradas en distintos tonos de gris). El tamaño de 
los gráficos circulares es proporcional a la raíz 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, observándose un predominio de secuencias de la especie B. La imagen 
fue tomada de Brown et al. (2020), doi:10.3390/microorganisms8121856. 

 
Además, cuando se examina la bibliografía científica generada desde los comienzos 
de la investigación sobre enterovirus en Brasil, se comprende que ha existido 
siempre una motivación principalmente por el estudio de las parálisis, tanto durante 
los años en que poliovirus era el agente causal más importante asociado a las 
mismas, como en las etapas finales de la erradicación global del virus, cuando otros 
enterovirus han emergido como causa de éstas. Además, una vez erradicado el 
polio salvaje en Brasil, hubo varios estudios analizando casos de parálisis asociadas 
a la inmunización 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 sintomatología de 
AFP, fue creciendo. En 1990 se publica la primera evidencia en el país sobre la 
circulación de enterovirus A71 a partir del estudio de 28 sueros obtenidos de 
pacientes con síntomas de parálisis 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 3 y 28 
años y los mismos provenían de cuatro regiones geográficas distintas (da Silva et 
al. 1990). A su vez, se reportaría el estudio de sueros tomados de 92 niños con 
sospecha de poliomielitis y síntomas de AFP durante 1989-1990 en 8 regiones de 
Brasil, entre los cuales 20 resultarían positivos para EV-A71 mediante ensayo de 
seroneutralización, 6 de ellos con parálisis residual después de 60 días de haber 
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comenzado el cuadro clínico (da Silva et al. 1996). Ambos estudios sugirieron la 
dispersión de enterovirus A71 a nivel de todo Brasil. 
 

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

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

 
También se realizó un estudio con 426 pacientes menores de 15 años de edad 
provenientes de San Pablo y Brasilia, que presentaron enfermedad neurológica 
aguda (AND por Acute Neurologic Disease) en el periodo 1988-1990, aislándose 
EV-A71 en 24 casos, entre los cuales 6 exhibieron deficiencias motoras residuales 
cuando fueron examinados a los 6 meses de inicio del cuadro clínico. También se 
detectó la presencia del virus en 15 contactos de un total de 427 contactos seguidos 
a 165 pacientes (Takimoto et al. 1998). 

Enfermedad Periodo Estado/Región 
Tipo de 

muestras 
Casos 

estudiados 

Porcentaje 
de 

detección 

Tipos 
detectados 

Referencia 

Meningitis 
aséptica 

1997-
2000 

Bahía 
LCR-
Heces 

112 38% 

E4,E9 
CVB2,B3,B

6 
EV-A71 

Silva et al. 
2002 

1998-
2003 

Varios Estados LCR 1022 16% 

E30 (80%) 
E1,E4 

E6,E13,E1
8,E25 
CVB5 

Dos Santos 
et al. 2006 

1998-
2008 

Varios Estados LCR 3186 9,4% E30 (60%) 
Dos Santos 
et al. 2011 

2004-
2014 

San Pablo 
LCR/hec

es 
824* 16% 

E4,E6 
E7,E9,E11,
E13,E14,E
18,E21,E30

,CVA9 
CVB1-B5 

Campagnoli 
Carmona et 

al. 2020 

2013-
2017 

Regiones 
Noreste, 

Sudeste y Sur 
LCR 2659 11,4% 

E30 (34%) 
E6 (31%), 

CVB5 (9%), 
E3,E7,E9, 
E11,E13,E
14,E15,E18
,E21,E25 
CVB1-B4 

CVA9 
EVA71 

Ramalho et 
al. 2019 

Encefalitis 

2003-
2004 

Ribeirao Preto 
(San Pablo) 

LCR 89 11% Sin datos 
Mendoza et 

al. 2007 

2004-
2014 

San Pablo 
LCR/hec

es 
173 11% 

CVB5 
E6,E9,E11,
E13,E18,E

30 

Campagnoli 
Carmona et 

al. 2020 

2012-
2013 

San Pablo, 
Acre, 

Amazonas, 
Bahía, Ceará, 

Maranhao, 
Pará, Paraná 

LCR 500 1,4% Sin datos 
Ferreira et 
al. 2019 

2013-
2017 

Paraná 
(Curitiba) 

LCR 270 18% Sin datos 
Valle et al. 

2020 
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En el periodo 1998-2000, se colectaron muestras de heces de 44 pacientes 
afectados por AFP en la región norte de Brasil, constatando la presencia de EV-A71 
en un caso ocurrido en Pará en 1999. Se logró obtener una secuencia nucleotídica 
de un fragmento genómico de interés y mediante análisis filogenético la cepa se 
clasificó como genogrupo B. A su vez, se estudiaron 389 muestras de suero 
colectadas entre 1998 y 2001, de individuos entre 0 y 15 años de la ciudad de 
Belém, Estado de Pará, de las cuales 57% mostró tener anticuerpos neutralizantes 
para enterovirus A71, sin embargo, apenas el 20% de los niños menores de 3 años 
tenían anticuerpos para el virus, demostrando una alta susceptibilidad a la infección 
en esa franja etaria (Castro et al. 2005). 
En el año 2010 se publicó 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 infección por enterovirus en el Estado de San Pablo. Se reportó una 
baja tasa de protección para enterovirus A71 en las muestras estudiadas, al detectar 
anticuerpos neutralizantes apenas en el 12% de las muestras. A su vez, se observó 
una diferencia en la seropositividad en función del origen geográfico de la muestra, 
con un mayor porcentaje de muestras con anticuerpos para enterovirus A71 en 
municipalidades localizadas por fuera (17%) del área 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 
Río de Janeiro, se han publicado resultados de la vigilancia epidemiológica de las 
AFP realizada durante un periodo de 12 años (2005-2017), con una amplia 
cobertura geográfica 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% correspondía a individuos menores de 5 años de edad. La tasa 
de notificación de AFP presentó valores aceptables para las diferentes regiones 
geográficas estudiadas (entre 1,0 y 1,4). Se identificó 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 año considerado (en 2008 el porcentaje 
de identificación de enterovirus no polio en casos de AFP mostró un máximo 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%), detectándose 13, 27 y 6 tipos, respectivamente. 
Entre los tipos más frecuentemente detectados se identificó 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). 
Más allá 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 circulación 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 geográficas 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 realizaría el primer reporte en Brasil de casos de 
enfermedad respiratoria aguda severa asociados a enterovirus D68. Esta primera 
descripción fue en el marco de la vigilancia epidemiológica realizada durante la 
pandemia de Influenza de 2009 e involucró a dos niños de 2 meses y 4 años de 
edad de Salvador de Bahía, de los cuales se obtuvo hisopado nasofaríngeo durante 
la consulta médica. Ambos cuadros se resolvieron al cabo de algunas semanas, 
pero la sintomatología requirió internación en unidades pediátricas de cuidado 
intensivo (Carney et al. 2015). Años más 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 Paraná, se detectó 
enterovirus D68 en 36 muestras, constando mediante secuenciación y análisis 
filogenético la presencia en el país del linaje B3 (Raboni et al. 2020), un linaje 
genético con historial de circulación 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 esporádicos y brotes de meningitis asépticas reportados en 
distintas provincias del país. 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 clasificación para este virus en dos 
genotipos (I y II), en base al análisis filogenético, integrando secuencias de aislados 
a nivel global. 
Años más tarde, también se analizarían 79 echovirus 30 aislados en células RD a 
partir de muestras de LCR, heces, y exudado de garganta, colectadas durante 
brotes y casos esporádicos reportados en el periodo 1998-2012 en distintas 
provincias de Argentina durante la vigilancia epidemiológica de casos sospechosos 
de meningitis que el Instituto Malbrán realiza (Lema et al. 2019). El estudio 
filogenético de los aislados argentinos, permitió 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 Córdoba, a partir de 168 
muestras de LCR colectadas en el periodo 2007-2008 desde pacientes 
hospitalizados debido a cuadros clínicos con sospecha de infección del sistema 
nervioso central, detectó enterovirus en aproximadamente el 8% de las muestras, 
entre las cuales el 80% correspondía a cepas del linaje H de echovirus 30. También 
se detectó la presencia de CVA9 y CVB4 en apenas una muestra (Farías et al. 
2011). 
Más allá 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 Tucumán (Freire et al. 2003) y en 2005 en 
Misiones (Grenón et al. 2008). 
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Si bien la información 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 único serotipo. No obstante, hay dos estudios que lograron describir la presencia 
de más de 30 enterovirus en Argentina, mediante el estudio de muestras clínicas 
obtenidas de pacientes con distinta sintomatología de infección 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 detección 
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 esporádicos. Se detectó la presencia de enterovirus en el 
3% (21/700) de las muestras obtenidas de pacientes con encefalitis, reportándose 
la presencia de echovirus 4, 7 y 24. 
Más allá de la descripción de la diversidad de tipos involucrados en la casuística de 
enfermedades neurológicas de origen viral, se realizaron aportes a la epidemiología 
de las mismas, por ejemplo, se estableció un patrón de estacionalidad para las 
meningitis, ya que se observó un aumento de casos durante el verano y el otoño, 
así como también la ausencia de dicho patrón para las encefalitis y parálisis. A su 
vez, se estableció que las infecciones por enterovirus en la Argentina afectan 
fundamentalmente a la población infantil. 
Considerando todas las muestras positivas para enterovirus no polio efectivamente 
tipificadas (162/382), la especie B representó el 93,4% de los casos tipificados, la 
especie C el 5,4% y la especie A el 1,2%. Desafortunadamente, las secuencias 
nucleotídicas obtenidas durante este estudio no se encuentran disponibles 
públicamente. 
Por otro lado, el estudio realizado por Mistchenko et al. (2006) involucró 1.242 
muestras de LCR obtenido de individuos menores de 15 años con sospecha de 
infección del sistema nervioso central, provenientes de la ciudad de Buenos Aires y 
localidades cercanas. Los cuadros clínicos estudiados fueron meningitis asépticas, 
encefalitis, convulsiones febriles, enfermedad neonatal enteroviral, fiebre infantil, 
encefalomielitis aguda diseminada, y AFP. La caracterización de enterovirus fue 
realizada mediante RT-PCR y secuenciación de un fragmento codificante de VP1 
directamente desde el ARN obtenido del LCR (PCR específica para la especie B). 
Se detectó enterovirus en el 27% de las muestras (335/1.242), con una amplia 
variación del porcentaje de positividad, en función del año considerado. 
Los cuadros de meningitis aséptica fueron los más 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 detectó 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 correspondió al 34,6% de los casos positivos (116/335), y el análisis 
filogenético de aproximadamente el 50% de los casos tipificados como especie B 
permitió 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 número de casos positivos durante los meses de 
primavera y verano, los autores sugirieron un patrón de estacionalidad en la 
detección de enterovirus para la ciudad de Buenos Aires. 
A principios del año 2017 se publicó un trabajo en la revista Archivos Argentinos de 
Pediatría (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 niños de 
4 años de edad en promedio, de la Provincia de Buenos Aires y de la Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires, sin relación entre ellos, presentaban parálisis flácida 
asimétrica de aparición 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 (además de otros signos y 
ausencia de características definidas como criterio de exclusión). La mayoría de los 
niños (8/10) cursó una infección respiratoria dentro de los 10 días previos al 
comienzo de la parálisis. 
El análisis virológico demostró la presencia de EV-D68 en 4 individuos (en 3 niños 
el virus fue detectado en secreciones nasofaríngeas y en 1 niño en secreciones 
nasofaríngeas y LCR). 
Cuatro pacientes requirieron admisión en la Unidad de Cuidados Intensivos, y todos 
ellos experimentaron parálisis 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 niños de Buenos Aires, con una presentación de 
síntomas neurológicos precedidos de cuadro respiratorio y afectando niños entre 1 
y 5 años de edad. A partir del estudio de muestras de heces y de hisopado 
nasofaríngeo se obtuvo un resultado positivo para EV-D68 mediante RT-PCR en 4 
y 2 pacientes, respectivamente. El análisis filogenético permitió constatar la 
presencia del clado B3 circulando en Argentina. La mitad de los individuos afectados 
requirió admisión en la unidad de cuidados intensivos, y todos presentaron secuelas 
a nivel neurológico (Carballo et al. 2019). 
Con respecto a los casos de AFP asociados a poliovirus luego de declarada la 
erradicación en el continente americano, la Argentina ha reportado parálisis con 
detección de VDPV8 (por Vaccine Derived Polio Virus) en al menos 3 ocasiones. 
En 1998 se reportó un caso de poliomielitis en un niño de 3 años con 
hipogammaglobulinemia, sin historial de vacunación anti polio, desde el cual se aisló 
a partir de una muestra de heces, un poliovirus con 97,2% de similitud con la cepa 
Sabin 1. Este caso habría sido el primer reporte de una parálisis asociada a una 
VDPV en América Latina continental (Hidalgo et al. 2003). 

                                                           
8 Ver sección “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”. 
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En abril de 2009, un niño de 15 meses de edad con agammaglobulinemia, que había 
recibido tres dosis de la vacuna atenuada Sabin durante su primer mes de vida, 
desarrolló un cuadro de AFP. Se aislaron iVDPVs del tipo 1 durante el análisis 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 identificó VDPV adicionales 
(Centers for Disease Control and Prevention, 2009). 
En 2018, un caso de AFP fue reportado en una niña de 9 meses con diagnóstico 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 aisló una iVDPV9 del tipo 3 (1,4% de divergencia 
con cepa atenuada Sabin) a partir de una muestra de heces. En agosto de 2019 se 
procedió 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 legislación sanitaria indica la notificación 
obligatoria de casos sospechosos de meningitis, encefalitis y meningoencefalitis 
virales, así 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 notificación 
obligatoria de toda sospecha de brote (registro de dos o más casos de una situación 
en un período de hasta 7 días) en un plazo no mayor a 24 horas10. Ello, 
potencialmente sería útil para detectar la presencia de muchos de los enterovirus, 
ya que es común que causen estos eventos. 
Sin embargo, si bien en Uruguay existen directrices para la notificación y estudio de 
estas enfermedades11, no existe un relevamiento sistemático sobre el rol de los 
distintos enterovirus que causan estas enfermedades en nuestro país. Hasta el 
momento, por ejemplo, no se conoce públicamente cuáles enterovirus son 
responsables de las AFP que ocurren en Uruguay. 
La información sobre los distintos tipos que circulan en el país proviene de tesis de 
grado y posgrado de la Facultad de Ciencias y del Programa de Desarrollo de las 
Ciencias Básicas (PEDECIBA) de la Universidad de la República, 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 víricas en 
una población de adultos (n=34) y niños (n=25) que requirieron asistencia en 
                                                           
9 Ver sección “1.14.5. Derivados vacunales y epidemias”. 
10 Decreto Nacional 41/012 (Ministerio de Salud Pública, Uruguay), actualizando el Código Nacional sobre 
Enfermedades y Eventos Sanitarios de Notificación Obligatoria (aprobado por Decreto 64/004): 
https://www.impo.com.uy/bases/decretos-originales/41-2012  
11 Guía Nacional de Vigilancia y Control de Enfermedades y Eventos Sanitarios de Notificación Obligatoria. 
Ministerio de Salud Pública, División Epidemiología, 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 víricas tanto en la 
población que estudiaron de adultos como en la de niños, sin embargo, con respecto 
a las encefalitis, los enterovirus fueron una causa relativamente menor en 
comparación con algunos herpes virus como el herpes simple 1, citomegalovirus, y 
varicela-zóster virus. Si bien utilizaron RT-PCR dirigidas a distintas regiones del 
genoma viral, no realizaron secuenciación de los fragmentos amplificados para su 
tipificación. 
Un estudio realizado en el marco de una tesis de grado de la Licenciatura en 
Ciencias Biológicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad de la República, a 
partir de 209 muestras de LCR de niños de hasta 15 años de edad admitidos en un 
hospital de Montevideo con cuadros de meningitis/encefalitis durante 2011, detectó 
la presencia de enterovirus en 33 de estas muestras mediante una PCR dirigida a 
la región 5´UTR. El 64% de los casos positivos ocurrió en menores de 1 año de 
edad, el 21% en la franja etaria de 1 a 4 años, el 3% en niños de 5 a 9 años, y el 
12% de los casos ocurrió en niños de entre 9 y 15 años. A su vez, se evidenció un 
claro patrón de estacionalidad, con el mayor número de casos positivos en verano, 
y decreciendo a medida que transcurrían las distintas estaciones del año (Chacón, 
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 niños 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 
amplificación mediante distintas combinaciones de cebadores dirigidos a la región 
codificante de VP1, fue posible realizar la tipificación de 18 casos mediante 
secuenciación y análisis filogenético. Se evidenció la presencia de distintos tipos de 
la especie B: E3, E5, E6, E13, E18, CVB1, CVB3 y CVB5 en 2012 (12 casos), E11 
y CVB1 en 2013 (5 casos) y E11 en 2014 (1 caso). La mayoría de estos casos 
correspondieron a pacientes menores de 1 años de edad (14/18) (Hernández, 
2014). 
Además, en el marco de una tesis de Maestría en Ciencias Biológicas del 
PEDECIBA (Recarey, 2011) fue posible tipificar mediante amplificación, 
secuenciación y análisis filogenético de un fragmento parcial del segmento 
codificante de VP1, unas 7 muestras de LCR (de un total de 18) obtenidas de niños 
menores de 15 años hospitalizados por encefalitis/meningitis en una institución 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 clínicos que se han 
documentado desde el ámbito médico en revistas de carácter 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 población. A la fecha de inicio del proyecto de doctorado que dio lugar 
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a esta tesis, una búsqueda en GenBank utilizando los términos “enterovirus” + 
“Uruguay” devolvía 9 hits de secuencias nucleotídicas parciales. 
 
1.11. Enterovirus en el ambiente 
 
Considerando que un gramo de materia fecal humana puede contener hasta 6,5 
log10 TCD50 de enterovirus, la presencia de estos virus en las diversas matrices 
acuáticas en las que frecuentemente son detectados, es prácticamente 
consecuencia de su abundante concentración 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 práctica para su 
disposición final o resultado de fugas accidentales de los sistemas colectores del 
saneamiento, asegura la presencia de enterovirus en ríos, lagunas, arroyos e 
incluso en océanos. A su vez, distintas secreciones humanas (Centers for Disease 
Control and Prevention, 2021a), principalmente las nasofaríngeas, pueden 
contribuir a la presencia de enterovirus humanos en estas matrices acuáticas si su 
descarte se realiza mediante el saneamiento doméstico. 
Distintos estudios documentan concentraciones de enterovirus en agua residual que 
superan ampliamente los 10 millones de partículas 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 partículas son infectivas, mediante 
su inoculación 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, 
podría favorecer la continuidad de ciclos de infección desde el ambiente (La Rosa 
et al. 2012, Battistone et al. 2014a). 
En un artículo publicado en Annual Reviews of Microbiology en el año 1996 titulado 
“My role in the discovery and classification of the Enteroviruses”, Joseph Melnick 
describía a los enterovirus como agentes resistentes a todos los antibióticos 
conocidos y agentes quimioterapéuticos, los cuales no eran inactivados fácilmente 
por desinfectantes como el alcohol, fenol y compuestos de amonio cuaternario. A 
su vez, describía que los enterovirus no eran afectados por el éter ni por el 
desoxicolato, y tampoco por muchos detergentes que destruían arbovirus, 
ortomixovirus, o paramixovirus. En cambio, le confería eficacia al tratamiento con 
soluciones de formaldehido, ácido clorhídrico, o cloro libre, como también a la 
exposición 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 título viral, y tanto la porosidad de la superficie, como la presencia de 
materia orgánica, son factores que afectan la degradación de los enterovirus 
(Pallansch et al. 2013). 
Las características descritas anteriormente dan cuenta de cuán resistentes son los 
enterovirus a los distintos tratamientos químicos y físicos, 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 
desinfección 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 desinfección de aguas residuales (Simhon et al. 2019), así como de 
residuos sólidos provenientes del saneamiento y sus enmiendas higienizadas 
(Monpoeho et al. 2004). A su vez, algunas normativas de calidad ambiental, utilizan 
los niveles de concentración de enterovirus humanos como parámetro 
microbiológico para clasificar la inocuidad de determinados tipos de muestras12,13, 
o incluso algunas herramientas de Quantitative Microbial Risk Assessment estiman 
el riesgo de infección/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 ánimo de conocer 
de manera indirecta cuáles son los tipos que circulan en la población que circunda 
los puntos de colecta, ante la falta de mecanismos de vigilancia y reporte desde el 
ámbito médico/clínico, o incluso como complemento a la información que se obtiene 
desde este ámbito, es quizá el abordaje más 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 asintomáticas o subclínicas, y que incluso muchas veces estas 
son de rápida resolución sin que requieran consulta médica, la vigilancia clínica 
provee de una visión parcial acerca de la diversidad de enterovirus que circula en 
una comunidad. Esta visión estará sesgada probablemente hacia aquellos tipos que 
causan enfermedades más graves, como las AFP, las meningitis asépticas o las 
encefalitis. Por lo tanto, estudiando las variantes que están presentes en el agua 
residual, se puede obtener una perspectiva más amplia sobre la circulación de los 
diferentes enterovirus presentes en una comunidad (wastewater-based 
epidemiology); incluso es posible constatar la circulación 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 más profundo sobre la diversidad de enterovirus que circulan en una 
población en comparación con lo reportado desde casos sintomáticos durante la 
consulta médica (Figura 9), es difícil establecer el modo en que esas variantes están 
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 Resolución N° 375 del 29 de agosto de 2006. Conselho Nacional do Meio Ambiente. Ministério do Meio Ambiente. República 

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 I – 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 guía 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 podrían alterarla (Monge et al. 2018, Ivanova 
et al. 2019). 
La detección en agua residual de una variante cuya circulación en una comunidad 
no había sido descrita anteriormente (Majumdar & Martin, 2018, Majumdar et al. 
2021), puede constituir una alerta temprana a los prestadores de salud, así como 
un importante aviso a las autoridades de salud pública, a los efectos de enfocar 
acciones de prevención o preparar los servicios de salud antes de que ocurran 
brotes o casos esporádicos. 
El aumento en el interés del estudio del agua residual con fines epidemiológicos, 
data de los años 80, cuando se comenzó a desarrollar la vigilancia de poliovirus en 
el ambiente como un complemento al estudio de brotes de parálisis 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 búsqueda del virus polio en 
el agua residual durante brotes, ya era una práctica conocida antes de los años 80 
(Melnick, 1947). 
 

