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CONTROL SEMANTICO
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SINTESIS

Se presenta el analisis filogenético y filodindmico de las regiones genémicas parciales 3C y
VP1 de cepas de la variante antigénica del Coxsackievirus A24 (CV-A24v), aisladas en cinco
periodos epidémicos de conjuntivitis hemorragica aguda ocurridos en Cuba, entre los afios
1986 y 2009. Se identificd que cada periodo fue causado por variantes genéticas diferentes,
y homoélogas a variantes que circularon en Las Américas, Africa y Asia. En cada etapa
epidémica el virus se introdujo al pais y pudo estar circulando entre uno a dos afos previos
a los picos epidémicos. El virus mostrd una poblacion efectiva estable en el tiempo,
aumentando en los periodos pandémicos, con una tasa de sustitucion nucleotidica
(sustituciones/sitio/afio) de 4,39x107 para la region 3C y 5,80x107 para VP1. Se obtuvieron
19 rutas de transmisién viral para la region gendmica 3C y 25 rutas para VP1. Las rutas de
introduccidn del virus a Cuba en los periodos epidémicos de los afios 1986, 1997, 2003 y
2008-2009 se infirieron por las relaciones de ancestralidad de las secuencias cubanas con
secuencias de paises destinos de algunas rutas, avaladas por redes de transmision viral. Se
observaron cambios aminoacidicos en ambas regiones genémicas que pueden involucrarse
en la evolucion de las variantes genéticas. Finalmente, se obtuvieron evidencias que apoyan
el uso de las heces para identificar al CV-A24v causante de conjuntivitis hemorragica aguda.
Los resultados de este estudio aportan nuevos conocimientos en la epidemiologia molecular
del CV-A24v que circul6 en Cuba y el mundo en el periodo estudiado.
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I. INTRODUCCION

. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La Conjuntivitis Hemorragica Aguda figura entre las enfermedades emergentes vy
reemergentes causadas por los enterovirus con elevado indice de morbilidad y costo
econdmico a nivel mundial (1-3). Debe su denominacion al principal signo que la caracteriza:
la presencia en la conjuntiva de hemorragias que se manifiestan como pequefias petequias

hasta francos sangramientos “en sabana”.

La enfermedad se describid por primera vez en Ghana en el afio 1969 donde se identifico al
Enterovirus 70 (EV-D70) como su agente etioldgico (4). Casi a la par, otro foco epidémico
de una enfermedad con los mismos signos y sintomas se describié en Singapur en el afio
1970, donde se identific a una variante antigénica del Coxsackievirus A24 (CV-A24v) como
el agente causal (5). Hasta la década de los afios 90, numerosas epidemias causadas por el
EV-D70 se informaron desde todos los continentes. Sin embargo, el CV-A24v se convirtid
en el agente etioldgico prevalente hasta nuestros dias, responsable de cuatro periodos
pandémicos sucesivos. El primero, el periodo emergente en la década de los afios 70, que se
caracteriz por una limitada propagacion en el sudeste asiatico y la India. El segundo, una
etapa de expansion durante la década de los afios 80, distinguido por varias epidemias en el
noreste de Asia, Africa, algunos paises europeos y en el hemisferio occidental. Un tercer
periodo pandémico menos explosivo, en la década de los afios 90, donde se report6 un menor
namero de epidemias en diferentes latitudes (6, 7) y finalmente, el cuarto periodo que se
inicid en el continente asiatico y que presenta, hasta el momento, tres oleadas pandémicas:
2000-2004, 2008-2010 y 2014-2017 (8-11). Cuba no estuvo libre del azote de esta
enfermedad. A partir del afio 1981 y hasta la actualidad, acontecieron ocho importantes
periodos epidemicos de conjuntivitis hemorragica aguda, dos causados por el EV-D70 (en
los afios 1981-1984 y 1989-1990) y seis por el CV-A24v (en los afios 1986-1987; 1992-1993,
1997, 2003-2005, 2008-2009 y el ultimo en el afio 2017) (12-14). La enfermedad es altamente

2



I. INTRODUCCION

contagiosa con una tasa de ataque estimada, segun los estudios epidemiolégicos, entre el 70-
100 % en los miembros de una familia y el 45-58 % en la poblacion (15, 16). Se caracteriza
por un corto periodo de incubacion, un inicio explosivo de los signos y sintomas, una
afectacion ocular bilateral y una fase de recuperacion rapida, sin secuelas oculares
significativas. Los sintomas y signos clinicos incluyen dolor ocular intenso, fotofobia, vision
borrosa, sensacion de cuerpo extrafio, lagrimeo, hiperemia conjuntival con hemorragias
subconjuntivales de tamafio variable, edema y quemosis palpebrales. También se describen
manifestaciones sistémicas, como sintomas respiratorios, tos, faringitis, mialgia, malestar
general, cefalea, enfermedad gastrointestinal, fiebre y linfadenopatia periauricular. Los
sintomas generalmente comienzan después de un periodo de incubacién de 24 a 48 horas,
persisten durante tres a cinco dias y desaparecen en una a dos semanas. La mayoria de los
casos son autolimitados sin secuelas, aungue en raras ocasiones (1/10 000), puede aparecer
una pardlisis similar a la causada por los poliovirus, asociada fundamentalmente al EV-D70,
asi como diferentes afectaciones de la cornea originadas por una infeccion bacteriana
secundaria (17, 18).

Las epidemias generalmente llevan a una congestion significativa de los servicios de atencion
médica y paralisis de algunos servicios publicos donde confluye un gran nimero de personas
como las escuelas, centros de trabajo y centros recreativos, entre otros. En ausencia de
terapias especificas, el unico modo efectivo de control consiste en las medidas de higiene
para limitar la propagacion de la infeccidn, que puede transmitirse por el contacto directo con
las secreciones oculares infectadas y con los elementos utilizados por los pacientes y el
personal médico, asi como por aerosoles (via respiratoria) y las heces (via fecal-oral) (19,
20).

El diagndstico de la conjuntivitis hemorragica aguda se basa esencialmente en las
caracteristicas clinicas y la identificacion del agente etiol6gico que justifica los beneficios de
la vigilancia epidemioldgica, la educacién de los médicos y pacientes, la definicion del
proceso patoldgico y la evaluacion de las implicaciones terapéuticas. (11). El aislamiento
viral en cultivo de células, la deteccion de antigenos viricos por inmunofluorescencia, la

deteccion directa por microscopia electrénica y por la amplificacion y secuenciacion de los
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acidos nucleicos viricos son algunos de los métodos que se emplean para identificar el agente
etiologico (21-23).

El analisis filogenético es otro método que se utiliza para el estudio de la epidemiologia
molecular del CV-A24v (6, 22). La region del genoma que codifica para la proteasa principal
del virus (3C) es una de las regiones mas estudiada por su conservacion estructural distintiva
en las cepas circulantes (24-26). Sin embargo, en las ultimas décadas, el analisis de la region
(completa o parcial) de la proteina estructural VP1 ha tomado auge por su correspondencia
con los serotipos y genotipos (intra e inter serotipos) ya que contiene los sitios antigénicos
principales de la capside (27-29). Mediante estos estudios se describen cuatro genotipos Gl-
GIV en base a la regién del genoma 3C que se hacen corresponder, excepto el Gll, con el
analisis de la region estructural VP1. Ademas, se han podido estimar las fechas de aparicion
de los genotipos o de las cepas circulantes en los diferentes periodos epidémicos, la relacion
genética entre las cepas y, con ello, la confirmacion o no de los datos epidemiol6gicos
encontrados, asi como la evolucién molecular de esta variante antigénica en el tiempo (6,
27).

Recientemente, las investigaciones epidemioldgicas moleculares a través de los analisis
filogenéticos y los filodindmicos marcan pautas en el abordaje de los eventos epidémicos
emergentes o reemergentes de numerosos patdgenos, tanto virales como bacterianos (30, 31).
Estas herramientas innovadoras han perfeccionado grandemente las investigaciones
cientificas acerca de la estimacion del origen temporal y geografico, la historia evolutiva y
los factores de riesgos ecoldgicos en la emergencia y la dispersion de los patégenos a través
de la integracion de los datos epidemioldgicos y las secuencias moleculares en un solo marco
estadistico (30, 32).

La reconstruccién de ambos: la historia evolutiva y los procesos espaciales a partir de las
secuencias provee una comprension elemental en la dindmica evolutiva de las epidemias que
puede traducirse en el desarrollo de estrategias de intervencion y prevencion mas efectivas y

en la identificacion de factores claves en la transmision del patogeno (30, 33, 34).