 
Figura 9. Complemento de la vigilancia ambiental y clínica. 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 sólo se 
muestran los hogares (a-h) donde hay personas cursando infecciones por enterovirus, así 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 síntomas presentados. En el panel de la derecha, se muestra el análisis de las variantes de 
distintos enterovirus detectados mediante la vigilancia clínica (a partir de individuos que concurrieron 
al hospital), así como mediante la vigilancia ambiental (a partir del estudio del agua residual generada 
por toda la población). Nótese que la mayoría de los enterovirus detectados fueron evidenciados 
desde la vigilancia ambiental, e integrando esta información con la obtenida de la vigilancia clínica, 
se obtiene una visión más amplia sobre la circulación 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 
la imagen 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 parálisis por poliovirus 3 y excreción 
del virus por parte de contactos cercanos al caso índice, hacia fines de 1984, se 
demostró mediante el análisis de aguas residuales colectadas a lo largo de todo el 
país, que la variante epidémica se había dispersado ampliamente por Finlandia sin 
que hubiera otros casos de parálisis identificados al momento. En Israel, en 1987-
1988, ante un brote de parálisis por poliovirus 1 con casos en distintas partes de su 
territorio, se implementó un programa de vigilancia ambiental a nivel nacional, y se 
detectó la presencia del virus en 6 de 197 muestras, las cuales incluían sitios en 
donde no se habían registrado casos de parálisis. La experiencia holandesa, resulta 
más interesante aún. En 1992-1993 se detectó un brote de poliomielitis en un grupo 
minoritario que rechazaba la vacunación por razones religiosas. Aunque no se 
detectaron casos de parálisis o excreción de virus en la mayoría de la población 
inmunizada, se detectó poliovirus 3 en 23 muestras de un total de 269 colectadas 
en 120 sitios distribuidos a lo largo de todo el país. Sin embargo, el virus se recuperó 
en aquellas muestras que provenían de villas principalmente habitadas por quienes 
se oponían a la vacunación, pero no en donde mayoritariamente residía la población 
inmunizada. Incluso, poliovirus 3 se detectó en muestras de agua residual 
doméstica colectada unas semanas antes de que se registrara el primer caso de 
parálisis en esa misma región. Hoy en día, considerando la potencial erradicación 
global del poliovirus, la vigilancia ambiental de este patógeno lejos está de agotarse. 
Con la intensificación de la vigilancia ambiental de enterovirus ha aumentado el 
conocimiento que tenemos sobre la circulación de muchos tipos. Incluso, se ha 
observado que, aunque la presencia de ciertos enterovirus no se evidencia 
comúnmente durante el estudio de casos clínicos en una población, estos están 
ampliamente diseminados en el agua residual que la misma genera y son fácilmente 
detectables (Harvala et al. 2014, Bisseux et al. 2020). 
 
1.12. Vigilancia ambiental de enterovirus humanos en América del Sur 
 
Un análisis de la bibliografía que describe la presencia de enterovirus humanos no 
polio en matrices ambientales de América del Sur, nos permitirá constatar que 
prácticamente todos los estudios que se han publicado han sido llevados a cabo en 
Argentina y Brasil. De hecho, en la mayoría de estos la detección de enterovirus se 
realiza con la finalidad de identificar signos de contaminación humana en cursos 
naturales de agua (Vecchia et al. 2012a, Maurer et al. 2015, Masachessi et al. 2018), 
reportando incluso altos niveles de detección de enterovirus con capacidad 
infectiva, planteando un riesgo de infección 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 
remoción de estos (Vecchia et al. 2012b, Hachich et al. 2013), o para explorar el 
grado de contaminación por enterovirus en aguas de irrigación de cultivos de hojas 
verdes producidos para consumo humano (Prez et al. 2018, Werneck et al. 2019). 
Sin embargo, abordajes de virología ambiental que contribuyan al conocimiento de 
la diversidad de los enterovirus humanos que circulan en las comunidades fueron 
desarrollados en la región sudamericana principalmente por el Instituto de Virología 
Dr. JM Vanella de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de 
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Córdoba, mediante el estudio de aguas residuales, y aguas de cursos naturales que 
reciben descargas de éstas en la ciudad de Córdoba (Farías et al. 2018, 2019); y 
por el Instituto Malbrán de Buenos Aires a partir del estudio de muestras de agua 
provenientes del Riachuelo y del Río 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 población de Córdoba (1.330.023 
habitantes en 2010). También se incluyeron en este estudio muestras de agua del 
río Xanaes, colectadas durante 2012 en su trayecto localizado a 45 km de la ciudad 
de Córdoba al pasar por una pequeña ciudad de unos 13 mil habitantes. La 
detección de enterovirus se realizó mediante RT-PCR dirigida hacia la región 
codificante de VP1 directamente aplicada al ARN viral extraído desde los 
concentrados de agua residual, y los productos de PCR fueron secuenciados 
mediante el método de Sanger y analizados filogenéticamente (Farías et al. 2018). 
El 59% de las muestras de agua residual y el 21% de las muestras de agua de río 
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 río 
que habían sido positivas. Se evidenció 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 más 
prolongada, y realizada de manera similar a la anterior, que abarcó el periodo 2009-
2014 (Farías et al. 2019), y mediante la cual se pudo evidenciar la frecuente 
detección también de E6 (28%), E14 (17%), E16 (14%), CVA9 (11%), E20 (9%) y 
CVA24 (6%) durante todo el periodo. Otros tipos detectados en menor proporción 
fueron E7, E13, E21, E25, y CVB4, los cuales representaron un 14% del total. 
Esta información complementó lo que se sabía previamente acerca de la circulación 
de algunos tipos en Córdoba mediante el estudio de casos de meningitis, que 
habían sido asociados principalmente a E30, CVA9, y CVB4 (Farías et al. 2011), 
ampliando el conocimiento acerca de la diversidad de enterovirus que circulan en la 
población 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 Río 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 secuenciación de VP1 y análisis filogenético 
para la tipificación de las muestras positivas. En el Riachuelo, todas las muestras 
fueron positivas para enterovirus y se reportó la detección de echovirus 6, 7, 11 y 
19, coxsackievirus B1, B3 y B5, y poliovirus vacunal Sabin 2 y 3. En cambio, 55% 
de las muestras del Río de la Plata resultaron positivas para la presencia de 
enterovirus, reportándose 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 
que tenemos sobre la circulación de diversos tipos es un subproducto de dicha 
actividad. 
Son varios los enterovirus no polio que pueden infectar y replicarse en una de las 
líneas 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 analítico 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 además la tipificación 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 más allá de 
la circulación 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 número 
de excretores en una población, 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 líneas 
celulares, a partir de fracciones de volumen del concentrado viral original, para 
maximizar la posibilidad de crecimiento de las distintas variantes que están 
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 secuenciación por el método de Sanger sea posible discernir 
la presencia de más de una única variante por muestra, y así obtener un 
conocimiento más cercano a la diversidad viral real en el ambiente. Este abordaje 
cuenta con una dificultad inherente a la utilización de líneas celulares para la 
detección de enterovirus, ya que se ha demostrado que las líneas más utilizadas y 
recomendadas para el aislamiento de poliovirus, favorecen el crecimiento de unos 
enterovirus sobre otros, e incluso hay enterovirus para los cuales aún no existen 
líneas celulares en las que se los pueda aislar (Pallansch et al. 2013, Faleye & 
Adeniji, 2015). 
Numerosos estudios han realizado la detección de enterovirus en muestras de agua, 
mediante la amplificación 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, Farías et al. 2019). 
Pero, esto también acarrea la desventaja de la necesidad de clonar el amplicón en 
un vector y seleccionar un determinado número de clones para secuenciar mediante 
el método de Sanger, si se desea identificar más 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 desafío también al momento de realizar su detección mediante 



45 
 
 

métodos de RT-PCR. En general se ha optado por la aplicación de métodos cuyos 
cebadores hibridan con una amplia variedad de tipos, y la tipificación es posible 
luego mediante secuenciación del fragmento amplificado y su análisis filogenético. 
Se han diseñado 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 diseñados específicamente para la 
detección y/ o caracterización de un único tipo, cuando el interés recae 
exclusivamente sobre este y no sobre una categoría más 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 descripción lo más amplia posible 
de la diversidad circulante -entendiendo que ésta será posiblemente una 
aproximación de la existente realmente- por lo que aquellas estrategias que logren 
amplificar varios enterovirus mediante la utilización de apenas un juego, o pocos 
juegos de cebadores, probablemente sean las más utilizadas. 
Con el advenimiento de las herramientas de next-generation sequencing se abrió 
un abanico de posibilidades para estudiar en profundidad la diversidad de 
secuencias contenidas en un único amplicón. Mediante una tecnología de 
secuenciación diferente a la diseñada por Sanger, era posible ahora obtener cientos 
de miles de secuencias, que representaban de manera más fidedigna la diversidad 
contenida en la muestra original que se había sometido a estudio (Figura 10), 
superando la observación permitida por la secuenciación mediante el método de 
Sanger, de apenas aquellas variantes más abundantes contenidas en una muestra. 
Sin embargo, inicialmente los estudios basados en next-generation sequencing de 
muestras ambientales, estuvieron enfocados en la capacidad de obtención de 
secuencias completas de genomas de poliovirus presentes en las mismas, y su 
validez como complemento/reemplazo de las metodologías 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 basó en la secuenciación 
profunda del ARN total extraído de muestras de agua residual. En el mismo, se 
evidenció la necesidad de enriquecer las muestras de alguna manera para poder 
discernir cuáles 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 utilizó, no sólo el 
aislamiento en líneas celulares específicas para polio y algunos enterovirus, sino 
también, el enriquecimiento de poliovirus mediante inmunoprecipitación, 
demostrando que estos abordajes tenían gran capacidad para identificar los tipos 
de virus polio presentes en las muestras, pero brindaban poca información sobre la 
diversidad de enterovirus no polio que co-circulaba, cuando se secuenciaba el target 
enriquecido. 
A inicios de 2018 se publicó un protocolo de amplificación 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 permitió identificar hasta 6 tipos distintos 
por muestra, entre ellos poliovirus. La secuenciación de los genomas polio permitió 
diferenciar distintas cepas del tipo Sabin en una misma muestra, así como el mapeo 
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de mutaciones de reversión de atenuación, 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 secuenciación Sanger. A mediados de 2018, un estudio similar 
propuso un protocolo de amplificación de dos fragmentos solapantes que cubrirían 
la extensión 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 evaluó con sobrenadantes de células RD inoculadas con concentrados de agua 
residual provenientes de Madagascar, posibilitando la detección de entre 2 a 5 tipos 
por muestra (Joffret et al. 2018). Más tarde, este método se utilizó para descifrar la 
diversidad de enterovirus contenida en sobrenadantes de células RD que habían 
sido inoculadas con concentrados de agua residual colectados en Rumania durante 
2015-2016, mostrando, que al menos un tercio de las muestras contenía dos o más 
enterovirus distintos (entre 2 a 5 enterovirus por muestra) (Baicus et al. 2020). 
Sin embargo, ya en 2017 se había 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 Protección 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 tecnología de 454 GS FLX de Roche, obteniendo 
entre aproximadamente 5.000 y 24.000 reads por muestra, que luego de ser filtrados 
según determinados parámetros 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 
cápside 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 países (Escocia, Inglaterra, Pakistán y 
Senegal), y se detectaron entre 9 (Escocia) y 60 (Pakistán) 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 utilizó 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 habían 
mostrado previamente ser negativas para el aislamiento de poliovirus y positivas 
para enterovirus-no polio mediante la utilización del algoritmo de testeo de muestras 
de agua residual para la vigilancia de poliovirus recomendado por la OMS. El estudio 
permitió detectar entre 2 y 21 enterovirus por muestra y reportó 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 características, realizados en distintas partes del 
mundo, fueron publicados en el año 2020. 
El primero de ellos, analizó 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 combinación de distintos pasos de concentración a unos 60 
ml, de los cuales se tomó 1 ml y se sometió a extracción de ARN y RT-PCR para un 
fragmento parcial de la región codificante de VP1, que luego fue secuenciado 
mediante Illumina MiSeq (2 x 300 bp paired end). Se logró 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 ámbito 
médico (Bisseux et al. 2020). 
Otro estudio, realizado con muestras de agua residual colectadas mensualmente 
durante 2016 desde una planta de tratamiento localizada a 30 kilómetros de 
Barcelona (España), generó 4 grupos de muestras según la estación del año y 
concentró los mismos (42 ml) mediante un protocolo de ultra centrifugación para 
someter una fracción del concentrado viral a extracción de ARN y RT-nested-PCR 
también dirigida hacia una región parcial de VP1. La secuenciación fue realizada 
mediante Illumina MiSeq (2 x 300 bp paired end). El estudio detectó la presencia de 
14 tipos pertenecientes a las especies A (4), B (7), y C (3). Se encontró que CVB5, 
E18, y E30 fueron los tipos más frecuentemente detectados en primavera y verano, 
y que E14 y EV-C99 lo fueron en otoño e invierno (Martínez-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 adsorción-elución. Para ello 
amplificaron tanto un fragmento parcial de VP1, como la región P1 en su extensión 
completa (la cual fue amplificada mediante dos PCRs distintas: una específica 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 secuenciación de la región 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 secuenciación del fragmento 
parcial de VP1. Este estudio encontró una correlación 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 región 
codificante de VP1 de enterovirus (incluyendo poliovirus) y obtiene, valiéndose de 
secuenciación con tecnología Oxford Nanopore (MinION) y una plataforma de 
análisis en tiempo real, secuencias consenso a partir de muestras que fueron 
multiplexadas. Esta metodología fue probada con ocho muestras de agua residual 
colectadas durante 2015 y 2017 en Pakistán, obteniendo una distribución de 
enterovirus en cada muestra muy similar a la que mostraron reads ensamblados de 
la misma región genómica cuando fueron secuenciados mediante Illumina MiSeq 
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(Figura 10). Se detectaron más de 40 enterovirus en total. Más allá de la exactitud 
del método al identificar los enterovirus contenidos en una única muestra, el mismo 
presenta los beneficios asociados al uso de la tecnología Nanopore, como ser la 
practicidad de un dispositivo de secuenciamiento portable, el bajo costo y la rapidez, 
lo cual probablemente le asegurará un lugar destacado en la vigilancia ambiental de 
los enterovirus (y probablemente poliovirus también) a nivel global. 
 

 
Figura 10. Muestras de agua residual contienen mezclas de múltiples 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 Pakistán. I: Illumina MiSeq, N: Oxford Nanopore. La 
detección de poliovirus es indicada por un asterisco. La imagen fue tomada y modificada de Shaw 
et al. (2020), doi:10.1128/JCM.00920-20. 

 
 
1.14. Algunos aspectos generales sobre la erradicación de poliovirus 

 
1.14.1. Poliomielitis 
 
Entre las diversas enfermedades mencionadas en secciones anteriores, las 
parálisis musculares han sido quizás las más notorias desde el punto de vista de la 
salud pública, y junto a ellas los poliovirus, los enterovirus que más han llamado la 
atención durante gran parte del siglo pasado. 
La poliomielitis es el resultado de la destrucción de motoneuronas en la médula 
espinal por acción de alguno de los tres serotipos de poliovirus. Clínicamente se 
distingue como una parálisis flácida asimétrica, sin pérdida sensorial permanente. 
El periodo de incubación de la enfermedad es de 7 a 14 días, y el contagio se da 
entre los 7 a 10 días antes del inicio de síntomas. A su vez, el virus, se excreta en 
las heces hasta 8 semanas después de la aparición de los síntomas (Nathanson, 
2008; Mosquera-Gordillo et al. 2014). Esta presencia en la materia fecal (y también 
en secreciones faríngeas), le permite al virus diseminarse en la población humana 
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ya que su transmisión justamente se da principalmente de persona a persona a 
través de la vía fecal-oral (Nathanson & Kew, 2010). 
La recuperación de una infección 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 diseminación hacia el sistema nervioso 
(Racaniello, 2006), y la relación entre parálisis/infección depende del serotipo: 1 
caso de parálisis cada 200 infecciones para PV1, 1 caso cada 1.800 infecciones 
para PV2 y 1 caso cada 1.200 infecciones para PV3 (Nathanson & Kew, 2010). 
Poliovirus también es capaz de causar parálisis 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 epidemiológica, la poliomielitis fue considerada como una 
enfermedad dentro del espectro de las AFP, las cuales se definen como cuadros 
clínicos en los cuales hay un inicio agudo de debilidad en las extremidades, con 
grados variables de disfunción del sistema nervioso autónomo y somático. Bajo el 
término de AFP quedan comprendidos una variedad de síndromes clínicos como el 
de Guillain-Barré o la mielitis transversa, pero también incluye diversas causas de 
parálisis flácida como traumatismos, tumores, y trastornos inmunopatológicos (de 
Quadros et al. 1997). 
 
1.14.2. Vacunas antipoliomielíticas 
 
Existen dos vacunas que han sido ampliamente utilizadas en la población humana 
debido a su eficacia en la prevención de las parálisis musculares causadas por 
poliovirus. Una de ellas es preparada con cepas atenuadas de los serotipos PV1, 
PV2 y PV3, de suministro oral y desarrollada por el científico 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 científico 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 campañas de erradicación mundial de la poliomielitis. La vacunación 
ha provocado que los casos de poliomielitis debidos a virus polio salvaje disminuyan 
drásticamente, habiéndose erradicado el virus en la mayoría de los países del 
planeta, siendo restringida actualmente su circulación únicamente a Afganistán y 
Pakistán. 
Los virus atenuados que componen la vacuna OPV se administran vía oral, y éstos 
replican en el tracto digestivo del individuo vacunado, simulando un proceso natural 
de infección para luego eliminarse en las heces. A su vez, estimula la producción 
de anticuerpos secretores IgA y circulantes IgG. Al tratarse de virus vivos, la vacuna 
puede ser transmitida desde la persona vacunada a los contactos más cercanos 
que no estén inmunizados, así como puede difundirse en el ambiente llegando a 
personas vacunadas o no vacunadas. Además, la circulación de la vacuna a nivel 
comunitario, desplaza al virus salvaje, interrumpiendo su transmisión (Organización 
Panamericana de la Salud, 2005; Oberste, 2018). 
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Por otro lado, la vacuna IPV es no replicativa ya que está preparada con virus 
muertos. Su aplicación es de tipo parenteral subcutánea o intramuscular. Los virus 
que componen esta vacuna no son eliminados en las heces. Si bien la vacuna 
estimula la producción de anticuerpos circulantes y bloquea la excreción faríngea, 
la inmunidad intestinal es relativamente menor que la humoral, por lo que no ofrece 
resistencia a la infección y propagación 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 están más relacionadas a cuestiones logísticas para su 
aplicación, o a la economía de las campañas de erradicación del virus, que no 
analizaremos aquí (Kew & Pallansch, 2018). La diferencia que más nos atañe, es la 
que está dada entre ambas vacunas por la inestabilidad genética de las cepas Sabin 
(vacuna OPV), que puede llevar a una reversión de las mutaciones de atenuación 
durante su replicación en un individuo vacunado, y así adquirir nuevamente un 
fenotipo neuro virulento. Esto será explicado en detalle más 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. Erradicación. Situación mundial actual 
 
En el año 1988, cuando la Asamblea General de las Naciones Unidas lanzó la 
Iniciativa para la Erradicación de la Poliomielitis, se estimaban 350.000 casos de 
parálisis a nivel mundial debido a los tres serotipos de poliovirus, y un total de 125 
países se consideraban endémicos al no haber interrumpido hasta entonces la 
transmisión del virus (World Health Assembly, 1988; Kew & Pallansch, 2018). La 
Iniciativa planteaba el año 2000 como fecha límite para la cual la humanidad debía 
haber erradicado la circulación en el planeta de los tres serotipos y con ello, 
erradicado la enfermedad. 
Los esfuerzos de erradicación liderados por la Iniciativa fueron agresivos, y a pesar 
de que nos encontramos a 21 años de la fecha objetivo inicialmente propuesta, las 
distintas etapas de la erradicación pueden resumirse en algunos hitos que se 
detallan a continuación. 
Desde que se lanzó la Iniciativa para la Erradicación de Polio, los casos de parálisis 
debido al virus se redujeron en un 99.99% a nivel mundial (Tuma et al. 2021). 
Desde 2017, únicamente Afganistán y Pakistán han reportado casos de AFP debido 
a poliovirus salvaje, totalizando 373 casos de AFP a nivel mundial. En 2021, 
únicamente han sido reportados 2 casos de AFP con aislamiento de poliovirus 
salvaje (tipo 1) en estos países (1 en Afganistán y 1 en Pakistán)14. Estos dos países 
son los únicos del planeta donde no se ha interrumpido la circulación de poliovirus 
y por lo tanto se consideran endémicos. Hasta 2016, también Nigeria se consideró 
endémico (4 casos de AFP por poliovirus 1 en 2016), sin embargo, luego de 4 años 

                                                           
14 Datos de vigilancia al 8 de agosto de 2021: https://polioeradication.org/wp-
content/uploads/2021/08/weekly-polio-analyses-WPV-20210803.pdf 



51 
 
 

sin que existan reportes de casos de parálisis por polio salvaje en Nigeria, el 
continente africano fue certificado como una región polio-free en agosto de 202015. 
En noviembre de 2012 se reportó el último caso de parálisis debido a polio salvaje 
3 (Kew et al. 2014) mientras que el último caso debido al tipo salvaje 2 había sido 
reportado en 1999, y se declaró erradicado en 2015 (Global Commission for the 
Certification of Poliomyelitis Eradication, 2015). Desde hace aproximadamente 8 
años el único serotipo de polio salvaje que ha causado parálisis es el tipo 1 (Tuma 
et al. 2021). 
 