En este sentido, la investigacion que se presenta pretende realizar una caracterizacion
molecular con un enfoque filogenético y filodinamico del CV-A24v causante de cinco

periodos epidemicos de conjuntivitis hemorragica aguda ocurridos en Cuba entre los afios
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1986 y 2009 y analizar a nivel molecular los aislamientos de estos virus obtenidos a partir de
diferentes muestras clinicas, en aras de enriquecer los estudios cubanos previos que se
focalizaron en la identificacion del agente etioldgico y una mera descripcion epidemioldgica

de cada evento epidémico (13, 35, 36).
1.2 Hipdtesis de trabajo

Las caracteristicas filogenéticas, filodindmicas y estructurales de las cepas cubanas del CV-
A24v evaluadas a partir de las secuencias nucleotidicas de fragmentos genéticos de la
proteasa 3C y la proteina estructural VP1 permiten asociarlas con la reemergencia de

variantes genéticas a nivel mundial.
1.3 Objetivos
General

Caracterizar a nivel molecular las cepas de CV-A24v causantes de los brotes epidémicos de

conjuntivitis hemorragica aguda ocurridos en Cuba entre los afios 1986-2009.
Especificos

1. Identificar las variantes genéticas del CV-A24v que circularon en Cuba durante los
cinco periodos epidémicos de conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009).

2. Determinar las caracteristicas filodinamicas y moleculares de las variantes genéticas
cubanas del CV-A24v.

3. Analizar a nivel molecular las cepas de CV-A24v causante de conjuntivitis
hemorragica aguda obtenidas a partir de muestras clinicas de heces.

1.4 Novedad cientifica

v Constituye el primer estudio filogenético en Cuba de cepas del CV-A24v aisladas de
todos los periodos epidémicos de conjuntivitis hemorragica aguda ocurridos en el pais
entre los afios 1986 y 2009.
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v Por primera vez se incluyen secuencias cubanas en una caracterizacion filodinamica de
las variantes genéticas del CV-A24v que circularon durante todos los periodos
epidémicos de conjuntivitis hemorrdgica aguda entre los afios 1986 y 2009
representativos de los ocurridos en la region de las Américas, particularmente en el
Caribe, y con ello se identificaron posibles rutas de diseminacion del virus a nivel

mundial.

v Los resultados aportan nuevas evidencias a nivel internacional para una redefinicion

del origen temporal del genotipo GIV del CV-A24v.

v Los resultados aportan conocimientos acerca de las caracteristicas moleculares de la
region gendmica de la proteasa 3C del CV-A24v que pueden utilizarse en los estudios
actuales desarrollo de antivirales dirigidos contra esta diana viral.

v' Se evidencid estructuralmente que en las variantes genéticas del CV-A24v existe
variabilidad aminoacidica, en la proteasa 3C en sitios funcionales, y en la proteina VP1
se localiza fundamentalmente en la regidon del cafién donde se sitdan los sitios

antigénicos.

v Los resultados fortalecen la validez de las heces como muestra clinica para la

identificacion etioldgica del CV-A24v en todas sus formas clinicas de presentacion.

1.5 Valor tedrico y practico

La investigacion permitio la caracterizacion molecular de las variantes genéticas del CV-
A24v causantes de cinco periodos epidémicos de conjuntivitis hemorragica aguda ocurridos
en Cuba hasta el afio 2009. De esta forma se incluyeron en las bases de genes internacionales
322 secuencias nucleotidicas del CV-A24v (149 secuencias parciales de la region genomica
VP1 y 173 secuencias de la region gendmica 3C), representativas ademas, de las que
circularon en la region de las Américas durante esos periodos epidémicos. Por otro lado se
brindaron nuevas evidencias que avalan la utilidad de ambas regiones genomicas, 3C y VP1,
para el desarrollo de estudios de epidemiologia molecular del CV-A24v.
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Se identificaron las relaciones de ancestralidad de las cepas cubanas con las reportadas en la
literatura, asi como, posibles rutas de introduccién del virus al pais, lo que tributa,
directamente, al sistema de Sistema Nacional de Salud y al de Control Sanitario Internacional

para el desarrollo de estrategias oportunas en el enfrentamiento de nuevas epidemias.

Estos estudios posibilitaron la introduccién de nuevas metodologias y algoritmos
diagnosticos, como la secuenciacion nucleotidica especifica del CV-A24v y el uso de las
heces, para el manejo de las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda en el Laboratorio

Nacional de Referencia de Enterovirus del IPK.

Los resultados de la presente investigacion constituyen la base metodologica para el
desarrollo de futuras investigaciones filogenéticas y filodinamicas de otros enterovirus y

agentes virales en general.
Parte de los resultados han sido objeto de reconocimientos como son:

v Resultado Relevante del IPK en el afio 2014.

v" Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio 2015, Biomedicina.

v Premio en el Concurso Central del premio anual de Salud en la categoria de investigacion
aplicada en el afio 2016.

v Premio en el Concurso Nacional del premio anual de Salud en la categoria de
investigacion aplicada en el afio 2016.

Parte de los resultados, fueron objeto de una publicacion internacional y una nacional, asi
como aparecen recogidos en un capitulo de libro publicado por una editora cientifica
extranjera de alto prestigio y difusion internacional, ademas se han presentado en cuatro
eventos cientificos. Algunos de los estudios realizados formaron parte de una tesis para optar

por el grado de Licenciado en Microbiologia en el afio 2011.
1.6 Publicaciones cientificas

Fonseca MC, Sarmiento L, Resik S, Pereda N, Rodriguez H, Kouri V, Martinez PA, Pifion
A, Limonta D, Mas P, Hung LH. Isolation of Coxsackievirus A24 variant from patients with
hemorrhagic conjunctivitis in Cuba, 2008-2009. J Clin Virol 2012; (53)77— 81.



I. INTRODUCCION

Fonseca MC and Sarmiento L. Hemorrhagic conjunctivitis: Epidemiological, clinical and
virological findings from 45 years of study. In: Elias H Bazile, editor. Conjunctivitis:
Etiology, Diagnosis and Clinical Management. New York: Nova Science Publishers 2014. p
73-90.

Fonseca Quintana MC. Sarmiento Pérez L, Resik Aguirre S, Martinez Montesino Y, Heng
Hung L, Valdez O, Pifion Ramos A, Muné M, Gonzalez G1, Kouri V, Morier Diaz L,
Mendoza Llanes D, Rodriguez H. Deteccion y Alerta de Enterovirus Emergentes y

Reemergentes Anales de la Academia de Ciencias de Cuba 2015; 5(3).

1.7 Eventos cientificos

Capacitacion en la reunién Nacional del Directores Provinciales de los CPHE. C. Habana.

Epidemia de Conjuntivitis hemorragica, Cuba 2008.Cuba 2008.

Congreso 70 Aniversario del IPK. VII Congreso Cubano de Microbiologia y Parasitologia.
IV Congreso Nacional de Medicina Tropical Epidemia de Conjuntivitis Hemorragica, Cuba
2008. Cuba 2009.

Mencion en la Jornada Cientifica BTJ del departamento de Virologia e institucional (IPK).

Etiologia de la conjuntivitis hemorragica en Cuba, 2008-2009, Cuba 2011.

ler Taller de Virologia: Avances y Retos. Enfermedades Emergentes y Reemergentes
causadas por Enterovirus en Cuba. Cuba 2013.

BioinfOMICS. An integrative analysis of evolutionary pressures over 3C and VP1 segments
in Coxsackievirus A24v. Cuba, 2019.

International Symposia Advances in Immunology and Therapy of infectious diseases: from
Bench to Bed, 2nd Edition. La Habana, Phylogenetic and phylodinamic of Coxsackievirus
A24 variant in Cuba over a 23- years. 1986-2009. Cuba, 2019.
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA
11.1 Historia epidemiolégica de la Conjuntivitis Hemorragica Aguda en el mundo

Los primeros reportes de una conjuntivitis hemorragica datan del afio 1969 en Accra y otras
ciudades de Ghana y Nigeria (4, 37). Esta nueva infeccion del ojo, denominada conjuntivitis
hemorréagica aguda, se distinguié por hemorragias subconjuntivales, que se presentaron desde
discretas petequias hasta hemorragias confluentes (12). Simultaneamente, una enfermedad
con caracteristicas clinicas y epidemiolégicas similares a la observada en Africa, aparecio en

Java (Indonesia) y se extendio a la totalidad del Asia Suroriental entre 1969-1970 (38).

Se identificaron como los agentes etiolgicos a dos nuevos serotipos de enterovirus: el
enterovirus 70 (EV-D70) en la region de Africa y una variante antigénica del virus coxsackie
A24 (CV-A24v) en el sudeste asiatico (39, 40).

11.1.1 EV-D70

La conjuntivitis hemorragica aguda causada por el EV-70 se conocié como enfermedad
"Apollo", debido a la coincidencia de la aparicién de la infeccion con la salida de los primeros
hombres hacia la luna en la denominada mision "Apolo 11". Se extendié hacia el sureste y
noroeste a lo largo de la costa occidental de Africa (Nigeria, Marruecos, Argelia, y Libia),
donde alcanzo proporciones epidémicas. Simultdneamente, otro foco epidémico se describid
en el sudeste asiatico: Indonesia, Singapur, Camboya, Filipinas, Viet Nam, China, Japény la
India, pero no fue hasta 1971, cuando Kono Yy sus colaboradores identificaron al EV-D70
como uno de los agentes etioldgicos responsable de los brotes (39, 41). Entre los afios 1969
y 1974, el EV-D70 mostré un periodo emergente caracterizado por la transmision en las
zonas costeras tropicales y subtropicales del hemisferio oriental fundamentalmente, aunque
también se informaron brotes pequefios en Europa (Inglaterra, Francia, Rusia y Yugoslavia)
(19, 42).
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No fue hasta el inicio de la década de los afios 80 que se detectd la enfermedad en Las
Américas y Australia. Los primeros casos en el hemisferio occidental se informaron en Brasil
y posteriormente la enfermedad aparecié como epidemias explosivas al norte del continente
suramericano: las Islas del Caribe, América Central, los Estados Unidos (Florida, Minnesota,
California, Nueva York y Ontario) y Canada. En el mismo periodo ocurrieron otras epidemias

en Nigeria, Zaire, India, Singapur y Pakistan (42, 43).

Las altimas descripciones de epidemias debido al EV-D70 corresponden a la década de los
afios 90 cuando se registraron algunos brotes en Israel, Arabia Saudita, India, Japon y en las
islas del Caribe (19, 44)

Yaen el siglo XXI se identificé el EV-D70 en algunos casos de conjuntivitis viral entre julio
del afio 2013 y septiembre del afio 2014 en Ankara, Turquia (45).

11.1.2 CV-A24v

La frecuente participacion del CV-A24v en epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda y
la naturaleza extremadamente contagiosa de esta infeccion ocular se evidencio claramente en
los explosivos y extensos brotes en Singapur, Malasia y Hong Kong en el afio 1970. En el
afio 1975 en Singapur, Hong Kong, India, Bangladesh, Sri Lanka, Brunei, y Tailandia;
Malasia y Sri Lanka en el afio 1978; y la India y Vellore en el afio 1979. En algunos brotes
epidémicos de CV-A24v circul6 también el EV-D70 (46, 47).

En contraste con la diseminacion rapida y amplia del EV-D70, solo se reportaron brotes del
CV-A24v en el sudeste asiatico o el subcontinente indio durante 15 afios. Las epidemias en
otros paises asiaticos, incluyendo Taiwan, Corea y Japon se produjeron a partir del afio 1985.
De igual forma, se detectd por primera vez en Africa (Tinez, Congo, Angola, Ghana y
Nigeria) y el hemisferio occidental en 1986, donde se informaron epidemias en las islas del
Caribe, Centroamérica, Estados Unidos y América del Sur (Brasil) (48, 49).

La década de los afios 90 se caracterizd por pocas notificaciones y se le denominé como
periodo "silencioso” o menos explosivo, aunque se informaron brotes en Tailandia en el afio
1992 y en Pakistan, Tunez y Taiwan entre los afios 1993 y 1994, (50-52). Otras epidemias
de conjuntivitis hemorragica aguda se describieron desde numerosas islas caribefias entre los
afios 1997 y 1998 (49, 53). En China y la India, también se documentaron epidemias en el

afio 1997 y de Francia existe una secuencia en el banco de genes GenBank de un paciente de
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conjuntivitis hemorragica aguda del afio 1998 sin informacion adicional respecto algan brote

ocurrido en este pais (54, 55).

A partir del afio 2000, se describié un periodo reemergente del CV-A24v con una
propagacion extremadamente rapida en todo el mundo desde el primer informe en Corea del
Sur y en Malasia, donde continud hasta el afio 2003. Esta nueva oleada pandémica se extendio
desde el sudeste asiatico abarcando nuevamente paises africanos (Tunez, Nepal, Congo,
Marruecos, Uganda, Sudan), europeos como Esparia, en el Medio Oriente como Pakistan y
en Las Américas (Brasil, Guyana Francesa, Islas Guadalupe, Martinica y Puerto Rico) (6, 7,
49, 56). Otra dos oleadas epidémicas sobrevinieron posteriormente abarcando paises como
Taiwan, Japon, China, India, Brasil, Uganda, Egipto, Gambia entre los afios 2006-2011 (9,
57-60). Grandes epidemias se informaron desde Mayotte, el archipiélago de Comoras,
Madagascar, Mauricio en el afio 2012, Tailandia en el afio 2014, y en México, Panama,
Nicaragua, Granada, Belice, Guyana Francesa, Islas Turcas y Caicos, Republica Dominicana,

Bahamas, Martinica, Guadalupe, Surinam y Brasil en el afio 2017 (11, 61).

11.2 Clasificacion taxondémica del CV-A24v

El coxsackievirus A24 causante de la conjuntitivitis hemorragica aguda (CV-A24v) es una
variante antigénica del coxsackievirus A24 (CV-A24), aislado de casos con paralisis flaccida
aguda e individuos asintomaticos (23). Esta variante antigénica pertenece a la especie C del
género Enterovirus (del griego enteron: intestino) (Tabla 1), que a su vez corresponde al
orden Picornavirales, familia Picornaviridae, (pico: pequefio; rna: genoma 4&cido
ribonucleico (ARN); viridae: virus) (23, 62).

Se plantea que los miembros dentro de una misma especie del género Enterovirus muestran
mas del 70 % de identidad aminoacidica en la poliproteina, mas del 60 % de identidad
aminoacidica en la region P1 y mas del 70 % de identidad en las regiones no estructurales
2C, 3CD y la composicion de bases nitrogenadas del genoma (G+C) no varia méas de un 25
% (62). Ademas, utilizan una variedad limitada de receptores celulares, infectan un variedad
de hospederos naturales limitada, muestran un grado significante de compatibilidad en el
procesamiento proteolitico, la replicacion, encapsulacién y la recombinacion genética, asi

como una organizacion del genoma comun (62).
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Tabla 1. Clasificacion actual de los serotipos enterovirales que afectan a los humanos.

Especies Serotipos Numero de
Serotipos
CV-A2-A8, CV-Al10, CV-Al12, CV-Al4, CV-AlS6,
Enterovirus EV-A71, EV-A76, EV-A89, EV-A90, EV-A91, EV-A92, o5
A EV-Al114,EV-A120, EV-A121, enterovirus simios SV19,
SV43,5V46,enterovirus babuino 13 (B13)
CV-B1-B6, CV-A9, E1-9, E11-21, E24-27, E29-33,
Enterovirus EV-69, EV-B73-75, EV-B77-88, EV-B93, EV-B97, EV- 61
B B98,EV-B100, EV-B101, EV-B106, EV-B110, EV-
B111, enterovirus simio SA5
PV1-3, CV-Al, CV-All, CV-Al3, CV-Al7, CVA19-22,
Enterovirus CV-A24, EV-C95, EV-C96, EV-C99, EV-C102, EV- 23
C C104, EV-C105, EV-C109, EV-C113, EV-C116,
EV-C117, EV-C118
Enterovirus EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111,EV-D120 5

D

Leyenda: CV-A: Coxsackievirus A, CV-B: Coxsackievirus B, E: Echovirus, EV: Enterovirus, PV:Poliovirus.
Fuente: editorial Elsevier, 2012; Arch Virol, 2013, 158.

Chu y colaboradores describen cuatro genotipos para el CV-A24v (GI-GIV) a través del
analisis filogenético de la region 3C (6). EI Gl incluye los aislamientos obtenidos en Singapur
y Hong Kong durante los afios 1970 y 1971, y entre ellos, la cepa prototipo
EH24 70 Singapur 1970. EI Gl agrupa aislamientos de Singapur, Hong Kong y Tailandia
durante la mitad de la década de los afios 70 (1975-1976). El GlII estd compuesto por las
cepas de Asia, Pakistan y Ghana de la década de los afios 80 y 90. En el GIV se plantea que
comenzo a circular a partir del afio 2000 hasta la actualidad, y agrupa las cepas de diferentes
paises como Corea del Sur, China, Taiwan, Japdn, India, Espafia, Islas Guadalupe, Guyana
y algunos paises africanos (Congo, Guinea y Marruecos) (6, 63). Los andlisis filogenéticos
en base a la region VP1 identifican todos estos genotipos excepto el Gll, del cual no se
disponen secuencias en el banco de genes Genbank (6, 22). Estos genotipos se describieron
de acuerdo a la apreciacion filogenética de los autores y en correspondencia con las
secuencias incluidas en los estudios sin establecerse un consenso para definirlos. De igual
forma, con el transcurso de los afios se designaron sublinajes, subgenotipos o subgrupos,
basados fundamentalmente en la region 3C. Por ejemplo, Chu y colaboradores describieron
seis subgrupos (GI1I-C1-GI1I-C6) en el Glll, y tres en el GIV (GIV-C1, C2, C3) (6, 51).
Otros autores describieron otros dos subgrupos dentro del GIV: C4, C5 e incluso dentro del
C5 los subgrupos a y b (10, 22, 63, 64).
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Recientemente, Yen y colaboradores describieron cinco genotipos (GA-GE) para el CV-
A24v a través del analisis filogenético de la region 3D, los que coincidieron parcialmente
con algunos descritos en base a la region 3C y VP1 (22). EI GA coincidié con el GI que
incluyd la cepa prototipo EH24 70_Singapur 1970, el GB agrup0 las secuencias de Taiwan
de los afios 1985-1986. EI GC incluyd una secuencia de Republica Dominicana (1998) y
EUA (1993), y se correspondio con el GllIl. EI GD lo conformaron secuencias de Taiwéan de
los afios 2000-2001 y finalmente el GE incluy6 secuencias a partir del afio 2002 de diferentes

partes del mundo, tal como el GIV (6, 22).