1.14.4. Estrategia de erradicación 
 
La erradicación del poliovirus en 5 de las 6 regiones geográficas definidas por la 
OMS (Centers for Disease Control and Prevention, 2021b), se ha basado 
principalmente en ampliar al máximo posible la cobertura de inmunización de rutina 
en las poblaciones, así como en el desarrollo de actividades de inmunización 
complementarias. A su vez, se ha planteado una vigilancia exhaustiva del virus y su 
contención/eliminación en áreas de transmisión continua. Históricamente, poliovirus 
ha sido la principal causa de AFP en niños. Por lo tanto, la vigilancia de las AFP es 
el gold standard para la detección 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 análisis, y los resultados obtenidos 
asisten en la toma de decisiones para direccionar los esfuerzos de inmunización 
(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 
o en otras muestras ambientales, principalmente como complemento de la vigilancia 
de AFP, identificando la transmisión residual del virus salvaje en áreas endémicas 
particularmente cuando las cadenas de transmisión se dan sin que aparezcan 
síntomas de parálisis (Tuma et al. 2021). También es útil para detectar de manera 
temprana la importación de poliovirus salvajes en áreas libre del virus, o de 
derivados vacunales, o incluso para identificar la presencia de cepas relacionadas 
a la vacuna luego de campañas de vacunación con OPV, o para conocer el grado 
de dispersión 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 erradicación, la vigilancia 
ambiental también puede proveer información importante acerca del estatus de 
polio-free para certificar una región, 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 Erradicación de la 
Polio (GPEI) ha llevado al virus polio hacia el umbral de la erradicación (Tuma et al. 

                                                           
15 La Comisión Regional de Certificación certificó el 25 de agosto de 2020 a África como una region libre de 
polio luego de 4 años sin detección de parálisis 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 Paralítica Asociada a la Vacuna (VAPP) ocurre en un muy pequeño 
número 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 transmisión sostenida de persona a 
persona de cepas Sabin entre individuos susceptibles puede resultar en la 
emergencia de cepas “revertantes” que hayan adquirido características de 
neurovirulencia y transmisibilidad del poliovirus salvaje. Finalmente, la replicación 
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 parálisis en el individuo y 
potencialmente en sus contactos más cercanos, aunque es un fenómeno muy raro 
(Minor, 2009). 
Actualmente, los aislados de PV se dividen en tres categorías: 
1) Poliovirus salvajes (más de 15% de divergencia a nivel nucleotídico con la cepa 
Sabin correspondiente). 
2) PV del tipo vacunal, para los cuales se sabe que existe una divergencia menor a 
1% (PV1 y PV3) o menor a 0,6% (PV2) en la secuencia nucleotídica 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 nucleotídica de VP1 de la cepa Sabin 
correspondiente. 
A su vez, las VDPV se dividen en tres clases: las cVDPV (circulantes) cuando existe 
evidencia de transmisión persona a persona en la comunidad, las iVDPV (aisladas 
de pacientes inmunodeficientes en los cuales la VDPV replicó de manera 
prolongada en el tiempo), y las aVDPV (ambiguas), las cuales pueden ser tanto 
aislados clínicos de personas inmunocompetentes sin evidencia de transmisión, o 
también aislados ambientales (a partir de agua residual) que no guardan relación 
con cVDPV o iVDPV conocidas y cuya fuente es desconocida (Kew et al. 2005). 
La mayor importancia epidemiológica recae sobre las cVDPV, ya que estas 
recuperan las propiedades biológicas de los poliovirus salvajes y son capaces de 
circular indefinidamente en poblaciones con bajas coberturas vacunales, con el 
riesgo de producir parálisis en individuos susceptibles. De hecho, desde el año 2000 
los brotes de AFP por cVDPV significan un gran problema, y han dificultado los 
objetivos de erradicación del virus polio (Kew & Pallansch, 2018). 
Los brotes de parálisis ocasionados por cVDPV presentan un fuerte sesgo en el 
serotipo (Figura 11), ya que cVDPV-2 ha significado más del 85% de los casos, 
seguido por cVDPV-1 y por último cVDPV-3. Desde 2006 hay una clara 
predominancia de cVDPV-2 (Kew & Pallansch, 2018). 
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Figura 11. Brotes de parálisis flácidas agudas generados por cVDPV (circulating Vaccine-
Derived Poliovirus) en el periodo 2000-2017. a) Localización y personas afectadas en los distintos 
brotes de parálisis flácidas 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) Evolución en el número de casos de parálisis flácidas agudas a nivel mundial 
atribuidas a los derivados vacunales circulantes de poliovirus en el periodo 2000-2017. Nótese la 
predominancia de casos por cVDPV-2 a partir del año 2006. La figura fue tomada y modificada de 
Kew & Pallansch, (2016); doi: 10.1146/annurev-virology-101416-041749. 

 
En los últimos 5 años (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 países, respectivamente16. 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 números con los 408 casos de AFP 
causados por poliovirus salvaje en el mismo periodo (2016-2020)17 podremos 
comprender la relevancia que tienen los cVDPV para la salud pública. 
Considerando que el poliovirus salvaje tipo 2 no circula desde 1999, y que la 
mayoría de los brotes relacionados a cVDPV implican a cVDPV-2, se diseñó 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, más una dosis (al 
menos) de IPV-2, la cual se programó para abril de 2016 con la finalidad de que 
sucediera de manera sincronizada en todo el planeta. De esta manera se pretendió 
disminuir el número 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 
quizá fue generada por el uso de una vacuna monovalente OPV contra el serotipo 
2, que se utilizó en respuesta a los brotes de parálisis causados por cVDPV-2 
residuales luego del switch tOPV por bOPV, y que también ha propiciado la 
generación de casos de parálisis 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. Erradicación de poliovirus en las Américas 
 
El último caso de parálisis con aislamiento de virus polio salvaje en América tuvo 
lugar en Perú, en el año 1991. Tres años más tarde, sin que fueran detectados 
nuevos casos en todo el continente, la OMS declaró a las Américas como la primera 
región del mundo libre de circulación de los tres serotipos del virus polio salvaje. En 
este sentido nuestro continente fue pionero, ya que el mismo estatus sería 
alcanzado por otras regiones recién a partir del año 2000 (de Quadros et al. 1997, 
Mosquera-Gordillo 2014). 
La vigilancia de las AFP es la forma primaria para detectar posibles parálisis 
causadas por poliovirus, por lo tanto, un sistema de vigilancia de buena calidad es 
necesario para asegurar la ausencia de circulación del virus en la comunidad, y 
mantener el estatus de región libre de poliovirus salvaje. Sin embargo, y 
contrastando con los esfuerzos que otrora llevaron a la erradicación del virus en el 
continente, en la actualidad los sistemas de vigilancia de Latinoamérica se han 
caracterizado por un subregistro de notificación de AFP, y por las ineficiencias tanto 
en lo relacionado a la obtención y envío de muestras para su análisis 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 orígenes no relacionadas a poliovirus, por lo que 
suceden independientemente de la presencia del virus en una región. Las 
recomendaciones para la vigilancia de las AFP son claras en tanto establecen que 
la tasa anual esperada de notificación de AFP en una población debería ser de 1 
caso cada 100.000 personas menores de 15 años. En la mayoría de los países del 
continente americano no se alcanza ese valor (Figura 12). Únicamente México, 
Honduras, Costa Rica, Cuba y Chile reportan tasas superiores a 1. Si bien algunos 
países tienen tasas superiores a 0,8 en general no se logran los estándares 
recomendados para la obtención de muestras adecuadas durante las primeras 48 
horas siguientes a la notificación. Por otro lado, son 9 países que reportan tasas 
inferiores a 0,8. Lamentablemente, en los últimos 15 años, Uruguay en general ha 
estado muy por debajo, o por debajo de la tasa esperada18, incluso llegó a no 
reportar ningún caso de AFP en 201019, lo cual es indicador de un sistema de 
vigilancia con notorias deficiencias. 
Esta problemática a nivel regional, se complementa con las coberturas vacunales 
heterogéneas y bajas que algunos países poseen (Figura 12), lo cual impide la 
eficacia vacunal. Esto se traduce, por ejemplo, en que en Ecuador haya 100.000 
niños 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 erradicación del virus polio en las Américas se debe 
principalmente al uso de la vacuna atenuada OPV, hoy en día, 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 circulación silenciosa de VDPVs. Actualmente todos los países de 
Latinoamérica han introducido al menos una dosis de IPV. Entre estos son sólo 4 
países (Costa Rica, Chile, Uruguay y Argentina) que han dejado de utilizar 
totalmente la OPV y siguen la recomendación de la Sociedad Latinoamericana de 
Infectología Pediátrica (SLIPE) de inmunizar con al menos 4 dosis de IPV (Falleiros-
Arlant et al. 2020). 
Uruguay cambió completamente su esquema de vacunación anti polio desde la 
aplicación de la trivalente OPV hacia la trivalente IPV, en mayo de 2012. Argentina 
realizó 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) más la 
monovalente IPV-2, y más tarde (en julio de 2020) cambió hacia un esquema de 
IPV trivalente exclusivamente. 
 

 
Figura 12. Vacunación y vigilancia de poliovirus en las Américas. En a) se muestra el mapa 
político de América con cada país coloreado según el porcentaje de la población con tres dosis de 
vacuna anti polio, según datos de 2018 que cada país reportó a la OMS. En b) se muestran datos 
de vigilancia clínica de parálisis flácidas agudas (AFP) en los países de las Américas (mencionados 
según el código de países de tres letras) para el año 2020. Las tasas de notificación de AFP no 
alcanzan el mínimo recomendado (1 cada 100.000 individuos < 15 años) en la mayoría de los países 
del continente. De igual manera, no se logra el mínimo porcentaje recomendado (80%) de casos 
investigados dentro de las primeras 48 horas siguientes a la notificación, ni de muestras de heces 
colectas adecuadamente de personas con AFP, ni de establecimientos reportando al sistema de 
vigilancia en cada país, en varios países. Por lo que puede decirse que, en general en la región, la 
vigilancia de poliovirus se realiza de manera sub-óptima. Estados Unidos (USA) no reporta al sistema 
de vigilancia. Los valores de tasa de AFP (Rate) para cada país fueron coloreados de verde cuando 
están por encima del mínimo recomendado de 1 caso cada 100.000 individuos menores de 15 años, 
de amarillo cuando el valor oscila entre 0.8 y 1, y de rojo cuando el valor está por debajo de 0.8. En 
el año 2020, Uruguay (URY) reportó 7 veces menos parálisis de las que debería haber reportado 
para lograr al menos un indicador óptimo 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 Organización 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 región de América del Sur nos remontamos al menos al año 1967, cuando 
investigadores de la Facultad de Higiene y Salud Pública 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 irrigación 
de huertas del Estado paulista, mediante la inoculación de concentrados obtenidos 
a partir de estas, en ratones recién nacidos  y en cultivo de células HeLa (Christovão 
et al. 1967). 
A su vez, destaca el rol que jugó el laboratorio creado en 1968 por el Dr. Hermann 
Schatzmayr en la Escuela Nacional de Salud Pública (ENSP), el cual se convirtió 
en referencia a nivel de Brasil para la erradicación 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 
metodologías de concentración de virus, que serían más tarde, transferidas a la 
Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB). Dicho organismo es el 
responsable del diagnóstico y monitoreo de calidad ambiental del Estado de São 
Paulo, y desde 1999 ejecuta un Programa de Vigilancia de Enterovirus en el cual se 
estudian muestras de agua cada 15 días en puntos de alta movilidad humana, como 
aeropuertos y puertos, así como de plantas de tratamiento de agua residual. Los 
poliovirus que se detectan son enviados al Laboratorio de Enterovirus del Instituto 
Oswaldo Cruz, en Río de Janeiro, para su caracterización (Schatzmayr & Cabral, 
2009). 
Sin embargo, los estudios más relevantes han sido los que se han desarrollado 
posteriormente a la erradicación del virus en la región, los cuales han estado 
centrados en descartar la presencia de poliovirus salvaje, o evaluar el efecto en la 
circulación de las cepas vacunales que tuvo el reemplazo de OPV por IPV, como 
también evaluar el grado de dispersión de variantes relacionadas a la vacuna 
atenuada OPV. 
En 2000-2001 ocurrió un brote de poliomielitis en República Dominicana y Haití 
debido a un derivado vacunal del tipo 1 (Centers for Disease Control and Prevention, 
2001). Ello significó un punto de inflexión en nuestra región debido a que activó las 
alarmas de los sistemas de salud pública, y a partir de entonces diversos países 
realizaron actividades de vigilancia ambiental de poliovirus. 
En el año 2004, se publicó un trabajo en el cual se estudiaron 14 muestras de agua 
residual y agua corriente colectadas en 6 provincias de Ecuador que poseían alto 
riesgo de circulación de poliovirus. Dicho trabajo reportó la presencia de poliovirus 
en 6 de las 14 muestras, identificándose 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 Córdoba en 
Argentina, utilizó de rutina la vacuna IPV en su programa de inmunización infantil, y 
la OPV únicamente 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 Córdoba colectaron semanalmente muestras de agua 
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residual de la ciudad de Córdoba, así como también de tres poblados cercanos a 
dicha ciudad, que nunca habían interrumpido la vacunación con OPV, y las 
estudiaron para la detección y caracterización de poliovirus según 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, 
aunque este porcentaje se incrementó 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, más 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 información genética 
mostró ser del tipo Sabin. Un 77% de estos presentó al menos una mutación en VP1 
y el 3% presentó 5 o más mutaciones. Si bien se detectaron algunas mutaciones de 
reversión de atenuación en algunos aislados, la máxima divergencia genética con 
respecto a las cepas Sabin fue de 0,77% para los serotipos 1 y 3, y de 0,44% para 
el serotipo 2. No se detectó recombinación con otros enterovirus. 
El decline en la detección de poliovirus luego de la implementación de IPV, así como 
la baja divergencia con respecto a las cepas Sabin junto a la ausencia de 
recombinación con otros enterovirus, llevó a sugerir que no había una circulación 
sostenida de cepas OPV en la comunidad al suministrar la IPV con buena cobertura 
en la población. 
Este estudio, pionero en la región, más allá de analizar el efecto del reemplazo de 
una vacuna por otra en la circulación de poliovirus, caracterizó un gran número de 
poliovirus aislados desde el ambiente, por lo que constituyó un importante 
antecedente de vigilancia ambiental no sólo para Córdoba, sino que también para 
la Argentina y la región Sudamericana en su conjunto. 
Más recientemente, en el periodo 2011-2012, el Laboratorio de Enterovirus del 
Instituto Oswaldo Cruz de Río de Janeiro, realizó 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 vacunación con OPV y una 
cobertura superior al 95% en la población (de Oliveira Pereira et al. 2016). Las 
muestras fueron estudiadas según recomendaciones de la OMS, y se aisló 
poliovirus a partir de 8 muestras, tratándose en todos los casos de cepas del tipo 
Sabin. Sin embargo, se encontraron algunas sustituciones nucleotídicas de interés, 
a nivel de 5´UTR, asociadas con el fenotipo neuro virulento de poliovirus. No hubo 
evidencia de VDPV ni de eventos de recombinación. 
Adicionalmente, actividades de vigilancia ambiental de poliovirus han sido llevadas 
a cabo en Colombia, (Municipio de Armenia, Quindío) con el objetivo de conocer la 
circulación del virus en la comunidad durante periodos de inmunización con OPV, 
así como de conocer la diversidad de cepas polio en el ambiente, antes del cese del 
uso de OPV. Estos estudios han identificado únicamente cepas del tipo Sabin 1 y 3 
(González 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 Epidemiológica del Estado de San 
Pablo, se aisló un poliovirus a partir de una muestra de agua de mar obtenida en el 
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Puerto de San Sebastián, 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 recombinación con otros enterovirus de la 
especie C. A su vez, se detectaron reversiones en mutaciones de atenuación en 
5´UTR y VP1. Se estimó que la fecha en que la cepa OPV original fue suministrada 
en un evento de vacunación fue aproximadamente 8,5 años antes de que fuera 
identificada desde la muestra colectada en el mar, lo que indica que el virus habría 
replicado durante varios años, posiblemente a partir de su transmisión a través de 
varios individuos. 
A pesar de esta detección, no se registraron cepas relacionadas en Brasil o en algún 
otro sitio, ya sea circulando en ambiente, o en personas. 
Sin embargo, meses más tarde (marzo de 2014) se detectaría un poliovirus salvaje 
del tipo 1 en aguas residuales colectadas en el Aeropuerto Internacional de 
Viracopos, (Campinas, San Pablo), y su análisis genético indicó una relación 
cercana con un polio identificado en un caso de parálisis en Guinea Ecuatorial (Pan-
American Health Organization, 2014). A partir de este hallazgo, las autoridades de 
salud pública de Brasil fortalecieron la vigilancia de las AFP mediante una búsqueda 
activa de casos en todo el estado de San Pablo. Si bien no se reportaron casos de 
parálisis, ni se detectó la presencia del virus desde otra fuente, la vigilancia mostró 
por sí misma su importancia como una herramienta fundamental para la detección 
temprana de importación de poliovirus salvaje en territorios donde fue erradicado. 
 
1.14.8. Erradicación del poliovirus en Uruguay 
 
Desde que se cuenta con registro, en el año 1956 Uruguay contabilizó un máximo 
de 21 casos de poliomielitis cada 100.000 habitantes (aproximadamente unos 550 
casos). Al año siguiente, se introdujo en el país la vacuna Salk (inactivada), y en 
1962 se la sustituyó por la vacuna Sabin (atenuada), la cual comenzó a aplicarse 
de forma masiva en la población (Quian, 2010). En el 1966 la vacuna Sabin se 
estableció como componente permanente en el plan de vacunación, y en 1982 se 
hizo obligatoria mediante Ley 15.272 (Quian, 2010; Sorondo & Frantchez, 2014). 
Desde principios de los años 90, Uruguay sostuvo un porcentaje de cobertura 
vacunal superior al 95% (Sorondo & Frantchez, 2014). 
En el año 1978 ocurrió el último caso de parálisis 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 características, aunque, en 
1989 se reportaron tres casos de polio paralítica asociada a vacunación (Sorondo 
& Frantchez, 2014). 
En mayo de 2012 se reemplazó totalmente la vacuna OPV por la IPV en todo el 
territorio nacional, y desde entonces se inmuniza a la población mediante un 
esquema que indica su aplicación a los 2, 4, y 6 meses de vida, y una cuarta dosis 
a los 4-6 años 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. Introducción a la enfermedad 
 
La enfermedad manos-pies-boca (HFMD del inglés Hand-Foot-and-Mouth disease) 
está asociada a la infección por distintos enterovirus humanos y consiste en un rash 
maculopapular vesicular transitorio, en manos, pies y boca, acompañado de 
síntomas de una infección viral leve (Muehlenbachs et al. 2015). De acuerdo al 
Centro para el Control y Prevención de las Enfermedades de Estados Unidos, es 
una enfermedad común en niños menores de 5 años, debido a la falta de inmunidad 
contra dichos patógenos en los primeros años de vida (Centers for Disease Control 
and Prevention, 2021c). 
Epidemias de la enfermedad ocurren cada pocos años en la medida que aumenta 
la cantidad de niños sin exposición previa al virus causante. Éstas comúnmente 
afectan niños pequeños en escuelas o centros de cuidado infantil. Los cuadros son 
leves y en torno a los 7 a 10 días 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 incubación lleva entre 3 a 6 días y el paciente es más 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 transmisión a nivel del núcleo familiar sucede en el 52% al 
84% de los casos de infección con enterovirus A71. Si bien los adultos por lo general 
cursan infecciones asintomáticas, pueden desarrollar la enfermedad, e incluso, más 
frecuentemente, transmitir el virus en su entorno (Saguil et al. 2019) 
En América del Norte y zonas templadas, los brotes de HFMD ocurren comúnmente 
desde la primavera hasta el otoño, 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 año (Flett et al. 2012, Centers for Disease Control and Prevention, 
2021c). 
La HFMD ha recibido una gran atención en las últimas dos décadas, especialmente 
a nivel de la región de Asia-Pacífico, no sólo debido al reporte de grandes brotes, 
sino también porque lejos quedó el concepto de que se trataba de una infección 
viral leve con manifestaciones clínicas típicas que se resolvían espontáneamente al 
cabo de unos días y sin complicaciones. Hoy se sabe que la HFMD presenta 
características clínicas, epidemiológicas e incluso etiológicas muy distintas a las que 
presentó originalmente. De hecho, su importancia ha sido tal para algunos sistemas 
de salud, que, por ejemplo, China estableció un sistema nacional de vigilancia para 
la enfermedad a partir de 2008, (Xing et al. 2014) y otros países de la región Asia-
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Pacífico han montado sistemas o desarrollado experiencias para el reporte de casos 
y su estudio correspondiente (González G et al. 2019, Nhu et al. 2021). 
Esposito y Principi (2018) han resumido algunas características que han llevado al 
incremento en el interés por el estudio de la HFMD no sólo 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 últimos años 
de casos atípicos de la enfermedad, en conjunto con el reporte de infecciones en 
millones de niños. También explican, que ha suscitado un gran interés que algunos 
enterovirus involucrados clásicamente en enfermedades muy graves, puedan ser el 
agente etiológico también de HFMD. Por último, consideran que la asociación entre 
casos de HFMD y algunos problemas neurológicos y cardiorrespiratorios graves 
que, en algunos casos, han provocado la muerte, incrementa el interés por esta 
patología. 
Si bien coxsackievirus A16 y enterovirus A71 han sido los dos enterovirus más 
frecuentemente vinculados a los cuadros de HFMD, (no sólo en la región de Asia-
Pacífico, 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, A10, 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 consolidó el conocimiento acerca de la asociación de 
los coxsackievirus del tipo A con el cuadro clínico conocido como herpangina 
(Parrott et al. 1952; Jack & Chenoweth, 1958) pero aún restaba mucho por 
conocerse acerca de estos patógenos y su asociación con la gran diversidad de 
enfermedades desde las cuales se reportan hoy en día. 
Hacia finales de junio y principios de julio del año 1957, un brote de enfermedad 
febril de corta duración, con características inusuales, tuvo lugar en los suburbios 
de la ciudad de Toronto, en Canadá (Robinson et al. 1958, 1961). 
El brote afectó 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 presentó lesiones a nivel de orofaringe o fauces, 
las cuales consistían de enrojecimiento o úlceras en un ambiente de inflamación. 
Las úlceras estaban precedidas por vesículas que se desarrollaban a partir de 
pequeñas máculas rojas. Algunas vesículas ulceraban, mientras que otras se 
absorbían espontáneamente. A su vez, casi la mitad de los casos presentaron rash 
cutáneo, de forma maculopapular, y en aproximadamente el 25% de los casos se 
observó también un rash vesicular. Por lo general, las extremidades, manos y pies 
fueron las partes más afectadas. 
Estos síntomas aparecieron en distintos porcentajes de individuos afectados, y en 
diferentes combinaciones. Además, se registraron síntomas respiratorios, 
gastrointestinales, conjuntivitis, o dolor de cabeza. 
El brote afectó a individuos de ambos sexos y de todas las edades, aunque casi la 
mitad de estos pertenecía a la franja etaria de 1 a 4 años. La enfermedad era 
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altamente infecciosa, ya que afectó a 60 de los 115 miembros de los núcleos 
familiares involucrados en el brote (27 familias). 
El estudio virológico realizado mediante inoculación de muestras a ratones lactantes 
o de aislamiento viral en cultivos celulares de riñón de mono, posibilitó junto a 
ensayos de seroneutralización con diferentes antisueros monotípicos, la 
identificación 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 Británicas (69 
casos) también con identificación de coxsackievirus A16 (Alsop et al. 1960). 
También en 1959, se reportó un brote de HFMD relacionado a CVA16 en California, 
en otros Estados del oeste de Estados Unidos, y en Hawai, con la particularidad de 
que 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 aledaños y en la ciudad de Bristol (Inglaterra), se identificó la presencia 
de coxsackievirus A5 como agente causal de los mismos (Flewett et al. 1963). 
Estos estudios pioneros demostrarían que la HFMD causaba cuadros similares en 
distintas poblaciones, con síntomas que podían incluir desde apenas algunos hasta 
una larga lista, de severidad variable, y lo más importante, fue posible comprender 
que varios coxsackievirus del tipo A (inicialmente) podían causar cuadros clínicos 
muy similares, apenas distinguibles unos de otros. 
 
1.15.3. Cuadro clínico 
 
1.15.3.1. Presentación clásica 
 
La presentación clásica de la enfermedad se da como una afección febril 
autolimitada, acompañada de malestar, ulceración 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, acompañada por malestar, inapetencia y dolor 
de garganta. Al cabo de 1 a 2 días pueden comenzar a aparecer lesiones dolorosas 
en la boca (lengua, paladar, y mucosa). Máculas eritematosas de la cavidad oral 
evolucionan a vesículas que al reventarse causarán ulceraciones dolorosas 
(Repass et al. 2014). 
Las lesiones y el dolor a nivel oral, puede causar molestia al alimentarse y beber 
líquidos, lo que puede llevar a la deshidratación. El rash cutáneo generalmente se 
manifiesta en las palmas de manos y plantas de pies, y en ocasiones también en 
nalgas y en la región genital (Aswathyraj et al. 2016). 
Las lesiones en la piel típicamente son vesículas rodeadas de eritema, pero también 
pueden aparecer pequeñas máculas, pápulas, vesículas agrupadas, e incluso 
ampollas. Por lo general estas lesiones no son pruríticas, pero sí a menudo 
dolorosas. Es común que el individuo afectado presente sólo algunos de estos 
síntomas. Pasados los 7 a 10 días los cuadros por lo general se resuelven sin 
complicaciones (Nassef et al. 2015). 
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1.15.3.2. Presentación atípica 
 
Si bien no ha sido posible establecer una correlación directa entre sintomatología y 
serotipo (Nassef et al. 2015), existe una sólida evidencia acerca del rol de 
coxsackievirus A6 en el incremento de casos atípicos de la enfermedad. No 
obstante, también hay reportes de casos atípicos 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 atípicos se caracterizan por presentar lesiones cutáneas con una 
distribución más amplia, involucrando el tronco y extremidades del paciente 
afectado (Figura 13). También, puede darse el “eczema coxsackium” con erosiones 
localizadas en áreas donde previamente hubo o está activa una dermatitis atópica. 
Otro síntoma posible de los cuadros atípicos, 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 último, también puede darse la aparición 
de signos de hemorragia en forma de petequias, o lesiones purpúricas. Las 
ampollas al parecer son más comunes en niños menores de 1 año, y petequias/ 
lesiones purpúricas y alteraciones en las uñas son más comunes en niños mayores 
de 5 años. El eczema coxsackium fue la presentación atípica más común en 
pacientes con historial de dermatitis atópica (Flett et al. 2012, Mathes et al. 2013, 
Sinclair et al. 2014). 
Durante la caracterización de casos atípicos de HFMD, Sinclair et al. (2014) 
describieron lesiones semejantes al eczema herpeticum o a la varicela, así como 
también, Flett et al. (2012) describieron la aparición de erosiones superficiales con 
costra y vesículas simétricamente distribuidas en las regiones perioral y perianal, y 
en el dorso de las manos. 
La aparición de líneas de Beau y onicomadesis, pueden también ocurrir, por lo 
general en una etapa tardía de la sintomatología de HFMD, o incluso varias 
semanas después de resolverse el cuadro. Las primeras son una especie de líneas 
horizontales en forma de crestas o surcos en la uña, y la segunda se caracteriza por 
una separación completa de la región proximal de la uña con respecto a su base 
(Nassef et al. 2015). 
También puede darse la descamación 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 aparición de 
sintomatología atípica para la cual muchas veces los pediatras no estaban 
acostumbrados a ver en la clínica, así como la prolongada duración de los síntomas, 
o incluso la aparición de síntomas tardíos, 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 hospitalización, existe la posibilidad de desarrollar 
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algunas complicaciones las cuales derivan de la infección 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 más comunes. Cuando existe daño a nivel del tronco 
encefálico, tanto la desregulación autonómica, 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 mayoría 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 neurológico, así 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 epidemiológico realizado en China en el periodo 2008-2012 documentó 
unos 7,2 millones de casos de HFMD, de los cuales aproximadamente el 1,1% se 
trató de casos con complicaciones a nivel neurológico y cardiopulmonar. Se 
registraron unas 2.457 muertes (0,03%), identificando enterovirus A71 en el 91% de 
los decesos mediante análisis virológico en laboratorio (1.617/1.773) (Xing et al. 
2014). 
Según un estudio realizado por Chong et al. (2003), los casos graves asociados a 
enterovirus A71 podrían detectarse antes si se tiene precaución en pacientes con 
síntomas atípicos, recuento total de glóbulos blancos elevado, vómitos y ausencia 
de úlceras bucales. Otros signos tempranos relacionados a complicaciones del 
sistema nervioso central, son la letargia, agitación o irritabilidad, movimientos 
involuntarios, ataxia troncal, y movimiento rotatorio ocular sin fijación (Lu et al. 2004; 
World Health Organization, 2011). 
Según un meta-análisis, la duración de la fiebre durante 3 o más días, temperatura 
corporal mayor o igual a 37.5°C, letargia, hiperglicemia, vómitos, conteo de 
neutrófilos elevado, infección por enterovirus A71, y los primeros años 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 atípicos de HFMD. En A-C se observan imágenes 
de niños afectados durante un brote que tuvo lugar en Boston (Estados Unidos) durante el invierno 
de 2012. Las imágenes D-F corresponden a casos también atípicos reportados en Dinamarca 
durante 2014-2016. Obsérvese la presentación clínica con lesiones más allá de las manos, pies y la 
boca, como la espalda, extremidades, y región perianal. En la imagen F se observa la aprición de 
onicomadesis, lo cual ocurrió varias semanas después de la remisión de la erupción cutánea. 
Coxsackievirus A6 fue identificado como responsable de todos estos casos. Para una descripción 
más detallada de las manifestaciones clínicas, visitar los artículos originales desde donde fueron 
obtenidas y modificadas las imágenes: Flett et al. (2012), doi: 10.3201/eid1810.120813 (imágenes 
A-C) y Horsten et al. (2018), doi: 10.2340/00015555-2853 (imágenes D-F). 

 
1.15.4. Antecedentes de estudio en la región 
 
La HFMD no es de notificación obligatoria en la mayoría de los países 
sudamericanos, y por lo tanto no existe una vigilancia activa de casos esporádicos 
o brotes a nivel de laboratorio. 
Los antecedentes de la enfermedad en la región sudamericana no son recientes 
(Aguirrezabala et al. 1973; Pons, 1977; Moreira et al. 1995, Russo et al. 2006), 
aunque desde hace menos de 10 años ha aumentado el número de publicaciones 
abordando este tipo de cuadros clínicos, su descripción, y la identificación del 
agente causante. 
En Brasil, se estudiaron 75 casos de HFMD reportados entre 2009 y 2016 en los 
estados de Amapá, Bahía, Paraná, 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 años 
(promedio 4.7 años). Se identificó a coxsackievirus A16 y A6 como los dos 
enterovirus más frecuentemente detectados (57% y 16%, respectivamente). 
Además, se detectó echovirus 25, y coxsackievirus A2 en tres casos. Hasta 2012 
únicamente se detectó CVA16, y en los años siguientes, por lo general se detectó 
más de un único serotipo asociado a los casos estudiados en cada Estado (Sousa 
et al. 2018b). 
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A su vez, en 2012 se registró un caso de HFMD asociado a EV-B74 en un niño de 
un año de edad residente en el estado de Paraná, el cual presentó un cuadro de 
fiebre e irritabilidad conjuntamente con un rash papulovesicular en palmas, boca y 
plantas de pies, así como lesiones en las nalgas (Sousa et al. 2018a). 
Un estudio reciente documentó la ocurrencia de distintos brotes de HFMD en 
diferentes distritos del Estado de Pará durante el primer semestre de 2019, 
realizando la detección de enterovirus en el 83% de las muestras obtenidas (heces, 
suero, hisopados nasofaríngeos y de lesiones en piel) de individuos afectados 
durante estos eventos (40/48). 
El 55% de las muestras provenía de individuos de edades entre 12 y 36 meses, 
aunque el total de muestras representaba edades entre 10 meses a 15 años. 
La mayoría de los casos fueron atípicos, con una presentación de exantema 
vesiculo-ampolloso, lesiones en rostro, extremidades (rodillas y/o codos), nalgas y 
muslos, por aproximadamente unas dos semanas. Se reportó descamación de 
palmas y plantas de pies en el 90% de los individuos con detección de enterovirus. 
En el 30% de los individuos enterovirus-positivos se constató onicomadesis como 
una manifestación clínica tardía, al aparecer unos 14 días de haber iniciado el 
cuadro, y prolongándose por unos 20 días. 
Se logró la tipificación 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 atípicos de 
HFMD que ocurrieron en setiembre-octubre de 2015 en una localidad rural de la 
provincia de Chubut, y en noviembre del mismo año en una localidad de la provincia 
de San Luis. 
El primer brote involucró 14 casos (edades en el rango de 2 a 28 años, promedio 10 
años), con presentación de fiebre con 48 horas de evolución y la erupción erosiva 
vesículo-ampollosa característica, que en principio afectó palmas y plantas de pies. 
En menor medida, el rash afectó pliegues de grandes articulaciones, mejillas, y 
región perianal, y en algunas ocasiones el cuerpo entero. Varios pacientes 
presentaron onicomadesis. El segundo brote afectó a 12 individuos (edades en el 
rango de 1 a 58 años, promedio 12 años) los cuales presentaron síntomas también 
de casos atípicos de HFMD. 
El estudio de 8 muestras de heces correspondientes al brote de Chubut, y 5 
muestras de heces del brote de San Luis permitió identificar mediante RT-PCR, 
secuenciación y análisis filogenético de la región codificante de VP1, la presencia 
de coxsackievirus A6 en 5 y 4 muestras, respectivamente. A su vez, las cepas en 
cuestión fueron clasificadas como pertenecientes al linaje genético predominante a 
nivel mundial (Cisterna et al. 2019). 
En 2018, se detectó un coxsackievirus A6 altamente relacionado con las cepas 
responsables de estos brotes, a partir del estudio de un caso atípico presentado por 
un niño de 4 años admitido en un Hospital de Niños de Buenos Aires (Sapia et al. 
2020). Ello brindó indicios de una circulación sostenida en el tiempo, con detección 
en tres puntos geográficos distantes en el territorio argentino. 
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1.15.5. Antecedentes en Uruguay 
 
En Uruguay, la primera observación de la enfermedad fue publicada en la revista 
Archivos de Pediatría del Uruguay en 1973 (Aguirrezabala et al. 1973), relatando el 
estudio de un caso pediátrico de la enfermedad, que afectó a un niño residente en 
Montevideo, de 3 años de edad. 
El cuadro clínico se inició con fiebre, malestar general y anorexia, con aparición de 
un enantema eritematoso al cabo de tres días, que se tornó rápidamente vesicular, 
fundamentalmente en mucosa vestibular. Concomitantemente, apareció un 
exantema de iguales características en palmas de manos y plantas de pies. Existían 
unos pocos elementos dispersos en el dorso de la mano y antebrazo, tratándose de 
vesículas perladas de contenido opalescente, sin base indurada, rodeadas de halo 
rojizo. La evolución del cuadro se dio en unos 7 días, sin evidencia de anomalías 
sobreagregadas. 
Se tomó material de las vesículas y se realizó un hisopado rectal, utilizados luego 
para el aislamiento viral en cultivo celular, infección de ratones lactantes, y ensayos 
de sero-neutralización. Si bien los autores del trabajo pudieron reconocer la 
presencia de un virus como causante del cuadro clínico, y lo asociaron a un 
coxsackievirus-A, no fue posible identificar el tipo de coxsackievirus-A en cuestión. 
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 Epidemiológica del Ministerio de 
Salud Pública se ha alertado a la población sobre la ocurrencia de brotes, 
principalmente en instituciones educativas o de cuidado de la primera infancia.20 21 
22 23 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           
20Portal 180 (año 2014): http://180.com.uy/articulo/50105_Mayor-numero-de-casos-del-virus-mano-pie-boca 
21Diario Cambio (año 2014): https://diariocambio.com.uy/2014/08/23/msp-alerta-por-brote-del-sindrome-mano-pie-boca-
locales/ 
22Ministerio de Salud Pública (2018): https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/sindrome-
mano-pie-boca  
23El Telégrafo (año 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 clínicas provenientes 
de brotes de HFMD. 
 
 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 

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

 

• Identificar la circulación de poliovirus en Uruguay mediante el estudio de 
muestras de agua residual colectadas durante la utilización de OPV. 

 

• Evaluar la viabilidad de enterovirus presentes en muestras seleccionadas de 
agua residual mediante su inoculación en cultivo de líneas celulares. 

 

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

 

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

 

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

 

• Generar la capacidad y herramientas que potencien el diseño e 
implementación de un programa de vigilancia ambiental de enterovirus en 
Uruguay. 
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3. COLABORACIONES ACADÉMICAS QUE POTENCIARON ESTA TESIS 
 
Esta tesis fue realizada desde el Laboratorio de Virología Molecular del Centro 
Universitario Regional Litoral Norte de la Universidad de la República, en el marco 
de una colaboración académica junto a otras Instituciones de la región sur de 
Sudamérica, con el principal objetivo de lograr una descripción de la diversidad de 
enterovirus que circulan o han circulado en la región, a partir del estudio de 
colecciones de muestras de agua residual que distintos laboratorios poseían, así 
como también a partir de nuevas colectas que realizamos en distintas ciudades de 
Uruguay. 
Desde la Cátedra de Virología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires y el Laboratorio de Gastroenteritis Virales y Sarampión 
del Instituto de Virología Dr. J.M. Vanella, de la Facultad de Ciencias Médicas de la 
Universidad Nacional de Córdoba, aportaron muestras de agua residual que 
formaban parte de sus colecciones, participando además en las distintas etapas de 
análisis de resultados y discusión durante la elaboración de los manuscritos que 
fueron enviados para su publicación. 
Una vez que se obtuvieron los resultados de la secuenciación con Illumina, se 
trabajó en colaboración con la Unidad de Genómica y Bioinformática del CENUR 
Litoral Norte, y junto a dicho grupo se definió el pipeline para el procesamiento 
bioinformático y análisis de los datos obtenidos. 
Estas colaboraciones académicas, posibilitaron que esta tesis pudiera enfocarse en 
una descripción de los enterovirus que circulan más allá de las fronteras de 
Uruguay, especialmente en dos importantes ciudades de gran influencia para la 
región como lo son Córdoba 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 Fundación 
Oswaldo Cruz de Río de Janeiro, en el cual fueron realizadas dos pasantías de dos 
meses de duración, que posibilitaron la obtención de importantes resultados en 
etapas iniciales de esta tesis. Dichas pasantías además constituyeron instancias de 
capacitación y entrenamiento para la detección y diferenciación intratípica 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 realización del mismo, 
ocurrieron brotes de HFMD en algunas de las ciudades uruguayas desde las cuales 
habíamos colectado agua residual, y mediante la coordinación y colaboración con 
el Departamento de Vigilancia Epidemiológica del Ministerio de Salud Pública y sus 
referentes departamentales, y tras el aval de un Comité de Ética (ANEXO 1), 
accedimos al estudio de estos brotes, detectando y caracterizando la presencia de 
enterovirus como los virus causantes de los casos clínicos. Ello nos permitió obtener 
información relevante acerca de algunos de los enterovirus, más allá de lo 
observado a partir del estudio de agua residual, así como caracterizarlos en un 
contexto de circulación regional. 
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4. RELEVANCIA 
 
Los enterovirus han significado siempre una complicación para la salud humana al 

estar asociados a múltiples y diversas enfermedades. Únicamente existen vacunas 

para poliovirus, y más recientemente para enterovirus A71, sin embargo, múltiples 

enterovirus pueden generar los cuadros clínicos que éstos dos virus generan, sin 

que existan vacunas para prevenirlos. 

En esta tesis, demostramos que existe una gran diversidad y una amplia circulación 

a nivel de Sudamérica de al menos 47 enterovirus distintos, algunos aparentemente 

endémicos y otros de introducción reciente en nuestra región, sin evidencia de 

dispersión regional, para los cuales sabemos que han ocasionado importantes 

problemas para la salud pública desde su emergencia en otras partes del planeta. 

El abordaje de wastewater-based epidemiology mediante next-generation 

sequencing que desarrollamos durante esta tesis, podrá ser empleado en otros 

países de la región con el objetivo de conocer cuáles enterovirus están afectando a 

sus poblaciones. No sólo se generó información a nivel de Uruguay y de Argentina 

durante el desarrollo de este proyecto, sino que también se establecieron 

colaboraciones académicas que además de fortalecer el trabajo de los distintos 

grupos de investigación, también potenciaron perspectivas de trabajo en conjunto a 

nivel regional. 

Con respecto a la HFMD, después de casi 50 años de que se realizara la primera 

descripción de la misma en Uruguay, esta tesis constituye la primera identificación 

de los enterovirus asociados a brotes que ocurrieron en el país. La HFMD es un 

problema importante en otras regiones del planeta, y comienza a serlo también en 

nuestra región, donde al parecer está siendo emergente, con presentación de casos 

principalmente asociados a coxsackievirus A6. 