Es valido destacar que en diferentes paises y décadas una misma variante genética del CV-
A24v causé brotes o epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda durante dos afios
consecutivos fundamentalmente durante los meses del afio més calidos y lluviosos (8, 24,
51).

11.3 Estructura del virus y organizacion del genoma

Los viriones del género Enterovirus son particulas desnudas, esferoidales, pequefias y
compactas que miden entre 30-32 nm de didmetro. Se componen de un ndcleo interno de
acido ribonucleico monocatenario rodeado por una capa proteica o capside. La simetria de la
capside es icosaédrica y esta constituida por 60 subunidades o protdmeros. Cada protomero,
a su vez, lo componen 4 proteinas: VP1, VP2, VP3 y VP4 (Figura 1A). Las proteinas VP1,
VP2 y VVP3 se encuentran expuestas en la superficie del virion y la VP4 se localiza en estrecha
asociacion con el extremo 3' el ARN, el que se asocia ademas por el extremo 5', con la

proteina VVPg del inglés virion protein genoma (Figura 1B).

Pueden existir trazas de una quinta proteina: VPO, cuando la escision para formar VP2 y VP4
no se completa durante el ensamblaje del virién (23). La resolucion de las estructuras de los
poliovirus, como modelo dentro del género, revel6 que las superficies de estos virus tienen
una topografia corrugada; una meseta prominente en forma de estrella (mesa) que se
encuentra en el eje de simetria quintuple, rodeada por una depresion profunda (cafién) y otra
protuberancia en el eje triple (Figura 1C, 1D). Se propuso que el cafidn es el sitio de union al
receptor (65).
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Figura 1. Estructura de los viriones del género Enterovirus. A y B: Disposicion de las
proteinas estructurales (VP1-VP4) en la estructura del virus. D y C: representacion de las

proteinas estructurales y la posicion del cafion.
Fuente: ViralZone. Instituto sueco de bioinformatica (https://viralzone.expasy.org), Epidemiologia molecular
de enfermedades infecciosas https://epidemiologiamolecular.com/picornavirus

El genoma viral de los enterovirus varia entre 7 100-7 450 nucle6tidos de longitud. Se divide
en tres regiones: dos regiones no codificadoras, del inglés NTR nontranslated region, situadas
en los extremos 5-NTR (610-822 nucledtidos) y 3'-NTR (37-99 nucleétidos) y en el centro,

un marco de lectura abierto, del inglés Open Reading Frame, de 6,417-6,645 nucle6tidos
(Figura 2) (62, 65).

Ambos extremos juegan un papel regulador en la iniciacion de la sintesis proteica, en la
sintesis del ARN y en la interaccién del ARN con los elementos del citoesqueleto y de las
membranas intracelulares, asi como en la estabilidad del genoma en su interaccién con la
capside durante el empaquetamiento. La region 5'-NTR contiene el sitio interno de entrada
al ribosoma, del inglés Internal Ribosome Entry Site, una region muy conservada en el

género, que permite el inicio de la traduccion viral con la inhibicién de la traduccién de las
proteinas de la célula, asi como uno o varios pseudonudos, del inglés pseudoknots. Después

del extremo 3' se localiza una cola de poli A heterogénea en longitud (Figura 2) (62, 65).
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Figura 2. Genoma de los enterovirus. Fuente: JBiomedSci 2009,16:103-116.

El ARN del viridn, de simple cadena positivo, es infectivo y se traduce cuando entra a la
célula para producir todas las proteinas requeridas para la replicacién viral. La traduccion del
ORF produce una poliproteina que luego de diferentes procesos proteoliticos realizados por
3 proteasas virales (2A, 3C y 3CD), da lugar a tres proteinas precursoras: P1 para las proteinas
estructurales y P2 y P3 para las proteinas no estructurales. La poliproteina P1 genera las
cuatro proteinas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4, Las poliproteinas P2 y P3 contienen
las siete proteinas no estructurales del virus: 2A, 2B, 2C, y 3A, 3B, 3C, 3D, respectivamente,
las que estan involucradas en el procesamiento de las proteinas y la replicacion del genoma
(Figura 2) (62, 65).

1.4 Proteinas virales
11.4.1 Proteinas estructurales

Los sitios antigénicos, los determinantes de virulencia, la termoestabilidad del virion, el
rango de hospederos, el tropismo celular in vitro, la capacidad de persistencia a través de la
alteracion de las actividades celulares, la capacidad de interaccion virus células y las
proteinas virales de unién a los receptores celulares se localizan en la region que codifica

para la capside (66, 67).

La VP1 es la proteina de la capside mas grande, contribuye aproximadamente con un 40 %
de los residuos de la superficie del virion y es la portadora de los sitios antigénicos principales
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de las proteinas de la capside (68-70). La secuencia nucleotidica de la region completa o de
una porcion de esta proteina (a partir de la union VP3-VP1), se correlaciona con el serotipo
viral, por lo que se ha convertido en una herramienta utilizada ampliamente para la deteccion
e identificacion de los serotipos del género Enterovirus. Se plantea que un 75 % de similitud
nucleotidica y un 88 % de similitud aminoacidica entre la secuencia en estudio y la de una
cepa prototipo permiten determinar el serotipo en cuestion. Ademas del uso taxonémico,
incluso en la identificacion de nuevos serotipos, la secuenciacion de la proteina VVP1 resulta
atil en los estudios de epidemiologia molecular de los brotes o epidemias de los enterovirus
(71-73).

Otros sitios antigenicos también se encuentran en la proteina VP2. Las mutaciones en las
proteinas VP3 y VP4 pueden afectar las caracteristicas de la superficie y las propiedades
bioldgicas virales (67, 74). Los estudios filogenéticos en base a la region de union entre las
proteinas VP4-VP2 son mas adecuados que el extremo 5’ NTR, pero solo se logra una
correlacion parcial con los serotipos, por lo que no se aconseja el uso de ninguna de estas

regiones para la identificacion serotipica de los enterovirus (23, 75).
11.4.2 Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales estan involucradas con el procesamiento de las proteinas y la

replicacion del genoma viral.

La proteina 2A es una proteasa necesaria para la segmentacién de la poliproteina. Ademas,
participa en la replicacion viral, estimulando la sintesis de las cadenas negativas de ARN (76,
77).

La proteina 2B y su precursor 2BC se sugiere que son las responsables de la modificacion de

las membranas en las células infectadas. (78, 79).

La proteina 2C es altamente conservada en los enterovirus, interviene en la replicacion del
ARN viral actuando como una NTPasa y guiando los complejos replicativos hacia las
membranas celulares. La sintesis de la misma causa la desintegracion del complejo de Golgi

y el reticulo endoplasmatico (80).

La proteina 3AB es una proteina multifuncional. EI dominio hidr6fobo en la porcion 3A se

asocia con las vesiculas de membrana. Se cree que esta interaccion ancla el complejo de
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replicacion a las vesiculas inducidas por el virus. Por otro lado, se ha demostrado que
funciona como un sustrato de la polimerasa 3D en la uridilatacion de la proteina VPg y
ademas, desestabiliza las estructuras secundarias del ARN y mejora la hibridacién del &cido

nucleico complementario en la replicacion (81-83).

La proteina 3B es un péeptido pequefio que se encuentra unido covalentemente al extremo 5’
NTR. Esta proteina se utiliza como cebador en la sintesis de las cadenas de ARN positivas y
negativas (79).

La proteasa 3C de los picornavirus muestra una estructura espacial similar y juega un papel
importante en el ciclo replicativo y en la interaccion del virus con el hospedero. Sus
actividades de proteasa y de union al ARN estan involucradas en el procesamiento de las
poliproteinas virales, en el inicio de la sintesis del ARN viral y en la maduracién del virion
(26, 84). Esta proteina o sus precursores, interacttan con los elementos de la replicacion en

cis, del inglés cis-acting replication elements, localizados en el genoma viral, siendo

importante dicha interaccion en la regulacion de la replicacion y la traduccién (84, 85).
Puede, ademas, inducir el procesamiento de algunos factores celulares que se requieren para
la transcripcidn, la traduccién y el trafico del nucleo al citoplasma para modular la fisiologia
celular para la replicacién viral, lo que deriva en la patogénesis viral y por ende, en una
infeccion viral eficiente (26, 86, 87). Esta proteasa se une y fragmenta diferentes moléculas
celulares para interferir con las vias de sefializacion antiviral y evadir la respuesta inmune
del huésped, hecho que constituye un ejemplo notable de la evolucion de los picornavirus y
que en el caso del CV-A24v se utiliza ampliamente para el estudio de su epidemiologia

molecular desde las primeras etapas pandémicas (6, 7, 26, 88).