Relacionado a ello, la tesis es un ejemplo de cómo se puede integrar la información 

obtenida desde la vigilancia clínica, con aquella obtenida desde la vigilancia 

ambiental, para poder conocer en profundidad de qué manera circulan los 

enterovirus en una población, y potenciar el estudio de las diversas variantes desde 

aspectos moleculares, o evolutivos, con mayores insumos que los disponibles 

cuando únicamente un tipo de vigilancia (clínica o ambiental) es realizada. 
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5. RESULTADOS 
 
Los resultados de esta tesis se mostrarán en su mayoría en formato de artículo 
científico al haberse logrado durante el transcurso de la misma un total de 6 
publicaciones en revistas científicas 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 
artículos, o al finalizar esta sección, como insumos para un séptimo artículo en 
construcción. 
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5.1. Artículos científicos generados durante esta tesis que fueron 
publicados en revistas científicas internacionales arbitradas entre pares e 
indexadas 

 
5.1.1. 
Artículo 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”. 
Año: 2018 
Revista: Food and Environmental Virology 
 
El primer artículo publicado en el marco de esta tesis presenta los resultados de una 
exploración inicial que se realizó para evaluar la factibilidad de detectar enterovirus 
en muestras de agua residual que habían sido colectadas durante el periodo 2011-
2013 en las ciudades uruguayas de Bella Unión, Salto, Paysandú, Fray Bentos, 
Melo y Treinta y Tres, y que permanecían conservadas a -20°C al momento de 
realizar el estudio. 
Se emplearon distintos volúmenes de agua residual (o de efluente de una laguna 
de estabilización en el caso de Bella Unión), realizando el proceso de concentración 
viral mediante el método de adsorción-elución a una membrana cargada 
negativamente para obtener un concentrado de 4 ml para cada muestra. 
Para las ciudades de Bella Unión, Salto, Paysandú y Fray Bentos (región oeste de 
Uruguay) se trabajó con 12 muestras por cada ciudad, compuesta cada una por dos 
alícuotas 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 (región este de Uruguay), se trabajó 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 cuantificación de enterovirus 
humanos mediante la utilización de una RT-qPCR dirigida a la región 5´UTR y 
utilizando como molde el ARN extraído desde el concentrado viral. 
A su vez, todas las muestras fueron procesadas para la detección de un fragmento 
codificante de la proteína VP1 mediante una RT-nested-PCR y en aquellas 
muestras que resultaron positivas, se secuenció mediante el método de Sanger, el 
fragmento en cuestión, para su posterior análisis filogenético. 
La concentración de enterovirus estuvo en el rango entre 4,9 y 6,6 Log10 copias 
genómicas por litro. Considerando ambos métodos (RT-qPCR y RT-nested-PCR), 
se detectó 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 secuenciación permitió realizar la tipificación 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 tomó valores dentro de 
lo esperado, aunque para algunos tipos de la especie C, se observó que las cepas 
uruguayas diferían bastante a nivel nucleotídico con respecto a lo que se había 
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 observó que, si bien la mayoría de los enterovirus fueron detectados de 
manera esporádica, coxsackievirus A16 y echovirus 6 fueron detectados 
consecutivamente entre mayo-octubre y noviembre-marzo, respectivamente, al 
considerar la región oeste del país. 
Una vez que se detectó la presencia de enterovirus en 42 muestras, se realizó una 
pasantía en el Laboratorio de Enterovirus del Instituto Oswaldo Cruz de la 
Fundación Oswaldo Cruz de Río de Janeiro, Brasil, durante la cual se evaluó la 
viabilidad de los enterovirus contenidos en las muestras mediante su inoculación en 
el sistema de células RD y L20B, sistema ampliamente utilizado para la vigilancia 
clínica y ambiental de poliovirus. El propósito además de esta pasantía era la 
utilización del algoritmo propuesto por la OMS para la detección de polio a partir de 
muestras ambientales, ya que estas correspondían mayormente a un periodo en 
que en Uruguay se utilizaba la vacuna atenuada OPV, y nos interesaba la detección 
y caracterización de cepas que circulaban en el ambiente. 
Del total de muestras inoculadas en células RD, únicamente 4 (10%) desarrollaron 
efecto citopático, y al realizarse pasaje a células L20B los aislados no desarrollaron 
efecto citopático en estas células. La amplificación, secuenciación y análisis 
filogenético del fragmento codificante de VP1 de estos aislados, permitió 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 detección de poliovirus a partir de muestras de 
agua residual colectadas durante los periodos de vacunación con OPV se discute 
en el artículo, entendiendo que son varios los factores involucrados, especialmente 
aquellos que inciden en la baja sensibilidad de la vigilancia ambiental tal como fue 
planteada. 
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5.1.2. 
Artículo 2: “Environmental Surveillance through Next-Generation Sequencing 
to Unveil the Diversity of Human Enteroviruses beyond the Reported Clinical 
Cases”. 
Año: 2021 
Revista: Viruses 
 
En este artículo se estudiaron muestras de agua residual colectadas mensualmente 
en la ciudad de Córdoba (Provincia de Córdoba, 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 precipitación con polietilenglicol 
6000. 
Se realizó una RT-nested-PCR dirigida a un fragmento codificante de la proteína 
VP1, con cebadores internos ligados a adaptadores universales de Illumina, 
utilizando el ARN extraído 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 librerías para secuenciar mediante MiSeq, obteniendo reads pareados 
de 300 nucleótidos. 
Una vez obtenidos los resultados de secuenciación, el procesamiento de los mismos 
fue realizado en colaboración con la Unidad de Genómica y Bioinformática del 
CENUR Litoral Norte de la Universidad de la República, para lo cual se utilizó el 
software V-Search. 
A su vez, se construyó una base de secuencias de referencia de enterovirus para 
poder efectuar el mapeo de reads en la tipificación de los mismos durante el 
procesamiento bioinformático de los datos. La base de datos se denominó CHED 
(por Customized Human Enterovirus Database). 
El ANEXO 2 esquematiza el abordaje metodológico mediante el cual se logró 
caracterizar distintos enterovirus a partir de muestras de agua residual utilizando 
next-generation sequencing de amplicón. Tanto las muestras de agua residual 
colectadas en Córdoba, como las colectadas en Buenos Aires (sección 5.1.3) y en 
Uruguay (sección 5.1.4) fueron evaluadas mediante un abordaje similar. 
Mediante este abordaje, para las muestras de Córdoba, fue posible la detección en 
promedio de 7 (entre 1 y 11) y 11 (entre 5 y 16) enterovirus distintos por muestra 
para 2011-2012 y 2017-2018, respectivamente. 
La especie B fue la más frecuentemente detectada (así 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 comparación con 2011-
2012). La especie A se detectó de manera menos frecuente, con valores inferiores 
de abundancia en comparación con las otras especies, aunque se registró 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, CVA4, 
CVA6, CVA12, CVB2, CVB4, E11, E14, E18, E30, CVA1, CVA19, CVA24 y EV-C99. 
Veinticuatro de los 41 enterovirus reportados en nuestro estudio, fueron detectados 
durante ambos periodos de muestreo. 
Este estudio representó 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 A y C. Por otro lado, si bien 17 de los 20 enterovirus de la especie B 
detectados, ya habían sido reportados en Argentina, la mitad de estos reportes 
había sido por lo menos 15 años atrás. 
A su vez, se compararon las cepas de echovirus 30 detectadas en ambos 
muestreos, con cepas del mismo serotipo de aislados clínicos obtenidos a partir de 
casos de meningitis aséptica ocurridos en Argentina entre 1998 y 2012, cuyas 
secuencias nucleotídicas estaban disponibles en la base de datos de GenBank. 
Se observó que las cepas de echovirus 30 detectadas en muestras de agua residual 
de 2011-2012 estaban estrechamente relacionadas con aislados clínicos reportados 
durante brotes de meningitis ocurridos en distintas locaciones de Argentina 
(incluyendo Córdoba) en el mismo periodo (identidad entre 95,9% a 100% entre 
cepas detectadas en pacientes y en el agua residual). 
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Si bien en el artículo no fue incluido, también se estudió la diversidad genética de 
cada secuencia única 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 
continuación, se detalla el número de secuencias únicas contenidas en cada OTU, 
y las abundancias asociadas para dichas secuencias (número de contigs). 
 
OTUs Poliovirus 1: 
 

a) Enero 2012: 2 secuencias únicas con abundancias de 2 y 21 contigs. 
 

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

 
OTU Poliovirus 2: 
 

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

 
OTUs Poliovirus 3: 
 

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

 
e) Julio 2011: 1.073 secuencias únicas con abundancias en el rango de 2 a 

25,005 contigs. 
 

f) Setiembre 2011: 1 secuencia única con abundancia de 2 contigs. 
 
Se calculó el porcentaje de diferencias nucleotídicas entre cada una de las 
secuencias únicas que mapeó con poliovirus y la respectiva cepa Sabin. Dichos 
valores fueron graficados en función del número de contigs expresado en Log10 
(Abundancia) de cada secuencia única (Figura 14). 
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Las secuencias de poliovirus 1 (Figura 14A) y poliovirus 3 (Figura 14C) detectadas 
en el agura residual de Córdoba fueron divergentes hasta un valor de 1,4% a nivel 
nucletódico con respecto a las cepas Sabin, y las de poliovirus 2 hasta un 1% (Figura 
14B). Obsérvese que, en todos los casos, aquellas secuencias más 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 Córdoba. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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 función de la abundancia de 
cada secuencia. La divergencia es estimada 
como porcentaje de diferencias nucleotídicas 
con respecto a las secuencias AY184219 
(Sabin 1), AY184220 (Sabin 2) y AY184221 
(Sabin 3). La abundancia para cada 
secuencia de este estudio, es expresada 
como Log10 del número de contigs que 
mapeó contra poliovirus en cada muestra. 
Recuérdese que las secuencias de poliovirus 
obtenidas en este estudio, a partir de 6 
muestras de agua residual colectada en 
Córdoba, corresponden a segmentos 
parciales del fragmento codificante de la 
proteína VP1. 
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5.1.3. 
Artículo 3: “Human Enterovirus diversity by next‑generation sequencing 
analysis in urban sewage samples from Buenos Aires metropolitan area, 
Argentina: a retrospective study”. 
Año: 2021 
Revista: Food and Environmental Virology 
 
El artículo que a continuación se presenta, fue posible gracias a la colaboración con 
docentes investigadores de la Cátedra de Virología de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires, que poseían colecciones de 
concentrados virales obtenidos mediante ultracentrifugación 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 habían sido 
colectadas originalmente en el marco de un proyecto ejecutado entre la mencionada 
Cátedra y el Instituto Malbrán, por lo que los resultados mostrados en este artículo, 
son fruto de la colaboración de nuestro grupo con investigadores de ambas 
instituciones. 
Los concentrados virales se estudiaron mediante la next-generation sequencing de 
un amplicón obtenido mediante una RT-nested PCR dirigida hacia la región 
codificante de VP1 (ANEXO 2), y se realizaron análisis filogenéticos de algunos 
enterovirus de interés, cuya presencia en Buenos Aires, había sido previamente 
reportada a partir del estudio de casos clínicos. 
Se detectaron 17 enterovirus distintos (entre 1 y 7 serotipos distintos por muestra) 
pertenecientes a la especie A (CVA4, CVA5 y CVA16), a la especie B (CVA9, CVB4, 
E1, E6, E9, E13 y EV-B74), y a la especie C (CVA1, CVA13, CVA22, CVA24, EV-
C99, EV-C105, y EV-C116). 
El porcentaje de similitud nucleotídica entre las OTUs de un mismo serotipo tomó 
valores superiores al 80% en la mayoría de los casos, con la excepción de las OTUs 
de echovirus 1, las cuales fueron similares entre un 72% a 75%. Un análisis 
filogenético de echovirus 1, demostró que las cepas detectadas en este estudio 
pertenecen probablemente a dos linajes distantes definidos por la segregación de 
las cepas prototipo Bryson y Farouk. 
De todos los serotipos detectados en las muestras que analizamos, únicamente 
había secuencias nucleotídicas obtenidas durante reportes previos de circulación 
en Buenos Aires para CVB4 y E9. Por esta razón, se realizó un análisis filogenético 
para ambos serotipos, incorporando las secuencias obtenidas de aislados clínicos 
en estudios realizados previamente en Buenos Aires, o en otras locaciones de 
Argentina, así como secuencias reportadas en el resto del mundo, incluyendo 
países de la región sudamericana. 
Se evidenciaron distintos eventos de introducción de CVB4 y E9 en la Argentina, 
así como la dispersión a nivel nacional de algunas variantes. Adicionalmente, en el 
análisis filogenético se observaron grupos monofiléticos de variantes uruguayas, 
brasileras y argentinas, lo cual sugiere un patrón de circulación 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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5.1.4. 
Artículo 4: “First evidence of enterovirus A71 and echovirus 30 in Uruguay and 
genetic relationship with strains circulating in the South American region” 
Año 2021 
Revista: Plos One 
 
En este trabajo, se estudiaron muestras de agua residual colectadas en 4 ciudades 
del litoral noroeste de Uruguay (Bella Unión, Salto, Paysandú y Fray Bentos). Estas 
muestras fueron colectadas en dos periodos con un intervalo de 5 años: el primer 
muestreo se realizó entre marzo de 2011 y febrero de 2012 y el segundo muestreo 
se realizó entre marzo de 2017 y febrero de 2018. Cada mes está representado por 
una única muestra en cada ciudad. Sin embargo, en el periodo 2017-2018 no se 
realizó colecta en la ciudad de Paysandú. En total fueron estudiadas 84 muestras. 
Cada muestra (100 ml) fue concentrada hacia 1 ml mediante un método de 
adsorción-elución a una membrana cargada negativamente, y se procedió a la 
detección, secuenciación, y procesamiento bioinformático de reads tal como se 
describió en los dos artículos previos (ANEXO 2). 
Se detectó la presencia de enterovirus en 50 de las 84 muestras, en las cuales 
fueron identificados 9 tipos de la especie A (CVA2-CVA6, CVA10, CVA16, EV-A71, 
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, únicamente cinco de estos se detectaron en ambos 
periodos de muestreo: CVA9, CVA10, CVA24, E6, y EV-A71. 
Se detectaron OTUs que mostraron elevados porcentajes (24,3% a 28%) de 
diferencias nucleotídicas con respecto a otras OTUs para los serotipos CVA13, 
CVA9, EV-C99, CVA10, CVA24 y CVB5 (en orden ascendente), lo cual implicaría 
en algunos casos la co-circulación temporal de linajes genéticamente distantes, ya 
que algunos de estos serotipos circularon exclusivamente en uno de los dos 
períodos de muestreo (CVA13, EV-C99 y CVB5). 
Se procedió 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 
Córdoba. 
Los análisis filogenéticos constataron la circulación del subgenogrupo C2 de EV-
A71 tanto en Uruguay como en Argentina, desde hace al menos 10 años, así como 
también la introducción reciente en Argentina de la variante emergente C1-like. A 
su vez, confirmamos la circulación de los genotipos E y F de E30 en Argentina, 
reportando únicamente la presencia del genotipo E en nuestro país. 
Hasta donde nuestro conocimiento nos permite afirmar, estos resultados 
constituyen la primera evidencia de circulación de la variante emergente de EV-A71 
C1-like en la región de Sudamérica. 
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 Unión, 
Paysandú y Fray Bentos. 
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5.1.5. 
Artículo 5: “Hand-foot-and-mouth disease in Uruguay: Coxsackievirus A6 
identified as causative of an outbreak in a rural childcare center”. 
Año: 2020 
Revista: Journal of Medical Virology 
 
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 homónimo). 
Este artículo fue realizado en el marco de un proyecto para estudiar los casos de 
HFMD que ocurrieran en nuestro país en el periodo 2018-2021, el cual fue 
elaborado de manera conjunta con referentes departamentales del Departamento 
de Vigilancia Epidemiológica del Ministerio de Salud Pública de Salto y Paysandú. 
El proyecto cuenta con el aval del Comité de Ética Institucional del Centro 
Universitario Regional Litoral Norte de la Universidad de la República (ANEXO 1). 
Entre el 1 de junio y el 9 de agosto de 2018, se reportaron 149 casos de niños 
afectados por HFMD en el departamento de Salto. El 60% de los casos se originó 
en escuelas o centros de cuidado infantil, involucrando tanto localidades urbanas 
como rurales. 
Se obtuvieron muestras clínicas (hisopado de lesiones, o heces) de 7 niños (5 niños 
y 2 niñas) de entre ~ 1 y 4 años de edad, con diagnóstico clínico de HFMD que 
asistían a un centro de cuidado infantil localizado en Belén, una pequeña localidad 
rural situada a 90 km al norte de la ciudad de Salto cuya población es de 1.926 
habitantes. 
Los síntomas preponderantes en estos 7 casos fueron rash cutáneo y ampollas en 
manos, pies y boca, concomitantes con dolor a nivel de la boca y la garganta, y en 
general los niños manifestaron pérdida de apetito, y sus padres o tutores declararon 
ausencia de aumento de temperatura corporal. 
La detección de enterovirus se realizó 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 análisis filogenético, las 
variantes asociadas a este brote. 
Se detectó coxsackievirus A6 en 5 de las 7 muestras consideradas. 
Las secuencias de coxsackievirus A6 obtenidas en este estudio, presentaron mayor 
identidad nucleotídica 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 implicaría simultáneas 
entradas en la región. 
Si bien la mayoría de los reportes de HFMD son durante las estaciones más cálidas 
y húmedas, los casos documentados en Salto ocurrieron en la época más fría del 
año, 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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5.1.6. 
Artículo 6: “Coxsackievirus A10 causing hand-foot-and-mouth disease in 
Uruguay”. 
Año: 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 Paysandú (Noroeste de Uruguay). 
El reporte describe un caso de HFMD asociado a un coxsackievirus A10, el cual 
sería el primer registro de este serotipo causando dicha enfermedad en Sudamérica. 
La identificación del mismo fue posible mediante la obtención de una muestra de 
hisopado de lesiones en la piel de una niña de 15 meses de edad, residente en 
Paysandú, que manifestó malestar generalizado, faringitis, y dolorosas ampollas a 
nivel oral y peri-oral, las cuales también se hicieron visibles en la región dorsal de 
manos y plantas de pies, así como en las regiones perineal e inguinal. Todo ello 
luego de un contacto cercano con un hermano tres años mayor, que asistía a un 
centro educativo afectado por la epidemia que tuvo lugar en Paysandú, y que había 
sido diagnosticado clínicamente con la enfermedad. 
La detección de este coxsackievirus A10 se realizó mediante la aplicación de una 
RT-PCR genérica para enterovirus, dirigida a una región parcial codificante de VP1. 
Se obtuvo dicha secuencia mediante el método de Sanger, y se caracterizó 
mediante análisis filogenético junto a cepas del virus reportadas mundialmente. Se 
logró identificar a la cepa causante del caso en cuestión, como miembro del linaje 
C, el cual fue caracterizado hace más de diez años 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 reconstrucción 
ancestral de locaciones epidémicas. Estos análisis sugieren que el linaje C se podría 
haber originado en torno al año 2004 (95% Highest Probability Density [HPD]: 1988–
2006), y que Finlandia y Rusia podrían ser dos fuentes principales de dispersión 
epidémica a nivel global. 
En cuanto al ingreso del linaje C al continente americano, probablemente ello 
sucedió en al menos tres oportunidades distintas, una de ellas a través de nuestro 
país en el año 2017 (95% HPD: 2015–2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



143 
 
 

 
 
 
 



144 
 
 

 
 
 
 



145 
 
 

 

 
 
 



146 
 
 

5.2. Datos preliminares para un artículo en construcción (Artículo 7) 
 
5.2.1. Descripción de la epidemia de HFMD reportada en Paysandú (Uruguay) 

en 2019 
 
Más allá de este Case Report, restan publicarse los resultados acerca de la 
caracterización de la epidemia de HFMD que ocurrió en Paysandú en 2019, los 
cuales se detallan a continuación. 
Entre los meses de abril y junio de 2019, la dirección departamental de Salud de 
Paysandú (Ministerio de Salud Pública) recibió la notificación de 179 casos de 
HFMD ocurridos en todo el departamento. 
Fue posible acceder a 48 muestras clínicas de 46 de estos individuos. 
La obtención de cada muestra, estuvo acompañada por el llenado del formulario-
ficha epidemiológica que se utilizó en Lizasoain et al. (2020a). 
El procedimiento para la obtención de la muestra, su procesamiento para la 
detección de enterovirus, y la secuenciación de los casos positivos se detalló 
previamente también en dicho artículo. 
 
Los diferentes tipos de muestras clínicas obtenidas desde los 46 individuos se 
detallan a continuación: 

• 2 muestras de heces 

• 34 muestras de hisopados faríngeos 

• 12 muestras de hisopados de lesiones/ampollas/líquido 
 
Los 46 individuos se distribuyeron de la siguiente manera: 

• 25 de sexo masculino y 21 de sexo femenino 

• 34 casos provenían de instituciones educativas o de cuidado y 12 casos no 
tenían nexo conocido con brotes en instituciones 

• Edades comprendidas entre 9 meses y 12 años (promedio 3 años +/- 2 años) 
 
Del total de muestras procesadas, se detectó enterovirus en el 69% (33/48) y la 
tipificación fue posible en el 87,8% (29/33) de estas. 
 