En base a su importancia en la replicacion viral, la no existencia de un homélogo en los
sistemas hospederos celulares y su conservacion estructural, se han descubierto inhibidores
irreversibles, inhibidores no covalentes que permiten ademas el conocimiento de sus
funciones (26). Las estructuras primarias y terciarias de las regiones de union de la 3C con
los compuestos antivirales en estudio, son altamente conservadas en los enterovirus lo que
implicaria una amplia actividad antiviral de estos compuestos frente a varios serotipos

enterovirales (89, 90).
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La proteina 3D es la ARN polimerasa dependiente de ARN responsable de la replicacion
viral. La secuenciacion completa o de un fragmento de su extremo 5' se correlaciona con los
serotipos enterovirales debido a la identidad aminoacidica conservada para cada serotipo (22,
25, 79).

I1.5 Propiedades fisicas y quimicas

La mayoria de las especies enterovirales presentan una densidad en CsCl entre 1.30-1.34 g
cm y el coeficiente de sedimentacion en gradiente de sacarosa es de 156 S. Por ser virus
desnudos, las particulas infecciosas son estables a pH entre 3 y 5, resistentes a muchos
detergentes y desinfectantes comunes que incluyen el jabdn comuin, detergentes no iénicos,
etanol al 70 %, isopropanol, lisol diluido, compuestos de amonio cuaternario, éter,
cloroformo y otros solventes lipidicos. Pueden sobrevivir en el agua limpia, los liquidos
orgénicos, las aguas residuales, las superficies y los fomites durante varios dias. La
infectividad de los enterovirus puede persistir a -70 °C durante varios afios, a 4 °C durante
varias semanas y durante dias a temperatura ambiente. Sin embargo, la desecacién, la luz
ultravioleta, el calor (50 °C), el formaldehido al 0.3 % vy el cloro residual al 0.3-0.5 ppm los
inactivan facilmente, aunque la concentracién, el pH, la materia organica y el tiempo de

contacto con estos agentes afecta el grado de inactivacion de los mismos (23, 62).
11.6 Patogenia

La conjuntivitis hemorragica aguda resulta de la inoculacion directa del virus en la conjuntiva
humana, que es el sitio primario de infeccion. No obstante, existen evidencias de que las
particulas virales en esta enfermedad siguen el curso normal de la patogenia descrita para los
enterovirus (35, 38). Una vez adquirido el virus, que en el caso de la conjuntivitis
hemorragica aguda ocurre principalmente por contacto, aunque no puede descartarse la via
respiratoria y fecal-oral, es capaz de colonizar la bucofaringe y el tubo digestivo
especificamente las amigdalas, los ganglios linfaticos y las placas de Peyer donde tiene lugar
una activa multiplicacién primaria. En el primer dia de la infeccidén los enterovirus se
extienden a los ganglios linfaticos regionales (cervicales profundos y mesentéricos) y se
produce una viremia primaria transitoria de aproximadamente tres dias, llegando a diversos
organos del sistema mononuclear fagocitico como son el higado, el bazo y la médula dsea.

Después de un periodo de incubacidn en estos érganos, las particulas virales se difunden a la
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sangre y tiene lugar una viremia secundaria prolongada y pueden localizarse en los tejidos u
organos para los que tienen tropismo (meninges, sistema nervioso, miocardio, musculos
estriados) produciendo un amplio nimero de enfermedades. Generalmente, el virus se
detiene en la fase de replicacion intestinal o los érganos del sistema mononuclear fagocitico
resultando la infeccion subclinica que es la infeccion mas comun. Solo en un reducido
namero de casos se localiza en los tejidos y érganos susceptibles, dando lugar a cuadros
clinicos cuya gravedad puede depender de varios factores, como son la edad, el estado
inmunitario del huésped y la virulencia del virus circulante (65, 91). Una semana después del
inicio de los sintomas, es dificil aislar el virus de la faringe, pero continta eliminandose por
las heces durante varias semanas. En las zonas en las que las condiciones sanitarias son
satisfactorias, la diseminacion de tipo respiratoria adquiere una mayor importancia. Los
individuos afectados son mas infecciosos al final del periodo de incubacion y durante los
primeros dias del comienzo de los sintomas. Los virus pueden transmitirse durante todo el

tiempo que son excretados (23).

Desde las primeras epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda causadas por el EV-D70y
el CV-A24v, se describid la via de transmision principal por el contacto con las secreciones
oculares o fomites, y que la infeccion viral involucraba, ademas, los ganglios linfoides
preauriculares en los primeros cinco dias posteriores a la infeccion (42-44). Algunos sintomas
respiratorios (nasofaringitis, rinitis) y gastrointestinales se observaron también y se
obtuvieron aislamientos de ambos agentes virales a partir de exudados faringeos y muestras
de heces (38, 39, 47, 92). Especificamente, el EV-D70 se asocié con complicaciones
neurolégicas como la radiculomielopatia lumbar y la poliomielitis en adultos, entre dos a
cuatro semanas posteriores al cuadro agudo de la conjuntivitis. Se planted que el virus se
disemina de la conjuntiva al SNC a través de los nervios que inervan los 0jos 0 a través de la
via sanguinea, afectando las neuronas motoras de la médula lumbar y cervical y los nervios

craneales, tal como ocurre en la poliomielitis (93, 94).
11.7 Manifestaciones clinicas de la Conjuntivitis Hemorragica Aguda

La conjuntiva es una membrana mucosa delgada y transparente que reviste la cara interna del
parpado (conjuntiva parpebral) y la esclerética anterior (conjuntiva bulbar). La conjuntivitis

no es mas que la inflamacién de la conjuntiva y constituye una de las afecciones oculares
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mas comunes. Puede ser un proceso de infeccion aislado o presentarse como una infeccion

de la conjuntiva y la cornea (queratoconjuntivitis), o el parpado (blefaroconjuntivitis) (95).

En dependencia del tiempo de duracion del proceso inflamatorio, se clasifica como

conjuntivitis aguda, si dura de 1 a 2 semanas, y cronica, si sobrepasa este tiempo (95).

La conjuntivitis hemorragica aguda es un padecimiento agudo, autolimitado, de inicio subito,
uni o bilateral, caracterizado principalmente por dolor ocular intenso, fotofobia, vision
borrosa, sensacion de cuerpo extrafio, lagrimeo, hiperemia conjuntival con hemorragias
subconjuntivales de tamafio variable, edema y quemosis palpebrales. El cuadro se acompafia
de adenomegalias preauriculares y secrecion serosa ocular que posteriormente se puede
volver mucopurulenta, en caso de infeccion bacteriana secundaria. Generalmente, aparece
precedida por un cuadro infeccioso de las vias aéreas superiores (sindrome
faringoconjuntival: sintomas respiratorios, tos, faringitis), aunque pueden presentarse otras
manifestaciones sistémicas como mialgia, malestar general, cefalea, enfermedad
gastrointestinal. Se desarrolla dentro de las 24 horas posteriores a la exposicion con el
patégeno. El periodo de incubacion se estima que es de 12 a 72 horas. Generalmente los
sintomas mejoran a partir del tercer dia. La recuperacion se completa dentro de la semana
siguiente, incluso en ausencia de cualquier tratamiento y sin presencia de secuelas (17, 94,
96).

Su etiologia es viral, donde figuran el EV-D70, el CV-A24v y algunos serotipos de los
adenovirus: 2, 3, 4, 7, 8, 11, 19 y 37; como los principales agentes que causan epidemias o
pandemias, predominando la circulacién del CV-A24v por méas de cuatro décadas (19, 22,
97). Otros virus como Newcastle, Chikungunya, Zika, Dengue, asi como otros
microorganismos (amebas y clamidias) pueden causar hemorragias conjuntivales (98-100).
Se describieron otros enterovirus en enfermedades oculares de menor trascendencia: en
Suecia se reportd una epidemia de conjuntivitis viral no hemorragica en la que se identifico
al Echovirus 7 (23). Por otro lado, el Coxsackievirus B2 y el Echovirus 11 se aislaron de
casos esporadicos de conjuntivitis viral, de forma similar que los herpesvirus (HSV, VZV,
EBV), poxvirus (viruela y Molluscum Contagiosum). El sarampion y los virus de la influenza

pueden causar diferentes tipos de conjuntivitis (94).
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Se pueden presentar complicaciones tales como ulceraciones corneales superficiales y
profundas, panoftalmitis, evisceracion ocular, abscesos corneales y ceguera, debido a una
mala atencion del paciente, o en algunos casos, al tratamiento con estereoides y orina, lo que

puede provocar el desarrollo consiguiente de una infeccion bacteriana (28, 94).