Las 29 muestras tipificadas correspondieron a los siguientes enterovirus: 

• Coxsackievirus A10: 1 muestra 

• Coxsackievirus A16: 8 muestras 

• Coxsackievirus A6: 20 muestras 
 
A continuación, se detallan las características de los cuadros clínicos según el sexo 
de los individuos, para el total de casos estudiados, así como desglosadas para los 
distintos coxsackievirus y para los casos considerados sin tipificar (Tabla 2). Dicha 
información fue recabada por un médico pediatra durante la consulta ambulatoria, 
mediante una entrevista con padres o tutores legales de los niños. 
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Tabla 2. Manifestaciones clínicas de los casos de enfermedad manos-pies-boca estudiados 
durante el brote ocurrido en Paysandú-Uruguay en 2019, según tipo de enterovirus 

detectado, y discrimando por sexo 

 
 
 
5.2.2. Comparación de variantes detectadas mediante el estudio de muestras 

clínicas y de agua residual 
A continuación, se integran en distintos análisis filogenéticos, las cepas de los tres 
coxsackievirus detectadas a nivel clínico 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 árbol 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 árboles 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 búsqueda “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 clínicas en esta tesis. 
Se descartaron secuencias sin información disponible sobre país y fecha de 
detección, así como también fueron descartadas secuencias idénticas mediante la 
herramienta CD-HIT (Li & Godzik, 2006). 
En ambos casos, se redujo el número de secuencias de aquellos países con mayor 
aporte de secuencias, utilizando la herramienta CD-HIT y un cut-off de 0.98 (esto 
contribuyó principalmente a disminuir el número de secuencias provenientes de 
China). Ambos pasos de CD-HIT se realizaron una vez que se inspeccionaron 
árboles 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 Unión, Salto, Paysandú y Fray 
Bentos, así como de Córdoba y Buenos Aires en Argentina (todas ellas obtenidas 
en el marco de esta tesis).También se incorporaron secuencias obtenidas de 
GenBank provenientes de países de la región latinoamericana (las cuales podían 
haber sido descartadas en los pasos de CD-HIT previos, pero que por su origen 
geográfico nos parecía interesante recuperar para el análisis). 
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Los alineamientos fueron utilizados para construir árboles filogenéticos de máxima 
verosimilitud mediante FastTree v2.1 software (Price et al. 2010), utilizando el 
modelo de sustitución de nucléotidos General Time Reversible (GTR). El soporte 
estadístico de cada rama, en cada árbol, se estimó mediante un approximate 
likelihood-ratio test (aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), basándose en un 
procedimiento del tipo Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira & Hasegawa, 2001). Los 
árboles filogenéticos fueron visualizados y editados en FigTree v1.4.3. 
Las secuencias de coxsackievirus A10 obtenidas mediante next-generation 
sequencing a partir de muestras de agua residual colectadas en Uruguay y en 
Córdoba (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 Paysandú en 2019), y en un clado dentro del linaje epidémico asiático F (Figura 
15). 
Uno de los clados del linaje C, incluyó secuencias obtenidas a partir de muestras 
colectadas en 2017 en Bella Unión y en Salto, que agruparon junto a secuencias 
europeas y de Estados Unidos reportadas en el periodo 2008-2016 (aLRT-SH=0.8) 
(Figura 15, ANEXO 4). El otro clado, incluyó secuencias obtenidas a partir de 
muestras colectadas en 2017 en Córdoba (Argentina), y en 2011 en Fray Bentos 
(Uruguay). La topología del árbol permite inferir que probablemente, estos clados 
sean introducciones independientes del linaje C en nuestra región, con respecto a 
la introducción de la variante responsable del caso de HFMD reportado en 
Paysandú en 2019 (Figura 15, ANEXO 4). 
La presencia del linaje F en nuestra región se evidenció por la detección 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 dispersión del 
mismo hacia fuera de Asia, siendo el restante, un cluster formado por secuencias 
españolas, francesas, y eslovacas reportadas entre 2007 y 2010 (aLRT-SH=0.82) 
(Figura 15, ANEXO 4). 
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Figura 15. Árbol filogenético de máxima verosimilitud construido con secuencias 
nucleotídicas correspondientes a un fragmento genómico codificante para VP1 de 1,325 
cepas reportadas globalmente, de los seis linajes de coxsackievirus A10. Cada linaje está 
definido por valores de aLRT-SH >70. Se señala con barras rojas las secuencias obtenidas en esta 
tesis, indicando ciudad y fecha de detección. La barra en la parte inferior indica distancia genética. 
El árbol fue enraizado por su punto medio. El ANEXO 4 de esta tesis provee del archivo original del 
árbol 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 clínicas correspondientes al brote de HFMD ocurrido en Paysandú en 
2019, agruparon con cepas reportadas globalmente del linaje denominado B3, entre 
las que se incluyen cepas reportadas desde Brasil y Perú (Figura 16). Los 8 casos 
de HFMD tipificados como coxsackievirus A16 durante el estudio del brote de HFMD 
ocurrido en Paysandú 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 Córdoba 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 número de acceso a 
GenBank e identificadas como uruguayas por “URY”). Nótese 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 Córdoba y 
en 2011 en Buenos Aires agruparon juntas con un aLRT-SH=0.94 separándose del 
resto de las secuencias sudamericanas, lo cual podría indicar un evento de 
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introducción del virus en la Argentina seguido por una amplia dispersión geográfica 
del mismo (Figura 16, ANEXO 5). 
 

 
Figura 16. Árbol filogenético de máxima verosimilitud construido con secuencias 
nucleotídicas correspondientes a un fragmento genómico codificante para VP1 de 2.203 
cepas reportadas globalmente, de los tres linajes de coxsackievirus A16 (linajes A, B y E) 
(izquierda) y ampliación del sublinaje B3 (derecha). Tanto linajes como sublinajes están 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 árbol indica distancia genética. El árbol fue enraizado 
por su punto medio. Un cuadrante rojo señala la porción del árbol que se amplía 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 señalan 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 árbol 
filogenético en formato Nexus. 
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Las secuencias de coxsackievirus A6 reportadas desde países latinoamericanos 
entre 2010 y 2019 pertenecen a los sublinajes D1, D2, y D3 (Figura 17). 
A excepción de un par de secuencias obtenidas a partir de muestras de agua 
residual colectadas en Córdoba 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 más antigua de la presencia de este sublinaje en la región, la 
constituye un clado en el que agruparon secuencias obtenidas a partir de muestras 
de agua residual colectadas en Córdoba en 2012, junto con secuencias obtenidas 
desde brotes de HFMD reportados en Brasil y en Cuba en 2012 y 2013, 
respectivamente, y secuencias de distribución global del periodo 2009-2015 (aLRT-
SH=0.81) (Figura 17, ANEXO 6). 
Por otro lado, la evidencia más reciente de este sublinaje está 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 Paysandú reportado en 2019, y 
el otro comprende algunas variantes detectadas durante este brote, así como 
variantes reportadas durante el brote de 2018 que ocurrió 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 Japón en 2017, en Estados Unidos en 
2018, y en distintos países europeos en 2017-2018 (ANEXO 6). 
El cluster de secuencias provenientes tanto del brote de Paysandú de 2019 como 
del brote de Salto de 2018, se integró además por secuencias reportadas por otros 
autores en 2018 desde Venezuela, Brasil y Argentina, y por secuencias reportadas 
en Europa entre 2014 y 2018, así como en Rusia en 2014-2017, Turquía y China en 
2017, y Estados Unidos en 2018, así como por secuencias obtenidas por nosotros 
mediante next-generation sequencing de muestras de agua residual colectadas en 
Córdoba 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 Córdoba 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. Árbol filogenético de máxima verosimilitud construido con secuencias 
nucleotídicas correspondientes a un fragmento genómico 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 están 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 árbol indica distancia genética. El árbol fue enraizado por su punto medio. Pequeñas 
flechas negras indican clados donde se encuentran variantes latinoamericanas. La fecha y país de 
las variantes secuenciadas en el marco de esta tesis, ya sea desde muestras de agua residual o 
muestras clínicas obtenidas durante brotes de enfermedad manos-pies-boca (HFMD), aparecen 
encuadrados en rojo, próximos a los clados que contienen dichas variantes. El ANEXO 6 de esta 
tesis provee del archivo original del árbol filogenético en formato Nexus. 
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6. DISCUSION 
 
En las siguientes secciones se realizará una discusión global acerca de los 
resultados más relevantes que han sido incluidos en los distintos artículos que se 
desprenden de esta tesis, así como sobre algunos aspectos generales de la 
realización de la misma. 
En primer lugar, se discutirán algunos aspectos metodológicos sobre el abordaje de 
virología ambiental en el cual se basó gran parte del proyecto de tesis, para luego 
discutir los resultados acerca de la diversidad de enterovirus que se evidenció a 
partir del estudio de las muestras de agua residual de Uruguay y Argentina, y de 
muestras clínicas provenientes de casos de HFMD obtenidas durante epidemias 
reportadas en Uruguay en 2018-2019. 
 
6.1. Sobre el abordaje metodológico en el cual se basó 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 aplicación de 
una misma metodología de detección y caracterización mediante RT-PCR, next-
generation sequencing y análisis filogenético, a distintas muestras de agua residual 
colectadas en el marco de distintos proyectos llevados a cabo por distintos grupos 
de investigación de Argentina y Uruguay. 
En general, el estudio de estas muestras fue realizado de manera retrospectiva, ya 
que se trataba de colecciones de muestras que los laboratorios habían adquirido en 
periodos anteriores. A excepción de las muestras de agua residual colectadas en 
Uruguay en 2017-2018, las cuales fueron específicamente colectadas para el 
proyecto de esta tesis, el resto se colectó originalmente con distintos propósitos al 
de estudiar enterovirus. 
La totalidad de muestras de agua residual evaluadas durante esta tesis comprende: 

• Muestras de Uruguay (Lizasoain et al. 2021a): cada muestra consiste de 100 
ml de agua residual (o de agua de una cañada que recibe el efluente de una laguna 
de estabilización de agua residual en el caso de la ciudad de Bella Unión), que fue 
concentrada mediante un método de adsorción-elución 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). 

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

• Muestras de Córdoba (Lizasoain et al. 2021c): cada muestra consiste de 1,5 
litros de agua residual que fue concentrada mediante un método de precipitación 
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 
detección 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 más grande radica en el alto rendimiento que mostraron las muestras 
de Córdoba (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 Córdoba, 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 algún enterovirus en nuestra base de secuencias 
de referencia. Esto demuestra que el proceso de amplificación fue altamente 
específico para enterovirus, ya que apenas un 2.2% del total de reads que 
superaron los distintos filtros de calidad no correspondía 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, o secuencias sin similitud significativa con las 
secuencias disponibles en GenBank (no mostrado). 
Los distintos tipos de muestras, también presentaron distinta performance en cuanto 
al número de OTUs que mapearon con enterovirus. Mientras que para Córdoba 
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). 
Además, mientras que se detectaron hasta 16 enterovirus distintos por muestra en 
Córdoba (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 amplicón 
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 única muestra (Brinkman et al. 2017, Jofret et al. 2018, 
Majumdar et al. 2018a), el rendimiento de las muestras de Buenos Aires y de 
Uruguay, podría mejorarse para incrementar el número 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 región eficiente para la tipificación de enterovirus 
desde agua residual, recomendando el tratamiento con DNAsa sobre el material 
extraído desde la muestra, como un paso previo a la obtención del amplicón y su 
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secuenciación. De hecho, con fines de reducir el número de reads inespecíficos que 
se obtienen en experimentos de next-generation sequencing de muestras 
ambientales para caracterizar virus, se han propuesto distintas posibilidades como 
la clarificación de las muestras mediante utilización de filtros, tratamientos con 
DNAsa, centrifugación, entre otros (Kim et al. 2015, Fernández-Cassi et al. 2017).  
Considerando que aproximadamente 1/3 de los reads obtenidos en las muestras 
uruguayas, no mapeó con enterovirus (Lizasoain et al. 2021a), la elección de alguno 
de estos tratamientos aplicado a los concentrados virales podría mejorar la 
eficiencia de la metodología. 
Anteriormente, se describió que la composición de una comunidad viral observada 
en una muestra de agua residual, es influenciada por el método de concentración 
escogido (Hjelmsø et al. 2017), lo que nos lleva a suponer que probablemente, para 
aquellas muestras que, luego de su concentración, conserven genomas virales (así 
como también de procariotas) que puedan ser blanco de amplificaciones 
inespecíficas por los cebadores que utilizamos para la detección de enterovirus, 
perderemos profundidad de secuenciación específica para enterovirus, generando 
secuencias que luego serán 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 inespecíficos fue bajo (4%), sin embargo, 
se detectó en promedio la misma cantidad de enterovirus por muestra que en 
Uruguay. Esto podría sugerir que la detección de un menor número de enterovirus 
por muestra depende de distintos factores, más allá de la pérdida de eficiencia por 
amplificaciones inespecíficas. 
Si bien la observación de una mayor cantidad de enterovirus en las muestras de 
Córdoba podría deberse simplemente a una mayor diversidad de enterovirus 
circulando en su población, en comparación con lo que circula en las poblaciones 
de Buenos Aires y de las ciudades de Uruguay, esto es quizás lo menos probable 
por tratarse de contextos socio-económicos, sanitarios, e incluso, epidemiológicos, 
no muy diferentes entre ambos países.  
Probablemente el volumen inicial colectado de agua residual, y el factor de 
concentración que se alcanza mediante el método de concentración elegido, tengan 
una influencia importante en la cantidad de tipos de enterovirus detectados. 
Si bien es difícil hacer una comparación entre los diferentes abordajes que se han 
publicado, parecería que algunas características de los mismos, podrían 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 partículas virales presentes en la muestra original, 
parecería incidir en la capacidad de detectar múltiples y diversos tipos virales en 
cada muestra (Majumdar et al. 2021, Shaw et al. 2021). No obstante, también 
parecería importante, la fracción que se toma del concentrado para realizar la 
extracción de ARN que luego será sobre la cual se amplificarán 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 fracción que utilizan como molde de amplificación sea en parte los que les 
aseguró la detección de más de 80 tipos durante su muestreo. 
Por supuesto que otras características de los diferentes estudios, como la 
posibilidad de obtener muestras compuestas a partir de alícuotas tomadas en 
diferentes momentos del día en vez de muestras obtenidas en colectas puntuales 
(grab samples), o la utilización de PCRs de un único 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 diseñados por Nix et al. (2006), que son recomendando por el CDC 
y la OMS para la vigilancia de enterovirus a nivel clínico (World Health Organization, 
2015), y fueron evaluados en su momento para una gran diversidad de cepas 
prototipo. Sin embargo, han transcurrido unos 15 años 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, podría haber algunos tipos, 
(específicamente aquellos más nuevos), que estuvieran escapando a la detección 
por parte de los cebadores que utilizamos. 
Bisseux et al. (2020) y Tao et al. (2020) han utilizado también la combinación de 
cebadores que fue utilizada en nuestra estrategia, para secuenciar mediante next-
generation sequencing los amplicones obtenidos desde ARN extraído 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 únicamente 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 más recientemente descubiertos, tanto a nivel de la región degenerada como 
de la región no degenerada de cada cebador CODEHOP (no mostrado), lo cual 
podría 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 
amplificación. Sería oportuno revisar la utilidad de los cebadores de Nix et al. (2006) 
para la detección de varios enterovirus, que están siendo reportados por otros 
estudios que emplean diferentes estrategias de amplificación. 
Más allá 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 deberán ser reformulados 
en futuros abordajes, la estrategia que empleamos para obtener gran parte de los 
resultados de esta tesis, nos permitió identificar y estudiar una  gran diversidad de 
enterovirus en Uruguay y Argentina, y en ello se basa la discusión de las siguientes 
secciones. 
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6.2. Sobre la diversidad de enterovirus humanos detectados en muestras de 
agua residual de Uruguay y Argentina 
 
En esta tesis se reporta la detección 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 países, o incluso en la región de América del Sur. 
Aunque desde Argentina se han publicado, varios artículos describiendo por 
ejemplo, el rol de echovirus 30 en los casos de meningitis que ocurren en el país 
(Palacios et al. 2002, Farías et al. 2011, Lema et al. 2019), así como se han 
realizado estudios de tipificación de enterovirus a partir de muestras clínicas 
provenientes de individuos con variados cuadros clínicos 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, Farías 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 circulación de los 
enterovirus en la población argentina; mucho menos estos datos existen para 
Uruguay. 
Al desconocer estas características, los resultados que hemos obtenido por un lado 
aportan conocimiento sobre las variantes que potencialmente pueden llegar a estar 
afectando la salud de la población, pero, por otro lado, al haber sido detectadas en 
aguas residuales, sin una asociación clara con lo que sucede a nivel de la consulta 
médica en ambos países, dificulta establecer cuán relevante es la detección de su 
circulación en la comunidad. Sin embargo, ya sea por contar con un historial de 
detección desde el ámbito médico en nuestros países, o en base a la importancia 
que los sistemas de vigilancia de otros países le han dado a la detección de 
determinadas variantes, es que hemos dirigido el esfuerzo por estudiar en 
profundidad la circulación de algunos tipos sobre otros. 
Más allá de la relevancia que los enterovirus aquí reportados pueden tener para la 
salud de la población argentina y uruguaya, esta tesis constituye un importante 
aporte a la descripción de la diversidad genética de los enterovirus que circulan en 
nuestra región. Durante esta tesis, se obtuvieron unas 800 secuencias nucleotídicas 
de enterovirus humanos (en forma de OTUs), lo cual excede ampliamente el número 
de secuencias sudamericanas de enterovirus no polio que podían ser obtenidas 
desde distintas bases de datos hasta el momento, según 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 
Córdoba, con la excepción del periodo marzo-junio de 2011 cuando se evidenció un 
incremento en la abundancia de coxsackievirus A16 con respecto a los demás 
enterovirus presentes en cada muestra (Lizasoain et al. 2021c). También en Buenos 
Aires, se evidenció la presencia de coxsackievirus A16 en una muestra colectada 
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en mayo de 2011 (Lizasoain et al. 2021b). En Uruguay, la mayoría de los enterovirus 
de la especie A se detectaron de manera esporádica 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, más allá 
de la predominancia que este virus tuvo principalmente en 2011 (tanto en Córdoba 
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 Córdoba, continuaron circulando del mismo modo en 2017-2018 
(Lizasoain et al. 2021c), a diferencia de lo que sucedió en Uruguay, donde varios de 
los tipos que se detectaron en 2011-2012 no se volvieron a detectar en 2017-2018 
(CVA2, CVA3, CVA4, CVA16, y EVA90) (Lizasoain et al. 2021a). No obstante, en 
las muestras uruguayas de este último periodo, se detectaron algunos tipos que no 
habían sido detectados previamente, o comenzaron a detectarse con mayor 
frecuencia (CVA5, CVA6, CVA10). 
Además de estar principalmente asociados a la HFMD, (y a algunos de ellos nos 
referiremos más adelante en esta discusión), y haber sido reportados previamente 
desde el estudio de brotes y casos esporádicos de esta enfermedad en distintos 
países de la región (Sousa et al. 2018b, Cisterna et al. 2019), en particular, los 
miembros de esta especie, apenas aparecen en los reportes que existen a nivel 
clínico en Argentina (Cisterna et al. 2007). Sin embargo, a nivel de la región, 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 
cuestión) 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 Perú en el periodo 2005-2010, a partir de pacientes con 
síntomas de influenza (9 casos de un total de 175 casos en los cuales se detectó la 
presencia de enterovirus para todo el periodo) (Huaman et al. 2014). Nuestros 
datos, en conjunto con estos reportes, nos sugieren que, aunque la circulación de 
estos enterovirus en nuestras comunidades, se de en una baja frecuencia en 
comparación con la de enterovirus de otras especies, circula una gran diversidad de 
tipos, los cuales pueden estar sumando en la casuística de diversas complicaciones 
para la salud del ser humano (más allá de la HFMD). En tal sentido, será importante, 
ir estudiándolos poco a poco, en la medida que sabemos que varios de estos 
enterovirus de la especie A, poseen un historial de rápida expansión 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 países en 
conjunto, constatamos que los miembros de la especie B son los más abundantes 
(23 enterovirus de la especie B, 12 de la especie A y 12 de la especie C), y esta 
predominancia se mantiene cuando se analiza cada país individualmente (14 tipos 
de un total de 29 en Uruguay, y 22 tipos de un total de 45 en Argentina). Esto es 
esperado, no sólo por tratarse la especie B de la especie que mayor cantidad de 
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enterovirus contiene en comparación con las otras 3 (Zell et al. 2017), sino que está 
de acuerdo con la mayoría 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 Córdoba, la especie B fue detectada en el 100% de las muestras, y por lo general 
los miembros de esta especie fueron más abundantes que el resto cuando se 
analizó cada muestra. Sin embargo, hay dos periodos donde se registra una 
disminución 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 comparación 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 circulación de CVA1 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 evidenció 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 Córdoba, pero si se observó 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 análisis integrado de resultados para 
cada muestra, pueden estar influenciados por diversas cuestiones, incluso 
metodológicas o de la naturaleza de cada muestra, pero es interesante cuando 
estos son entendidos en el contexto en que se da la circulación de enterovirus en 
una población, con picos epidémicos cada pocos años, incluso en aquellos tipos 
que son endémicos de una región y se evidencian continuamente a través del 
estudio de casos esporádicos, pero que potencialmente pueden causar epidemias 
(Brown et al. 2020). 
Si bien no hay datos a nivel de vigilancia clínica para los períodos abordados en 
esta tesis ni para Uruguay ni Argentina (a excepción de lo reportado para echovirus 
30 en Argentina por Lema et al. 2019), un estudio previo reportó la detección 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 años de edad de Buenos Aires, en el periodo 1998-2003 (Mistchenko et al. 
2006). Este estudio reportó la circulación de varios de los enterovirus de la especie 
B que fueron detectados en esta tesis a partir del agua residual de Córdoba 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 
que 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 
esporádicos. 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, Farías et al. (2011), reportaron la detección de echovirus 30, 
coxsackievirus A9, y coxsackievirus B4 a partir del estudio de 10 pacientes 
hospitalizados en Córdoba debido a la sospecha de infección del sistema nervioso 
central, y con resultado de análisis de LCR positivo para enterovirus, en el periodo 
2007-2008. También Farías et al. reportaron mediante el estudio de aguas 
residuales y aguas superficiales contaminadas con éstas, colectadas en Córdoba 
durante el periodo 2009-2014, la circulación de algunos de los tipos que hemos 
detectado durante esta tesis como E6, E13, E14, E16, CVA9, y CVB4 (Farías et al. 
2018, 2019). 
Ello indica que la circulación, de varios de los miembros de la especie B reportados 
por nosotros, data desde ya hace muchos años, en Córdoba, como en Buenos 
Aires, y probablemente, en la Argentina toda. 
Con respecto a Uruguay, hasta el momento de realizar esta tesis, apenas se tenía 
conocimiento en el país de la circulación de 8 echovirus (E3, E4, E5, E6, E11, E13, 
E14 y E18) y de 6 coxsackievirus (CVA9, CVB1, CVB2, CVB3, CVB4 y CVB5) según 
las tesis de Hernández (2014) y Recarey (2011). De todos ellos, apenas no se 
detectó en agua residual E4, E13 y 18. Sin embargo se detectó un enterovirus de 
esta especie de suma importancia a nivel de la epidemiología global de las 
meningitis, como es echovirus 30 (Brown et al. 2020, Brouwer et al. 2021), 
constituyendo el primer registro en nuestro país de su circulación, hasta donde 
nuestro conocimiento nos permite afirmar. 
Desafortunadamente, muchas de las secuencias nucleotídicas 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 públicamente, 
limitando en gran medida la posibilidad de comparación con cepas más 
recientemente detectadas. 
Cuando fue posible integrar (debido a disponibilidad) en nuestros análisis 
filogenéticos, aquellas secuencias de enterovirus obtenidas en los estudios clínicos 
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 región y 
del mundo, se constató que algunos de los enterovirus detectados tanto en 
ambiente como en pacientes, están representados en nuestra región por variantes 
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pertenecientes a diversos clados, algunos de los cuales han logrado dispersarse a 
nivel de múltiples países de la región sudamericana, evidenciando que hay variantes 
que al parecer tuvieron mucho éxito en su dispersión a lo largo de extensas regiones 
geográficas (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 aún 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 Córdoba). 
El enterovirus C105 fué inicialmente reportado durante el estudio de muestras 
nasofaríngeas de niños afectados por enfermedad respiratoria en Perú 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 distribución mundial. Sin 
embargo, también ha sido identificado durante el estudio de un caso fatal de AFP 
registrado durante un brote de poliomielitis en la República 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 que afectó a un niño 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, Pakistán, Reino Unido, y Francia 
(Majumdar et al. 2018a, 2021, Bisseux et al. 2020, Shaw et al. 2021). 
Más allá de la detección de estos enterovirus de la especie C, otros tipos de esta 
especie se detectaron frecuentemente durante el desarrollo de esta tesis, como 
coxsackievirus A1, A22 y enterovirus C99. 
Tanto coxsackievirus A1 como A22, han sido conocidos clásicamente (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 clínica, al recaer ésta en general, en el aislamiento 
en cultivo celular. Sin embargo, al igual que nosotros, varios autores han reportado 
detección 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 últimos años, o si es consecuencia apenas de una innovación en la 
metodología de detección. 