Por otra parte, el neurotropismo del EV-D70 puede provocar el desarrollo de la
radiculomielitis o sindrome tipo Guillain-Barré en aproximadamente 1:10 000 pacientes
(nifios y adultos) con conjuntivitis hemorrégica aguda, mayoritariamente, en hombres entre
los 20-40 afios de edad. Este tipo de complicacion se manifiesta con dolor en las extremidades
y paralisis flacida aguda que se puede desarrollar de 5 a 30 dias después del inicio de la
conjuntivitis hemorragica aguda (16, 101). En el caso del CV-A24v son pocos los estudios
que describen este tipo de complicacion, por ejemplo, Kosrirukvongs y colaboradores
informaron un caso con complicaciones neuroldgicas: paréalisis facial durante tres meses sin
recuperacion, en una epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda en Tailandia en el afio
1992 (50). Sin embargo, otros investigadores identificaron esta variante antigenica en
pacientes con PFA dentro del marco del programa para la erradicacion de la poliomielitis en
diferentes afios y paises (50, 102-106) y recientemente, un estudio realizado por Dufresne y
Gromeier demostro la potencialidad de la especie C de los enterovirus, a la cual pertenece el

CV-A24v, para desarrollar la poliomielitis (107).
11.8 Respuesta inmune

Se conoce que la conjuntiva, como mucosa, esta protegida por el sistema inmune de mucosa
que utiliza los mecanismos efectores presentes en el tejido, tanto de la respuesta innata como
de la adaptativa (96, 108). Sin embargo, en el 0jo, la respuesta de células T se suprime para
protegerlo del posible dafio que conlleva el desarrollo de la misma, lo que dificulta la defensa
contra agentes infecciosos, especialmente cuando este tipo de respuesta es necesaria (109,
110). Después de la infeccion primaria aguda de la conjuntiva, entre 12 y 24 horas, se
desencadena una respuesta inmune local basada en la secrecion del Interferon fibroblastico,
IgA secretora e 1gG en lagrimas, y la migracion de células linfociticas hacia la zona afectada,

asi como anticuerpos neutralizantes (96, 111).

Por otro lado, se puede esperar que como estos serotipos que causan la conjuntivitis

hemorragica aguda desarrollan el curso normal de la patogenia de los enterovirus, se produce
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inmunidad local intestinal (IgA) y anticuerpos sericos (IgM e 1gG) que neutralizan el virus
durante la fase virémica. Su formacion tan temprana en la infeccion es el resultado de una

activa replicacion viral en el tracto intestinal y en estructuras linfaticas profundas (112).

La respuesta inmune humoral en las infecciones por enterovirus es especialmente importante
para la proteccion y la inmunidad de por vida. En el caso de las conjuntivitis hemorragica
aguda, se ha determinado a traves de la deteccion de los anticuerpos neutralizantes, que es
transitoria, débil o indetectable. El declive de estos anticuerpos en individuos seropositivos,
posterior a una epidemia, la infeccién subclinica y la divergencia antigénica y genética del
CV-A24v se cree que esta asociado con la reaparicion de la enfermedad entre 5-7 afos

después de la infeccion inicial (23, 96).
11.9 Diagndstico virologico
11.9.1 Muestras clinicas

El momento ideal para la toma de las muestras es cuando el paciente presenta los sintomas
agudos sugestivos de la enfermedad. Los exudados y raspados conjuntivales han constituido
las muestras clasicas de eleccion para el diagnéstico rapido e intento de aislamiento de los
agentes causales de la conjuntivitis hemorragica aguda. Las mismas se transportan y
conservan en frio (4° C) en caso de que se pueda realizar el diagndstico inmediato, de lo
contrario se recomienda la congelacion (-20° C o menos) hasta su procesamiento (19, 113).

Teniendo en cuenta la patogenia de los enterovirus causantes de la conjuntivitis hemorragica
aguda, los exudados o lavados nasales y faringeos son otras muestras clinicas para el
diagndstico etioldgico de la conjuntivitis hemorréagica aguda, tomados en los primeros dias
del comienzo de los sintomas. Las muestras de heces tomadas a partir del tercer dia del
comienzo de los sintomas, hasta incluso seis semanas después del cuadro agudo, también
pueden utilizarse para el diagndstico viroldgico, y se conservan de forma similar que las
muestras conjuntivales (5, 35, 39, 47, 92). A partir tanto de estos exudados como las heces
puede extraerse el ARN viral para el desarrollo del diagnéstico basado en técnicas

moleculares, asi como realizarse el aislamiento viral en cultivo de células (113).
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Para los estudios serologicos se requieren muestras de sueros pareados (tomadas al inicio del
cuadro clinico y en la fase de convalecencia) que se conservan a —20 °C y se analizan

simultaneamente (23).

Otras muestras ambientales como aguas de rios o afluentes y residuales se han evaluado, por
técnicas clasicas o moleculares, y permitido la deteccion rapida de los diferentes serotipos,

variantes antigénicas o genéticas de los enterovirus en el medio ambiente (114-117).
11.9.2 Procedimientos para el diagndstico viroldgico

El diagnostico de la conjuntivitis hemorragica aguda se basa esencialmente en las

caracteristicas clinicas y la identificacion del agente etioldgico (11).

La técnica de referencia para el diagndstico especifico de las infecciones por enterovirus es
el aislamiento viral en células susceptibles (118). EI CV-A24v no crece en las lineas celulares
mas utilizadas para el aislamiento de los enterovirus como las de RD (rhabdomiosarcoma
humano) y las Vero (rifion de mono verde africano). Sin embargo, crece bien en cultivos
primarios, diploides y de linea de origen humano y de mono. Entre los cultivos méas usados
se encuentran los diploides de fibroblastos de pulmén humano, asi como las lineas celulares
HEp-2 (carcinoma laringeo), HeLa (carcinoma de cuello de Utero) y MRC-5 (células
embrionarias de pulmén humano). El virus se expande y afecta a la totalidad de las células,
produciendo las alteraciones citopaticas tipicas de los enterovirus (alcalinizacion del medio,
redondeamiento, contraccion, picnosis nuclear y desprendimiento celular con aumento de la
refringencia) (19, 111, 119, 120).

Los enterovirus aislados se identifican mediante la neutralizacion del efecto citopatico en
cultivo de células, que consiste en contrarrestar el efecto citopatico sobre el cultivo mediante
la utilizacion de un antisuero especifico que impide la unién del virus a su receptor celular.
La técnica se simplificd con el desarrollo de mezclas de antisueros especificos de tipo, como
la propuesta por Lim y Benyesh-Melnick (LBM) (121). En el caso del CV-A24v y el EV-
D70 no pueden identificarse con estas mezclas de antisueros y en su lugar pueden emplearse
anticuerpos monoclonales especificos o anticuerpos policlonales especificos producidos en
conejo (111).
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Teniendo en cuenta lo trabajoso que resultan y la demora de las técnicas clésicas del
aislamiento y la identificacion mediante la neutralizacion, se han desarrollado otras
metodologias que proporcionan una ganancia en tiempo para la identificacion de los serotipos
enterovirales (52, 122, 123).

La inmunofluorescencia y la microscopia electronica resultan Utiles en el diagnostico
etioldgico rapido de la conjuntivitis hemorragica aguda a partir del estudio directo de las
muestras de exudados y raspados conjuntivales, asi como de los aislamientos virales en
cultivo de células (21, 46, 124).

La RCP, con la extraccion del ARN mediante diferentes metodologias como por Trizol y
fenol cloroformo y estuches comerciales de forma manual o automatica, resulta la técnica
mas prometedora en el diagndstico del CV-A24v o el EV-D70. Algunos sistemas permiten
la amplificacion de fragmentos de secuencias nucleotidicas conservadas en la region 5’'NTR
del género enterovirus, detectando asi, la totalidad de los serotipos (125-127). Otros
protocolos describen la identificacion especifica, tanto para el CV-A24v y EV-D70, a través
de la amplificacion parcial o completa de las regiones estructurales como VP1, VP1-VP3y
VP2, y no estructurales como 3C y 3D. Dichos productos de RCP, conjuntamente con la
secuenciacion nucleotidica en sus diferentes modalidades, y posterior comparacion con las
secuencias de referencia, permiten la identificacion del serotipo o variantes antigénicas (CV-
A24v), incluso del genotipo en cuestion (25, 73, 128, 129). De igual forma que en la RCP,
se han desarrollado RCP en tiempo real genéricas o especificas para el CV-A24v y EV-D70,
que permiten la identificacion y cuantificacién mediante el monitoreo constante del ADN
durante la reaccion de amplificacion, lo que proporciona un diagnéstico mucho mas rapido
(48, 114, 130).Tanto la RCP genéricas o especificas para estas entidades virales se encuentran

disponibles en el Laboratorio Nacional de Referencia de los Enterovirus del IPK.