162 
 
 

Un patrón bien interesante fue el que evidenciamos a partir de las muestras de agua 
residual colectadas en las ciudades uruguayas: mientras que CVA1, A13 y A19 se 
detectaron exclusivamente en 2017-2018, CVA22 y EV-C99 se detectaron 
exclusivamente en 2011-2012 (Lizasoain et al. 2021a). 
En las muestras de Córdoba colectadas en 2011-2012, CVA22 también co-circuló 
con EV-C99, aunque en algunos meses también se detectó la presencia de CVA1 
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 CVA1, y pasa a ser uno 
de los enterovirus más abundantes en cada muestra, siendo detectado además 
durante los 12 meses de colecta, aunque, si bien comienzan a detectarse también 
otros tipos como CVA11 y CVA19, sigue dándose la circulación 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 sí sola no es capaz de explicar el patrón de 
cambio entre periodos que se evidencia para coxsackievirus A1. Al parecer este 
virus emergió en la región de manera reciente, se ha diversificado, y circula 
ampliamente en nuestras poblaciones. Determinar cuáles son las relaciones 
ecológicas entre los distintos enterovirus resulta más que interesante, sobre todo al 
recordar que en mayo de 2012 Uruguay sustituyó 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 dejó de 
suministrar el serotipo 2 en el plan de inmunización con OPV. Si estos reemplazos 
alteraron los nichos de algunos enterovirus, es apenas una especulación, que, 
aunque apasionante, necesita estudios específicamente dirigidos a desentrañar 
esta cuestión. 
Es de destacar que se constató 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 Illumina next-generation sequencing (Lizasoain et al. 2021a). Por 
ejemplo, en Uruguay detectamos mediante secuenciación 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 más similares disponibles en GenBank, 
respectivamente, y también mediante next-generation sequencing se detectó una 
OTU mapeada con CVA24, con apenas 80% de identidad nucleotídica con la cepa 
de menor e-value en una búsqueda BLAST. 
Este patrón de detección de miembros de la especie C altamente divergentes con 
respecto a las cepas de circulación contemporánea, ha sido reportado previamente 
(Zhang et al. 2016b, Majumdar et al. 2018a), y focaliza la atención 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 región, ya que los hemos detectado muy 
frecuentemente tanto en Argentina como en Uruguay. 
Más allá del interés que despiertan algunos miembros de la especie C por su 
capacidad de recombinar con poliovirus, lo cual estaría 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 hemorrágica aguda que se ha manifestado como un virus pandémico 
en más de una oportunidad (Baggen et al. 2018b). 
Por otro lado, si bien un estudio reciente realizado en Brasil (Sousa et al. 2020) 
reportó a coxsackievirus A13 y enterovirus C99 como dos de los 10 enterovirus no 
polio más comunes asociados a AFP en el periodo 2005-2017 (17 y 13 casos, 
respectivamente), otro estudio realizado entre 2008 y 2013 en la República 
Democrática del Congo (Sadeuh-Mba et al. 2019) reportó que mientras 
coxsackievirus 13 era detectado en las heces del 4% de niños sanos, no fue 
detectado en 150 casos de AFP estudiados (y EV-C99 apenas se detectó en un 
caso de AFP). Considerando la frecuencia relativamente alta con la que al parecer 
los miembros de la especie C están apareciendo durante el estudio de agua 
residual, habría que estudiar con más profundidad el rol emergente asociado a AFP 
que están 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 podrían ser un reservorio 
de información genética, desde el cual podrían 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 circulación de coxsackievirus de la especie C en una frecuencia 
relativamente alta en diferentes regiones de Madagascar, tal como reportó Rakoto-
Andrianarivelo para el periodo 1994-2002, habría 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 Córdoba (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 
poseerían capacidad de recombinar con cepas vacunales Sabin (Brouwer et a. 
2020), es sumamente alentador que Argentina, no sólo haya realizado el cambio de 
la trivalente OPV a la bivalente OPV en 2016, sino que además el haber sustituido 
su esquema de vacunación mixta OPV-IPV, por el uso exclusivo de la IPV, a partir 
del año 2020, disminuye el potencial riesgo de emergencia de derivados vacunales 
a nivel de todo el territorio nacional. No obstante, si la frecuente circulación de tipos 
de la especie C, como hemos observado en nuestro estudio, es también un patrón 
que acontece en otros países de la región, que aún habiendo introducido al menos 
una dosis de IPV en sus esquemas, presentan porcentajes de cobertura vacunal 
bajos (Falleiros-Arlant et al. 2020), ello podría ser un escenario propicio para la 
emergencia y circulación de derivados vacunales con el potencial riesgo de producir 
parálisis. 
 



164 
 
 

6.3. Sobre la detección de poliovirus a partir de muestras de agua residual 
de Córdoba, y su ausencia en muestras de Buenos Aires y Uruguay 
En 6 muestras de agua residual colectadas en Córdoba (Argentina) se detectaron 
cepas de poliovirus relacionadas a la vacuna Sabin (Figura 14). Tal como se 
esperaba, no se detectó PV2 en las muestras de 2017-2018 (Argentina realizó 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 precaución, considerando que durante todo 2011-2012 Argentina 
suministró la trivalente OPV a su población y PV2 debería haber sido detectado en 
una frecuencia mayor a la observada. 
También se detectó 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. 
Córdoba es una ciudad con aproximadamente 1.300.000 habitantes (Instituto 
Nacional de Estadística y Censos de la República 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 población. Cada muestra 
consistía de 1,5 litros de agua residual, y se concentró mediante un método de 
precipitación con polietilenglicol hacia un volumen de 15 ml (factor de 
concentración=100). Este método de concentración 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). Además, ha sido mencionado como una alternativa al método de 
separación en dos fases que la OMS propone para la concentración de 
especímenes de agua residual en sus recomendaciones para la vigilancia ambiental 
de poliovirus (Global Polio Eradication Initiative, 2015). 
La baja frecuencia de detección de poliovirus (6/32, 19%) en las muestras de 
Córdoba que 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 aún empleando el algoritmo de detección 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 detectó 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 Córdoba en 2006, en un contexto de vacunación 
sostenida con OPV. 
Probablemente, la presencia de varios enterovirus no polio en cada una de las 
muestras de Córdoba que se estudió 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 captación de excretores de poliovirus vacunal, 
así como la cobertura con OPV en la población cordobesa, entre los distintos 
muestreos, por lo que probablemente, si sometiéramos las 32 muestras de Córdoba 
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utilizadas en esta tesis, al algoritmo de aislamiento de poliovirus recomendado por 
la OMS obtendríamos un número mayor de muestras positivas para este virus, tal 
como sucedió en un estudio previo en el que muestras de agua residual colectadas 
en China fueron sometidas en paralelo a detección 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 región completa codificante de VP1, a partir de 3 muestras de 
agua residual colectada en Pakistán en 2013, 2014 y 2015. Apenas el 0,3% de los 
reads de la muestra de 2013 mapeó 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 osciló entre 0,1% y 8,8%. 
Recordemos que Pakistán es un país donde no se ha interrumpido la circulación del 
virus polio salvaje24, que vacuna con OPV, y que además ha sido afectado por 
brotes de cVDPV, de hecho, entre agosto de 2012 y diciembre de 2013 reportó unas 
61 parálisis a causa de cVDPV-2 (Diop et al. 2014). 
Adicionalmente, Shaw et al. (2020), secuenciaron mediante la metodología de 
Oxford Nanopore, amplicones de cápside, obtenidos directamente desde 8 
muestras de agua residual colectada también en Pakistán, y lograron la detección 
de poliovirus en todas ellas, sin embargo, en 6 de las 8 muestras, los poliovirus 
estuvieron representados por un porcentaje de reads que osciló entre 0,002% y 
6,65%. Cuando realizaron la secuenciación mediante Illumina MiSeq, pudieron 
producir contigs de la cápside 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 nucleotídica de la región 
codificante de VP1 en su extensión completa, determinando el porcentaje de 
diferencias nucleotídicas con respecto a las cepas de la vacuna Sabin (Burns et al. 
2014). Si bien las secuencias de poliovirus amplificadas desde las muestras de 
Córdoba son secuencias parciales de aproximadamente 300 nt (un tercio de la 
región codificante para la proteína VP1), igualmente se analizó la similitud 
nucleotídica de las mismas con las cepas vacunales Sabin. 
El análisis se realizó considerando todas las secuencias únicas 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 más 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 evolución de casos confirmados de poliovirus salvaje en Pakistán 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 secuenciación. 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 serían 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 serían consideradas del tipo vacunal 
también (Figura 14). No obstante, es importante de nuevo señalar que, esta 
clasificación debería realizarse en base a la secuencia completa codificante de VP1, 
y que nosotros realizamos este análisis apenas para tener una aproximación de la 
divergencia que existía en las secuencias obtenidas con respecto a las cepas Sabin. 
Durante el procesamiento bioinformático de nuestros datos, decidimos eliminar 
aquellos contigs cuya abundancia fuese menor de 2, por lo tanto, algunos contigs 
presentes en nuestras muestras están representados por apenas 2 secuencias 
idénticas. Si bien existe la probabilidad de que estos sean consecuencia de errores 
en la secuenciación de variantes que se encuentran en mayor proporción (como 
hemos discutido que sucedió para los poliovirus más 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 permitió alcanzar la detección de algunas 
variantes que se encontraban en baja proporción en una muestra, lo cual en 
definitiva también es el objetivo del uso de la next-generation sequencing de 
amplicon. 
Las muestras de Uruguay, habían sido colectadas en el marco de otros proyectos 
que nuestro laboratorio desarrolló anteriormente, con objetivos distintos al de esta 
tesis. Por lo tanto, las características de estas muestras (volumen colectado, método 
de concentración utilizado, sitios de colecta elegidos, etc.) no están necesariamente 
de acuerdo con las recomendaciones para una buena sensibilidad en la vigilancia 
ambiental de poliovirus en una población (Global Polio Eradication Initiative, 2015). 
Sin embargo, resultaba más que interesante evaluar la posibilidad de detectar 
poliovirus, al menos en aquellas muestras que correspondían a periodos de colecta 
que acompasaban la utilización de la vacuna OPV en el esquema nacional de 
inmunización de Uruguay, es decir, las muestras que habían sido colectadas antes 
del mes de mayo de 2012, cuando nuestro país reemplazó 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 había 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 según el requerimiento dado por la 
edad de cada individuo, y no en eventos especiales como los conocidos Días 
Nacionales de Inmunización, 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 históricamente (Sorondo & Frantchez, 2014; Quian, 2015). 
No fue posible aislar poliovirus desde ninguna de las muestras uruguayas que se 
sometieron al algoritmo de inoculación en paralelo de células RD y L20B 
recomendado por OMS. Apenas 4 muestras de un total de 44 desarrollaron efecto 
citopático 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 detección de enterovirus que se había 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 años 
aproximadamente (se colectaron en 2011-2012 y se analizaron en 2017), pudo 
haber llevado al deterioro de las partículas virales, y a una disminución de su 
viabilidad. No obstante, también es importante recalcar que hubo una importante 
detección de enterovirus de las especies A y C cuando los mismos concentrados 
virales que se sometieron a aislamiento en líneas celulares, fueron abordados 
directamente mediante RT-PCR y secuenciación por Sanger de un fragmento 
codificante de la proteína VP1. Considerando que la utilización de células RD para 
el aislamiento de enterovirus, podría dificultar la identificación de las especies A y C 
al ser más susceptibles a otros enterovirus, principalmente de la especie B (Adeniji 
& Faleye, 2014; Faleye & Adeniji, 2015), esto podría haber incidido también en la 
baja tasa de aislamiento a partir de nuestras muestras. 
Al considerar los resultados de next-generation sequencing del amplicón 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 líneas 
celulares, ya que no se detectaron tampoco durante la secuenciación masiva, reads 
que mapearan contra alguno de los tipos de poliovirus, por más que la base de datos 
de secuencias de referencia que se construyó 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 
debió 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 población 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 
detección 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 circulación 
comunitaria, por lo que los diversos enterovirus no-polio podrían haber significado 
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durante la amplificación, una fuerte competencia para éstos, sesgando la síntesis 
de nuevas moléculas de ADN hacia un perfil de enterovirus no-polio. 
La baja proporción de poliovirus con respecto al total de tipos de enterovirus no polio 
que pueden llegar a ser evidenciados en cada muestra de agua residual, incluso en 
aquellas tomadas en países donde el virus polio no ha sido erradicado (Majumdar 
et al. 2018a), o 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 específicos y sensibles para la detección de poliovirus, ya 
que por lo general estos se encuentran en un contexto de co-circulación con gran 
diversidad de enterovirus. 
Otros estudios que también han utilizado los cebadores de Nix et al. (2006) 
acoplados a next-generation sequencing de amplicón, han logrado la detección de 
poliovirus a partir de agua residual, tanto durante un esquema de vacunación con 
OPV (Tao et al. 2020), como incluso en un esquema de vacunación exclusiva con 
IPV mantenido durante muchos años, demostrando la posibilidad de detectar la 
importación de cepas vacunales desde países 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 volúmenes de agua residual de 20 litros y de 1 litro por 
muestra, concentrando a 60 ml y 10 ml, lo que significa factores de concentración 
de aproximadamente 330 y 100, respectivamente (nosotros concentramos 42 ml de 
agua residual hasta 1 ml, por lo que el factor de concentración 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 circulación 
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 utilización de métodos de concentración adecuados y volúmenes de partida de 
agua residual que maximicen la probabilidad de detección de eventos de excreción 
de virus polio en una comunidad, el abordaje que aquí presentamos, es útil para 
determinar qué serotipos de poliovirus están presentes en una muestra (PV1, PV2 
o PV3), aunque deberían realizarse amplificaciones adicionales de la región 
codificante de VP1 en su extensión completa para poder discernir si se trata de un 
poliovirus del tipo vacunal o VDPV. 
Si bien Shaw et al. (2020) han propuesto una metodología que acopla la 
amplificación de la región codificante completa de cápside de poliovirus con next-
generation sequencing, para realizar la diferenciación entre polios vacunales, 
derivados vacunales y salvajes, ésta todavía no logra valores de especificidad y 
sensibilidad óptimos cuando se la compara con el aislamiento en cultivo de células, 
por lo que al parecer, el algoritmo propuesto por la OMS, seguirá vigente hasta que 
se mejoren las existentes, o desarrollen nuevas metodologías. 
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6.4. Sobre la detección 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 Córdoba (Lizasoain et al. 2021c) y en distintas ciudades uruguayas 
(Lizasoain et al. 2021a). 
En Uruguay, esta detección representó la primera evidencia de circulación de 
ambos virus. En Argentina, si bien ambos ya habían sido detectados con 
anterioridad por otros estudios clínicos (Cisterna et al. 2007, Farías et al. 2011, 
Lema et al. 2019) hasta el momento no había secuencias disponibles de enterovirus 
A71 de Argentina, en la base de datos de GenBank. Por otro lado, sí había 
disponibles secuencias de echovirus 30 procedentes de distintas provincias de 
Argentina como consecuencia de la caracterización de diversos brotes y casos 
esporádicos de meningitis asépticas ocurridos en el periodo 1998-2012 (Lema et al. 
2019). 
Debido a la importancia de estos dos enterovirus, como patógenos asociados a nivel 
global a meningitis aséptica y AFP, durante esta tesis existió especial interés en la 
caracterización 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 análisis filogenético del segmento 
codificante de VP1, en 8 genotipos diferentes (A-H), y en algunos pequeños grupos 
que aparentemente se encuentran extintos, al igual que sucede con los genotipos 
B, C, D y G, los cuales habrían 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, F y H. 
Cepas provenientes de distintos países 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). Farías et al. (2011) sugirieron la circulación del 
linaje H en Argentina, a partir del estudio de algunos casos de individuos 
hospitalizados por infecciones del sistema nervioso central, en Córdoba durante el 
año 2007. 
Tanto en Brasil como en Argentina, echovirus 30 ha sido señalado como una de las 
causas más 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 habría 
estado causado por la aparición de diferentes linajes del virus, que circularon en 
dicha región desde al menos el año 2016. Durante el periodo 2016-2018, se 
constató en Europa la circulación de 6 clados distintos, caracterizada por el 
recambio rápido por parte de aquellos linajes emergentes más nuevos, y una 
disminución relativamente rápida de su circulación, 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, 
según nuestro análisis, estaría comprendido en lo que anteriormente se venía 
denominando como genotipo E. También tendría una gran participación en este 
resurgimiento, un linaje que denominan G6. Algunas de las secuencias asignadas 
en el cluster de G6 durante el análisis filogenético realizado por Benschop et al. 
(2021), habían agrupado en nuestro análisis (Lizasoain et al. 2021a) con secuencias 
del genotipo B, el cual se consideraba extinto. Estudios adicionales serían 
necesarios para caracterizar este nuevo clado (G6), del cual aún no ha habido 
reportes en nuestra región. 
Los echovirus 30 detectados por nosotros en Córdoba, agruparon con cepas 
reportadas a nivel global de los genotipos E y F. Interesantemente, las del genotipo 
E que detectamos en agua residual en Córdoba durante 2011-2012, mostraron altos 
porcentajes de identidad nucleotídica y agruparon junto a cepas reportadas 
previamente a partir del estudio de casos de meningitis aséptica ocurridos en 2011-
2012, tanto en Córdoba, 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 Córdoba, en mayo de 
2012, (que resultarían tipificados como cepas del genotipo E), esta variante habría 
circulado en la comunidad desde al menos tres meses antes, tal como lo demuestra 
su detección en agua residual (Lizasoain et al. 2021a, 2021c). 
Si bien no se puede asegurar que la detección de una variante en el ambiente, 
preceda siempre la ocurrencia de brotes o casos esporádicos (Ivanova et al. 2019), 
al igual que otros estudios (Sedmak et al. 2003, Majumdar & Martin, 2018), el 
nuestro demuestra que analizando las variantes que están presentes en el agua 
residual se puede detectar la circulación silenciosa de un virus en la comunidad, 
antes de que este impacte en la salud de la población. Esto es particularmente útil 
para la detección de variantes cuya circulación no es endémica en determinada 
región geográfica. 
En este sentido, es que hemos documentado la circulación 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 país sobre su incidencia en las AFP (Lizasoain et al. 2021a). Una vigilancia 
clínica adecuada en Uruguay, podría ayudar a comprender si estas variantes están 
teniendo algún impacto en la salud de la población, o si lo tendrán en el futuro. 
También a partir del estudio de muestras de agua residual colectadas en Córdoba 
en 2017-2018, evidenciamos la circulación del genotipo F de echovirus 30, el cual 
no se reportaba en Argentina desde 2007, cuando se lo identificó durante el estudio 
de casos de meningitis (Lizasoain et al. 2021a). Nuestros análisis 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 región a partir de, al menos, dos ingresos distintos. 
Con respecto a la circulación de enterovirus A71 en nuestra región, si bien un 
estudio serológico de individuos con parálisis (poliovirus negativos), daba cuenta en 
1990 de la amplia circulación de enterovirus A71 en el Brasil (Da Silva et al. 1990), 
fue recién en 2005 cuando se obtuvo y analizó la secuencia nucleotídica de una 
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cepa del virus que había causado una AFP en el norte de Brasil en el año 1999 
(Castro et al. 2005), en ese entonces se constató la circulación del genogrupo B. 
Sin embargo, la circulación de este genogrupo en la región sudamericana puede 
rastrearse hasta el año 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 análisis filogenético del segmento 
codificante de VP1. Inicialmente se trataba de los genogrupos A, B y C, con 
adicionales subgenogrupos en B (B0 a B5) y en C (C1 a C5) (Brown et al. 1999, 
McMinn, 2012; Bessaud et al. 2014). En 2001, se detectaría la circulación 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 
República Central Africana y de Camerún 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 partir del estudio de cepas reportadas en India, en 2008 y 2011 
(Saxena et al. 2015). 
Se ha visto que estos genogrupos y subgenogrupos circulan con cierta 
estructuración geográfica y temporal. El genogrupo A, aparentemente se encuentra 
extinto, ya que sus últimas 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, así como también unos han 
desplazado a otros al tornarse predominantes. Por ejemplo, durante los años 80, 
B2 fue introducido a Estados Unidos, Holanda, Australia y Japón, aunque a inicios 
de los 90, sería reemplazado por C1. De igual manera, en el 1998 C4 emergió en la 
región del Pacífico oeste, y causó importantes epidemias en China a partir de 2008. 
Desde entonces, C4 se dispersó por toda la región, causando importantes 
epidemias en distintos países, 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 región 
Asia-Pacífico, ha llevado a que una cepa inactivada de este subgenogrupo sea 
utilizada en el diseño 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 circuló en el país 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 
circulación de enterovirus A71 como causante de casos de AFP y meningitis 
aséptica, llegando éste a ocupar el tercer puesto entre los enterovirus más 
frecuentemente detectados en el año 1993, estas cepas no fueron caracterizadas 
en su momento ni sus secuencias depositadas en bases de datos públicas, por lo 
que no fue posible incorporarlas a nuestros análisis. 
La detección de cepas EV-A71 C2 a partir de muestras de agua residual de Córdoba 
y de Uruguay, de 2011 y 2017, describe un rango geográfico de dispersión para este 
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genogrupo mayor al que se conocía con anterioridad, al ser detectado también en 
países de la región 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 Córdoba en 2017 (Lizasoain et al. 
2021a). Si bien en el periodo 2006-2009 habían sido detectadas algunas cepas de 
este subgenogrupo en nuestra región, a partir del estudio de hisopados 
nasofaríngeos tomados de individuos con síntomas de influenza en Perú (Huaman 
et al. 2016), las cepas que detectamos en Córdoba 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 países 
europeos, asociado a casos esporádicos y brotes de desórdenes neurológicos 
graves, como la meningitis aséptica, encefalitis, o AFP (Böttcher et al. 2016, 2019, 
Midgley et al. 2017, González-Sanz et al. 2019, Ngangas et al. 2019, Richter et al. 
2019). 
La detección de cepas C1-like variante en nuestra región, reviste importancia, no 
sólo por las consecuencias que ha tenido en aquellas regiones donde ha circulado, 
sino también debido a que  recientemente se reportó la emergencia de una cepa 
recombinante originada desde cepas C1-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 infección y cuadros clínicos 
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 dispersión de los distintos subgenogrupos. 
 
6.5. Sobre las epidemias de HFMD que tuvieron lugar en Uruguay durante 
2018 y 2019, los enterovirus detectados, su relación con cepas detectadas en 
la región, así 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 últimos años (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 país, desde 1973 
cuando un equipo de médicos e investigadores reportaron el primer caso de la 
enfermedad asociándolo con un coxsackievirus del tipo A (Aguirrezabala et al. 
1973). 
Algunas características principales de ambos brotes que ocurrieron en Uruguay, es 
que afectaron a un gran número de instituciones educativas y de cuidado de la niñez 
y la primera infancia, que no se registraron casos graves con complicaciones a nivel 
del sistema nervioso o sistema respiratorio que requirieran hospitalización, aunque 
muchos casos tuvieron una presentación atípica de la enfermedad, ello evidenciado 
por manifestaciones cutáneas en distintas partes del cuerpo, adicionales a las 
clásicas 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 otoño-invierno, 
durante los cuales las temperaturas son sensiblemente inferiores con respecto al 
resto del año. 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 etiología que afectan a la población 
infantil. Ante la emergencia de la HFMD en nuestro país, serán necesarias pautas y 
directrices para el diagnóstico y tratamiento a nivel clínico de la enfermedad, así 
como también será necesario diseñar y poner en práctica protocolos para la 
respuesta ante brotes en instituciones educativas o de cuidado de la niñez y primera 
infancia. 
Los resultados que hemos obtenido, en conjunto con reportes de países de la 
región, 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 
evidenció la co-circulación 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 región 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 Paysandú (Lizasoain 
et al. 2020a, 2020b; Lizasoain, 2021) aunque previamente detectamos su 
circulación 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 Paysandú en 2019, resultó negativo 
mediante la detección 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 detección del virus, considerando que todas las muestras provenían 
de individuos con diagnóstico clínico de la enfermedad, existe la posibilidad de que 
la diversidad de enterovirus asociada a ambos brotes, sea mayor a la aquí descrita. 
En tal sentido, evaluar dichas muestras mediante un enfoque de metagenómica viral 
podría ser útil para identificar enterovirus de una manera más sensible en 
comparación con el método que hemos utilizado, para obtener un conocimiento más 
amplio sobre los agentes asociados a estos casos (Linsuwanon et al. 2015). 
En esta tesis, reportamos la primera detección 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 Paysandú de 2019, no 
siempre la presencia de un determinado tipo en una muestra clínica se correlaciona 
con el cuadro clínico que cursa el individuo desde el cual proviene la muestra 
(Madeley, 1982; Luchs, 2021), de hecho, la detección de enterovirus es común en 
muestras de individuos que no cursan cuadro clínico 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 vinculación 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 circulación de los linajes B, C y D desde 2003, mientras que en 
África se han reportado epidemias de HFMD debido al linaje E en 2006 y 2008. Por 
otro lado, en Asia se ha dado la circulación de los linajes B, D, y E desde 2004. 
Particularmente en China, el linaje D circuló hasta 2008, para ser luego reemplazado 
por el linaje F, el cual se subdivide en F1, F2, y F3, siendo estos dos últimos los que 
han co-circulado en China en los últimos años, mientras que F1 se reportó en 
España durante un brote de HFMD grave que ocurrió 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, clasificó la cepa de coxsackievirus A10 detectada a partir de un 
caso de HFMD que tuvo lugar en Paysandú en junio de 2019, como parte del linaje 
C, y estimamos que su ingreso al país podría 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 análisis filogenético que habíamos realizado inicialmente para 
clasificar el CVA10 detectado en el brote de HFMD de Paysandú, evidenciamos que 
el virus tenía múltiples ingresos a nuestra región, y que, además, diversos linajes 
habían circulado en ambos países (Figura 15, Lizasoain, 2021). 
Si bien constatamos que cepas detectadas en muestras colectadas en distintas 
ciudades uruguayas y en Córdoba, en 2017, también pertenecían al linaje C, estas 
probablemente resultaron de eventos introductorios en nuestra región, adicionales 
al que se describió para la cepa detectada a partir del brote de Paysandú, 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 agrupó dentro del clado del linaje C, lo que indica 
una presencia en nuestro país para este linaje, anterior a lo que creíamos a partir 
del análisis que habíamos realizado previamente en Lizasoain et al. (2020b). La 
detección del linaje C en Uruguay, en fechas tan tempranas como 2011, podría ser 
consecuencia de una amplia dispersión del mismo, a partir de los eventos 
epidémicos que ocurrieron años antes, principalmente en Europa (Blomqvist 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 introducción en la región 
sudamericana del linaje epidémico asiático. Desafortunadamente, el fragmento 
genómico que utilizamos para nuestro análisis filogenético es parcial, y no brinda la 
suficiente información filogenética para segregar las cepas de F1, F2, y F3 en 
subclados con un buen soporte estadístico. Sin embargo, las cepas uruguayas 
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agruparon con una cepa reportada en Estados Unidos en 2016 (KY762310), que 
había 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 denominación 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 A y B (este último 
con una subdivisión en B1a, B1b, B1c, B2, B3) de acuerdo a lo establecido por Hoa-
Tran et al. (2020), más un sublinaje sin definir aún. Adicionalmente se consideró el 
linaje E. 
El linaje A comprende la cepa prototipo detectada en 1951 en Sudáfrica denominada 
“G10”. Por otro lado, los linajes B1 (a, b y c) presentan una circulación 
principalmente a nivel de China y la región de Asia en general, aunque también hay 
evidencia de su circulación en Europa (Hoa-Tran et al. 2020). Mientras que el linaje 
B2 comprende algunas cepas de Japón, 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 Perú en 2009 
(Carrión et al. 2016), y también hay evidencia de su circulación principalmente en 
Francia durante 2011-2014. El linaje E, comprende algunas cepas detectadas en 
muestras de agua residual colectadas en Pakistán en 2014 y 2015 (Majumdar et al. 
2018a). 
Todas los coxsackievirus A16 detectados durante el estudio del brote de HFMD 
ocurrido en Paysandú 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 Córdoba, Buenos Aires 
y de las distintas ciudades de Uruguay. Se puede decir, con la información de 
secuencias genéticas disponible hasta el momento, que desde 2009, coxsackievirus 
A16 ha circulado en la región sudamericana exclusivamente bajo el linaje B3, ya 
que, además, 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 habría dispersado ampliamente a 
nivel de la región sudamericana, a partir de su emergencia en Perú en 2009. En 
Uruguay, el linaje B3 habría tenido al menos dos eventos de introducción, el primero 
habría dado lugar a la diversidad de cepas de coxsackievirus A16 que detectamos 
en muestras de agua residual (tanto mediante secuenciación por el método de 
Sanger como mediante secuenciación por Illumina MiSeq) en 2011-2012 (Lizasoain 
et al. 2018, 2021a). El segundo habría dado lugar a la circulación de las cepas de 
CVA16 que fueron detectadas durante el brote de HFMD de Paysandú, en 2019 
(Figura 16). Las cepas que se detectaron durante el brote de HFMD en Paysandú, 
podrían tener su origen en el país a partir de la introducción desde Brasil, lo cual se 
sostiene en la estrecha relación filogenética con cepas brasileras reportadas 
durante 2011-2012 y 2016 por Sousa et al. (2018b). 
Un estudio previo analizó de qué manera se dio la transmisión sostenida de cepas 
del linaje B3 (linaje D) durante 4 años en Francia, y trazó el origen geográfico de 
estas, localizándolo en Perú (Hassel et al. 2017). Considerando que el linaje B3 
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habría tenido una amplia dispersión geográfica en Sudamérica, resulta interesante 
analizar filodinámicamente este linaje para esclarecer, no únicamente si la 
dispersión a nivel de Europa tiene origen en un único evento de transporte 
transatlántico del virus, sino también, para poder determinar si el ancestro común 
más reciente del linaje B3 se localizó efectivamente en Perú, o si en realidad fue en 
Brasil, considerando que nuestros resultados indican que las cepas reportadas en 
2009 en dicho país, pertenecen también a este linaje. 
Al igual que con coxsackievirus A16, la nomenclatura y clasificación de la diversidad 
de cepas coxsackievirus A6 que circulan a nivel global ha variado entre los distintos 
trabajos publicados. A los efectos de esta discusión, 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 mayoría) 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 B1 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 último, 
dentro del genotipo D, encontramos 4 subgenogrupos: el D1 está definido por cepas 
reportadas en Japón y Australia en 2005-2006, en algunos países europeos en 
2008-2010, y Rusia en 2010-2011. El D2 está definido por cepas principalmente 
reportadas en Japón y en China, entre 2005 y 2013. El genotipo D3 emergió 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), destacándose un gran 
número de subclados, consecuencia de una gran diversidad de variantes que 
circulan principalmente en China, pero que también se han dispersado a nivel 
global. Su carácter pandémico al parecer podría estar asociado a una mayor 
capacidad de transmisión, 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 excepción 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 análisis 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 Córdoba en 2011, el resto de las secuencias de 
coxsackievirus A6 de la región latinoamericana, pertenecen al subgenogrupo D3 y 
han sido detectadas a partir del 2011 (Figura 17, ANEXO 6). Interesantemente, la 
gran mayoría de estas cepas, proviene del estudio de casos de HFMD que se han 
reportado en nuestra región desde entonces. Previo a la obtención de nuestros 
resultados, Cisterna et al. (2019) ya habían reportado la presencia en nuestra región 
del linaje epidémico mundial a raíz 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, clasificación que nosotros no hemos 
considerado aquí). En el brote de Chubut algunos casos fueron clasificados como 
atípicos, ya que se registraron lesiones eruptivas a nivel de los pliegues de las 
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grandes articulaciones, mejillas, región perioanal, e incluso a nivel de todo el cuerpo. 
Varios pacientes manifestaron onicomadesis, lo cual ha sido reportado como una 
manifestación tardía de la infección por coxsackievirus A6.  Por otro lado, todos los 
casos de San Luis fueron considerados atípicos. Si bien no realizamos un 
seguimiento de manera sistemática de los indiviudos desde los cuales se colectó 
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 información es meramente anecdótica 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 análisis 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 Córdoba en 2017 y de Uruguay en 2018, y 
con cepas que habrían sido responsables de cuadros de HFMD en Brasil en 2016 
(Sousa et al. 2018b) (Figura 17, ANEXO 6). 
Además de este subclado, la evidencia de una amplia dispersión regional de 
coxsackievirus A6, está dada también por la agrupación de secuencias de cepas 
que fueron reportadas como causantes de casos atípicos esporádicos 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 
Córdoba colectadas en 2017-2018, como durante el estudio de brotes de HFMD 
ocurridos en Salto y Paysandú en 2018 y 2019, respectivamente, y por una 
secuencia venezolana de 2018 disponible en genbank pero sin fuente conocida 
(MK652140) (Figura 17, ANEXO 6). 
Más allá de estos dos subclados del subgenogrupo D3 en los cuales encontramos 
secuencias de coxsackievirus A6 de distintas locaciones geográficas de la región 
sudamericana, en un tercer sublcado, encontramos las secuencias de algunas de 
las cepas reportadas por nosotros durante el brote de HFMD ocurrido en Paysandú 
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 más reciente de la presencia del virus en nuestra región, y al igual que lo 
que se observó en el subclado que describimos anteriormente que contenía algunas 
secuencias también de los brotes de HFMD ocurridos en Uruguay en 2018 y 2019, 
nuestro análisis demuestra que variantes altamente relacionadas con aquellas que 
causaron los casos clínicos de HFMD circularon en el agua residual, al menos 1 a 
2 años antes de que se reportaran dichos casos. 
Un resultado interesante a destacar es que, así como durante 2018, se reportaron 
casos esporádicos atípicos de HFMD, tanto en Brasil como en Argentina, y los 
mismos estuvieron asociados a cepas estrechamente relacionadas a nivel genético, 
en el brote de Paysandú de 2019 se evidenció la circulación de cepas de CVA6-D3 
pertenecientes a subclados distantes, entre las cuales se calculó 10% de diferencias 
nucleotídicas (no mostrado), lo cual se corresponde con la co-circulación de 
distintas variantes genéticas en un mismo evento epidémico. Debido al bajo número 
de casos que hemos estudiado, no se realizaron estudios comparativos con soporte 
estadístico para determinar si exsitieron diferencias a nivel clínico entre los casos 
causados por cepas pertenecientes a uno u otro clado. Es interesante también 
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destacar, que hubo co-circulación 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 Paysandú en 2019. La co-circulación de distintas variantes en un 
mismo brote plantea la importancia de llegar a caracterizar en profundidad los 
distintos eventos epidémicos que ocurren en nuestros países. En el caso del brote 
de HFMD que afectó a Paysandú en 2019, la diversidad de enterovirus no sólo se 
evidenció mediante la detección de tres virus distintos: CVA6, CVA10 y CVA16, sino 
también por la co-circulación de distintas variantes genéticas de un mismo virus, sin 
que existiera link epidemiológico alguno entre individuos afectados. Esto último, 
aunque lejos está de ser novedoso (ya que incluso en el reporte inicial de la 
asociación entre CVA6 y HFMD durante el brote de Finlandia también se documentó 
la circulación de más de una variante durante un mismo evento epidémico como 
resultado de distintas introducciones del virus al país) es una fundamentación de lo 
importante que es la vigilancia de este patógeno ante su carácter emergente en 
nuestra región. La epidemiología molecular nos será útil para entender diferencias 
a nivel genético en el conjunto de cepas que circulan durante una epidemia, 
obteniendo una visión complementaria a la obtenida exclusivamente desde la clínica 
médica o el diagnostico. 
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7. CONCLUSIONES 
 

• En esta tesis se logró implementar en nuestro laboratorio un 
método para la secuenciación profunda de productos de PCR obtenidos con 
cebadores dirigidos a una región informativa en el genoma de enterovirus humanos. 
Dicho método fue directamente aplicado al ARN viral extraído desde concentrados 
de agua residual obtenidos por precipitación con PEG, ultracentrifugación y filtración 
en membrana cargada electronegativamente. Aquellas muestras que fueron 
concentradas por precipitación con PEG, mostraron una mejor performance en 
término de número de tipos de enterovirus detectados por muestra. 
 

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

• El análisis filogenético en profundidad de algunos enterovirus 
de interés, permitió reportar la circulación de los subgenogrupos C1 y C2 de 
enterovirus A71 en Argentina, y de C2 en Uruguay. Específicamente se detectó la 
circulación de la variante emergente de tipo C1 mediante el estudio de muestras 
colectadas en Córdoba en 2017. La circulación de dicha variante en nuestra región 
plantea preocupación considerando su rol asociado a cuadros neurológicos 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 
confirmó la circulación de los genotipos E y F de echovirus 30 en Argentina, y se 
reportó por primera vez la circulación de este virus en Uruguay mediante la 
detección del genotipo E. 
 

• Se detectó la presencia de poliovirus (relacionada a la 
vacunación con OPV), en 6 de las 32 muestras de agua residual de Córdoba 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 detectó el virus en alguna de las muestras colectadas en Uruguay 
o en Buenos Aires, cuando estas fueron ensayadas mediante next-generation 
sequencing de amplicon. 
 

• Este estudio significa para varios de los enterovirus humanos 
aquí reportados, la primera evidencia de circulación en la región sudamericana, y 
constituye por sí mismo un importante aporte al incremento de secuencias genéticas 
disponibles en bases de datos de acceso público. 
 

• Por primera vez en Uruguay se tipificaron los casos 
reportados durante epidemias de HFMD, y se reunió información acerca del 
contexto epidemilógico en que las mismas ocurrieron. 
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• En el estudio de casos de HFMD reportados durante 
epidemias ocurridas en Salto y Paysandú (Uruguay), coxsackievirus A6 mostró 
tener un rol predominante, seguido por coxsackievirus A16 y coxsackievirus A10. 
 

• Se reportó la circulación 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. Además, se evidenció la circulación 
previa de estos linajes en aguas residuales de Uruguay y Argentina, así como 
también se encontró 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 circulación para los diferentes 
enterovirus, más allá de los periodos abarcados en esta tesis, debería explorarse 
desde un plan de monitoreo realizado de manera continua, estratégicamente 
diseñado a los efectos de generar información de manera periódica 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 diseño y ejecución de un plan de 
monitoreo de estas características: formación de recursos humanos, puesta a punto 
de metodologías específicas para el estudio de enterovirus, y establecimiento de 
colaboraciones académicas y de trabajo en conjunto a nivel regional. A su vez, luego 
de varios años de involucramiento en este proyecto de tesis, se logró un aprendizaje 
que sin lugar a dudas fortalecerá las actividades de vigilancia e investigación que 
se desarrollen a futuro desde nuestro grupo en torno a los enterovirus. 
Todo esto se potencia con la reciente construcción y certificación en nuestra 
Universidad de la República, en Salto, del primer laboratorio de bioseguridad nivel 
III con el que cuenta Uruguay, el cual permitirá profundizar en el estudio de diversos 
patógenos que estén presentes tanto en las muestras clínicas 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 
implementación 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 análisis mediante secuenciación masiva de 
amplicón. 
 
Conjuntamente nos hemos planteado: 
 

• Implementar otros métodos ya publicados de next-generation 
sequencing de amplicón 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 concentración 
de agua residual en la diversidad de enterovirus descripta en una muestra dada. 
 

• Estandarizar en el laboratorio un método para la 
amplificación y secuenciación mediante next-generation sequencing de la región 
completa codificante de VP1 de poliovirus. 
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• 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 colaboración con nuevos grupos de 
investigación, así como con aquellos con los cuales ya hemos establecido vínculos 
acádemicos en el marco de esta tesis, son: 
 

• La estandarización de un abordaje metodológico común 
entre diversos grupos de la región 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 
región. 
 

• Estudiar retrospectivamente aquellas colecciones de 
concentrados de agua residual, que poseen distintos grupos de investigación con 
los cuales hemos colaborado durante esta tesis, con la finalidad de profundizar el 
conocimiento sobre la circulación de enterovirus en la región sudamericana. 
 
Además, durante el desarrollo de esta tesis, se generaron distintos resultados, 
algunos de los cuales podrían ser objeto de análisis adicionales, los cuales 
detallamos a continuación: 
 

• Aislamiento en células RD y L20B de aquellas muestras en 
las que se detectó poliovirus, y posterior caracterización genética de los virus 
aislados. Secuenciación de genomas completos de los poliovirus detectados. 
Estudio de posibles recombinantes. 
 

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

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

• Análisis de unpaired reads que no ensamblaron, y de reads 
que fueron descartados durante el proceso de filtrado por calidad por poseer 
abundancia <2. 
 
 
Más allá del abordaje de virología ambiental, esta tesis también realizó la 
caracterización de enterovirus responsables de casos de manos-pies-boca 
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reportados durante epidemias que tuvieron lugar en Salto y en Paysandú en 2018 y 
2019, respectivamente. Algunas de las perspectivas con respecto a los resultados 
obtenidos son: 
 

• Intentar detectar enterovirus a partir de las muestras clínicas 
que fueron negativas en esta tesis (a pesar de provenir de pacientes clínicamente 
diagnosticados con HFMD), mediante la utilización de métodos adicionales a los 
empleados aquí (otras regiones genómicas blanco, o incluso otras combinaciones 
de cebadores para la misma región que ya se intentó amplificar). 
 

• Amplificar genomas completos de los coxsackievirus A6 
detectados en Salto en 2018 y en Paysandú en 2019 a partir de los casos de HFMD, 
y evaluar la presencia de posibles recombinantes. 
 

• Realizar estudios filodinámicos incluyendo cepas 
sudamericanas de coxsackievirus A16 para describir la forma en que este virus se 
ha dispersado en la región. 
 

• Estandarizar una metodología de detección y cuantificación 
de enterovirus para ser aplicada durante el estudio de superficies y objetos con los 
cuales los niños tienen contacto en los centros educativos afectados por los brotes 
de HFMD (potencial uso en la evaluación de procesos de desinfección de centros 
educativos durante brotes). 
 

• 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 articulación con actores de los sectores de la educación y de la 
salud pública. 
 
 
Por otro lado, y en lo que respecta al abordaje de casos clínicos causados por 
enterovirus, también nos hemos propuesto: 
 

• Desarrollar y estandarizar en nuestro laboratorio, métodos 
moleculares para el screening y tipificación de enterovirus a partir de muestras de 
líquidos cefalorraquídeos. 
 

• Estudiar la epidemiología molecular de los enterovirus 
humanos causantes de cuadros de meningitis aséptica, encefalitis, y 
meningoencefalitis en Uruguay. 
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