La serologia a partir de sueros pares, constituye una técnica diagnoéstica adicional para CV-
A24vy el EV-D70. La seroconversion, un aumento cuadruple o mayor del titulo del segundo
suero respecto al primer suero, asi como valores muy elevados en ambos sueros se consideran

significativos para hacer el diagnéstico de una infeccion reciente (23, 129).
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11.10 Andlisis filogenéticos y filodinamicos

La inferencia filogenética y filodinamica de algunos patdgenos a partir de las secuencias
moleculares son de los enfoques que en las Gltimas décadas ganan en aplicabilidad en la
reconstruccion de la historia evolutiva y espacial de las epidemias, lo que tributa directamente
al desarrollo de estrategias de intervencion y prevencion efectivas (32, 33, 131).

Las relaciones evolutivas ilustradas a través de una filogenia se llaman arboles filogenéticos
porque se parecen a la estructura de un &rbol y los términos que se refieren con las diversas
partes de estos diagramas (es decir, raiz, rama y hoja) se corresponden a las partes de los
arboles. Los nodos u hojas externas (terminales) representan los taxones existentes y a
menudo, se denominan unidades taxonomicas operativas (OTU) del inglés operational

taxonomic units, un término genérico que puede representar muchos tipos de taxones

comparables (por ejemplo, una familia de organismos, individuos o cepas de virus de una

sola especie o de diferentes especies). De manera similar, los nodos internos pueden

denominarse unidades taxondmicas hipotéticas (HTU) del inglés hypothetical taxonomic
units, para enfatizar que son los progenitores hipotéticos de las OTU. Un grupo de taxones
que comparten la misma rama tiene un origen monofilético y se denomina agrupamiento,
grupo o conjunto, del inglés cluster. El patron de ramificacidn, es decir, el orden de los nodos,

se denomina topologia del arbol (132).

Para investigar la filogenia (filogenética), que no es mas que la reconstruccion de las
relaciones ancestrales entre los organismos, pueden utilizarse diferentes tipos de datos, como
por ejemplo, las caracteristicas morfoldgicas, los fragmentos de restricciones polimorficas,
las secuencias nucleotidicas o aminoacidicas, entre otros (132, 133). Las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos constituyen en la actualidad los datos méas abundantes y
confiables, asi como unidades estrictamente heredables y sin ambigiiedad. Las diferencias
entre un par de secuencias (mismo gen) de diferentes organismos refleja el tiempo de

divergencia de las mismas a partir de un ancestro comun (132).

Se conoce bien que una variedad de mecanismos actdan sobre el ADN, lo que provoca
cambios en las secuencias en el curso del tiempo. Por consiguiente, dos secuencias derivadas
de un ancestro comun, que evolucionan de forma independiente, normalmente divergen.

Dicha divergencia se denomina distancia genética y juega un papel importante en los analisis
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de las secuencias. Se espera que con el cursar del tiempo la divergencia entre las secuencias

aumente, pero se observa que existe un marcado indice de saturacién (Figura 3) (132).

' I Correccion

Diferencias
observadas

A

Diferencias esperadas

Diferencias en los pares de bases (nimero)

Tiempo de divergencia (afios)

Figura 3. A: Saturacion de los cambios en la evolucion de las secuencias, B: Representacion

gréfica de la accion de los modelos evolutivos en los analisis filogenéticos. Fuente: Journal of
the American Statistical Association, 1995,90(430), 773—-795.

Precisamente los modelos de evolucién tratan de corregir la diferencia entre la distancia
esperada y la observada y constituyen un requisito determinante en los andlisis filogenéticos.
Existen varios modelos evolutivos, programas y pruebas para determinar los que se ajustan
a los datos en estudio, como por ejemplo, Jukes-Cantor (JC), Modelo de Felsenstein (F81),
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85). Algunos programas como el JModeltest y MEGA
permiten una seleccién adecuada con el desarrollo de pruebas como la jerarquica del radio
de verosimilitud (hLTRs), el calculo del Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) o del
Criterio de Informacion de Akaike (AIC), (132, 134, 135).

Con el cursar de los afios se fortalecen, tanto el conocimiento para lograr inferencias
filogenéticas robustas, informativas y veraces, como las herramientas a través de los
programas bioinformaticos. Desde bases de datos (secuencias, proteinas), paquetes de
programas, paginas en internet, especificas para determinados microorganismos (VIH, virus
de la influenza tanto humana, como aviar, Ebola, Zika), o generales (por ejemplo, Genbank)

conforman un amplio universo en este sentido (30, 132, 136).

Los metodos para construir los arboles filogenéticos a partir de los datos moleculares pueden

clasificarse segun el tipo de datos que utilizan, en: estados de caracteres discretos o matriz
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de distancia de diferencias de pares; y de acuerdo con el algoritmo de construccion del arbol:

en algoritmo de agrupamiento o criterio optimo (Tabla 2 )(132, 137).

Tabla 2. Clasificacion de los métodos de construccion filogenética y los métodos de analisis
de los arboles.

Tipos de datos que utilizan Algoritmo de construccion del arbol
Criterio 6ptimo Agrupamiento
Caracteres discretos Maéxima verosimilitud* (ML)

Maxima parsimonia (MP)
Inferencia Bayesiana

Matriz de distancias Fitch—Margoliash UPGMA**
Neighbor-joining (NJ)

*ML del inlgés Maximum likelihood, **UPGMA del inglés unweighted pair group method with arithmetic
means.

Los métodos de caracteres discretos pueden utilizar cualquier conjunto de datos. Cuando se
comparan las secuencias, un "caracter" es cada posicion de la misma, que conforma el
alineamiento, y los nucle6tidos o aminoacidos en esa posicion son los "estados”. Por lo
general, todas las posiciones de los caracteres se analizan de forma independiente; por lo que
se supone que cada columna de alineacion es una realizacion independiente del proceso
evolutivo. Los métodos de estado de caracter conservan el estado de caracter original de los
taxones y, por lo tanto, pueden utilizarse para reconstruir el estado de caracter de los nodos

ancestrales (132).

En contraste, los métodos de matriz de distancia comienzan por calcular alguna medida de la
diferencia de cada par de OTU para producir una matriz de distancia por pares, y luego infiere
las relaciones filogenéticas de las OTU de esa matriz. Estos métodos parecen adecuados para
analizar rapidamente conjuntos de datos relativamente grandes (137-139).

Los métodos de construccion de los arboles de agrupamiento emplean algoritmos de
agrupamiento, del inglés clustering, para obtener un unico arbol a partir de los datos. Se
considera este arbol como el mejor estimado del arbol real (132).

Los métodos de criterio 6ptimo emplean una funcién objetivo que permite evaluar como se
ajustan los diferentes arboles a los datos. Se considera al arbol de mayor puntuacién como el

mejor estimado del arbol real (137).
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Entre los més utilizados en los andlisis filogenéticos del CV-A24v se encuentran el algoritmo
de agrupamiento Neighbour joining, de maxima verosimilitud, y el algoritmo de inferencia
bayesiana (22, 25, 28).

El algoritmo ML considera cada carécter de las secuencias, en el calculo de la verosimilitud
de los datos respecto a cada uno de los arboles identificados. Examina diferentes topologias
de arboles y evalla el soporte relativo mediante la suma de todas las posiciones de la
secuencia. Los algoritmos ML buscan el arbol que maximiza la probabilidad de observar los
estados de los caracteres, dada una topologia del arbol y un modelo de evolucion. Para un
arbol en particular, el célculo de la probabilidad involucra sumar todos los posibles estados
de nucleédtidos (0 aminoécidos) en los nodos ancestrales (internos). Se utilizan técnicas de
optimizacion numérica para encontrar la combinacion de la rama, longitudes y parametros
evolutivos que maximizan la probabilidad. En dependencia del algoritmo de busqueda, se
busca la probabilidad de un nimero de topologias de arbol con este criterio, y el arbol con la
mayor probabilidad es elegido como el mejor &rbol. Desafortunadamente, obtener la

probabilidad de un arbol puede ser computacionalmente muy exigente (132, 140).

El algoritmo de agrupamiento NJ que se utiliza unido al método de minima evolucién,
permite obtener el arbol que represente la menor evolucion entre las secuencias analizadas.
Es computacionalmente rapido y generalmente produce arboles aceptables. Devuelve un solo
arbol como resultado (141, 142).

El algoritmo de inferencia bayesiana considera cada caracter de las secuencias en el calculo
de la probabilidad posterior de cada arbol. Depende de la especificacion de una distribucién
de probabilidad anterior para cada parametro en un modelo de sustitucion, longitud de las
ramas y topologia del arbol. Buscan un conjunto de arboles o hipétesis plausibles para los
datos a través de la distribucidn de probabilidad de los arboles. Esta distribucion posterior de
los arboles tiene inherentemente una estimacion de confianza de cualquier relaciéon de
evolucion. Las probabilidades posteriores se obtienen explorando el espacio arboreo
mediante el uso de una técnica de muestreo llamada cadena de Markov Monte Carlo
(MCMOC). Este método de muestreo comienza simulando un conjunto aleatorio de parametros
y propone un nuevo "estado", que es un nuevo conjunto de parametros, utilizando operadores

aleatorios. En cada paso, la relacion de probabilidad y la relacion previa se calculan para el
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nuevo estado en relacion con el estado actual. Cuando el producto combinado es mejor, se
aceptan los pardmetros y se propone un siguiente paso; si el resultado es peor, la probabilidad
de que el estado se rechace es inversamente proporcional a cuan mal se muestrea el nuevo
estado. Los resultados se presentan, generalmente, como caracteristicas de resumen de las
muestras, por ejemplo, la media o la mediana de los parametros continuos, pero para los
arboles, se puede presentar un arbol de consenso o un arbol méximo a posterior. Estos

métodos son muy intensos desde el punto de vista computacional (132, 143, 144).

Los alineamientos de las secuencias nucleotidicas o0 aminoacidicas del microorganismo son
un requisito esencial para los anélisis filogenéticos ya que las secuencias incluidas seran la
base estructural para el desarrollo de todos los analisis a realizar (132). Para una estimacion
confiable de la relacion filogenética entre los genes, todo gen bajo investigacion debe tener
la misma historia. Por lo tanto, los eventos de recombinacion dentro del fragmento bajo
investigacion afectan la inferencia filogenética. Diferentes estrategias bioinformaticas se
desarrollaron para abordar este problema en dependencia de las caracteristicas y objetivos

que se persigan con el analisis (132).

La reconstruccion de la filogenia a partir de alineamientos de nucleétidos o de aminoacidos
no es tan sencillo como podria esperarse. Aunque existen muchos métodos disponibles,
ninguno de ellos garantiza que el arbol filogenético inferido sea, de hecho, el "verdadero”

que podria describir la historia evolutiva en cuestion.

Algunos métodos claramente funcionan mejor que otros en los conjuntos de datos empiricos
o simulados. Al juzgar la fiabilidad de los diferentes métodos, siempre se tiene que tener en
cuenta que los diferentes algoritmos de inferencia de arboles se basan en hipoétesis diferentes,
y la busqueda de un arbol implica ya una suposicién acerca del proceso evolutivo. Los
métodos estadisticos ayudan a evaluar la fiabilidad de ciertos grupos (o topologias de
arboles). Sin embargo, también dependen del método de filogenia utilizado y sufren el mismo

sesgo sistematico, es decir, cuando los supuestos del método no se ajustan a los datos (132).

Grenfell y colaboradores definieron la filodindmica como la fusién de la inmunodinamica, la
epidemiologia y la biologia evolutiva. Esta disciplina permite explicar la amplia variedad de
las filogenias de un patdgeno, ya sea en un hospedero individual o en una poblacion, como

resultado de la variacion genética del patogeno modulada por la inmunidad del hospedero, la
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transmision en cuellos de botella y la dinamica de las epidemias (31, 34). El enfoque
filodindmico se ha convertido en un elemento fundamental para el desarrollo de herramientas
filogenéticas comparativas capaces de incorporar los datos de vigilancia epidemiolégica con
las secuencias moleculares en un solo marco estadistico. Estas herramientas innovadoras
mejoraron considerablemente las investigaciones cientificas sobre los origenes temporales y
geogréficos, la historia evolutiva y los factores de riesgo ecoldgicos asociados con el
crecimiento y la propagacion de virus como el VIH, el Zika y el Dengue y bacterias como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (30, 145-148). Del género Enterovirus,
algunos serotipos como el EV-D68, EV-AT71, CV-B5, CV-B1-2, CV-A4, CV-Al6, E-14
entre otros, se han estudiado siguiendo este enfoque (149-152). Especificamente para el CV-
A24v, la mayoria de los estudios hasta la fecha, realizaron andlisis filogenéticos con
algoritmos NJ, algunos pocos emplearon otros algoritmos mas complejos (ML) y existe un
solo estudio realizado por Yen y colaboradores del afio 2016, que abarca ademas la
filodindmica de esta variante (22, 25, 28, 153).

Los paquetes de programas como el BEAST, del inglés Bayesian Evolutionary Analysis

Sampling Trees, desarrollan algoritmos que permiten la integracion de modelos coalescentes

(busca del ancestro comun), mateméticos y de difusion espacial (32, 144, 154). Este
programa implementa un enfoque filogenético comparativo, que incorpora la
parametrizacion de la evolucion del rasgo fenotipico para identificar predictores de la
dindmica poblacional como la diversidad genética, la presion selectiva, el tamafio de
poblacion efectiva (Ne) y la distribucion espacio-temporal, los cuales se estiman o evaltan
simultdneamente durante la reconstruccion de la historia evolutiva (155, 156).

Dentro de ellos el tamafio de la poblacion efectiva, de importancia fundamental para la
epidemiologia de las enfermedades infecciosas, describe el nivel de diversidad genética
dentro de una poblacion a lo largo de su historia evolutiva (30). Esto se puede definir como
el tamafio de una poblacion idealizada que se aparea al azar y que tiene los mismos cambios
genéticos que la poblacion estudiada. Durante el periodo de crecimiento exponencial de una
epidemia, se demuestra que el cambio en la Ne se correlaciona linealmente con la prevalencia
de la infeccion (31, 157).
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Con el desarrollo de los modelos del reloj molecular para los datos muestreados en serie
(158), los analisis filogenéticos ayudan a descubrir la sincronizacién de los eventos de
transmision y los origenes epidemiologicos. Cuando se reconstruye dentro del marco
coalescente, y al asumir una velocidad de evolucién similar a la de un reloj, la historia
evolutiva de un patdgeno puede proporcionar informacion valiosa sobre el origen y el tiempo
de vida de los principales cambios de la poblacion en estudio (31). Este es otro de los
pardmetros que también puede determinarse en el BEAST y en otros programas y que se

integra al analisis filodinamico (144, 158).

Los métodos filodinamicos pueden utilizarse, también, para inferir las tasas de movimiento
de los linajes virales entre ubicaciones geogréaficas y reconstruir las ubicaciones geograficas
de los linajes ancestrales. En el analisis, la ubicacidn geogréafica se trata como un estado de
caracter filogenético, similar en espiritu a las bases nitrogenadas en el andlisis filogenético
"A", T, "G", "C", la localizacion geografica se codifica como un modelo de sustitucion. La
misma maquinaria filogenética que se utiliza para inferir los modelos de evolucion del ADN
puede, por lo tanto, utilizarse para inferir las matrices de transicién geogréafica (32). El
resultado final es una tasa, medida en términos de afios o en términos de sustituciones
nucledtidicas por sitio, que un linaje de una region se mueve a otra region sobre el curso del
arbol filogenético. En una red de transmision geografica, algunas regiones pueden mezclarse
mas facilmente y otras regiones pueden estar mas aisladas. La validez de una ruta de
transmision o dispersion geografica se determinan por el valor del factor de Bayes (BF) que
se obtiene del anélisis (Tabla 3)(32).

Tabla 3. Valor del Factor de Bayes para la aceptacion de la hipétesis.

Valor del Factor de Bayes Aceptacién de la hipotesis (ruta de transmisién)
la3 No vale més que una simple mencién
3a20 Positivo
20 a 150 Fuerte
> 150 Muy fuerte

Fuente: Journal of the American Statistical Association, 90(430), 773-795.

Existen limitantes en las metodologias actuales como la disponibilidad a tiempo de los datos

tanto moleculares como epidemioldgicos y el modelaje evolutivo cuando se usan los datos
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de vigilancia epidemioldgica. Es solo cuestion de tiempo que los investigadores desarrollen
los modelos mas realistas capaces de describir la complejidad de la transmision de
enfermedades infecciosas desde sus diversas aristas (30).

11.11 Epidemiologia del CV-A24v
11.11.1 Reservorio

El reservorio fundamental es el hombre, aunque recientemente se identifico al CV-A24v en
heces de primates no humanos que no desarrollan los signos caracteristicos de una

conjuntivitis hemorragica aguda (62, 106).
11.11.2 Periodo de incubacion y transmisibilidad

El periodo de incubacidn de la conjuntivitis hemorragica aguda es muy corto, entre 12 horas
a 3 dias. Se describe como el modo de transmisién principal el contacto con las secreciones
oculares infectadas y con los elementos utilizados por los pacientes y personal de salud
(toallas, sabanas, apositos, instrumental médico). Pocos autores dan importancia a la via
respiratoria (aerosoles de faringe, nasofaringe) y se le resta valor a la via fecal-oral, a pesar
de que se reportan aislamientos de estos agentes en exudados faringeos, nasofaringeos y en
las heces desde las primeras epidemias (38, 39, 92, 159). Ademas, se conoce que los
enterovirus pueden aislarse de las aguas residuales y los poliovirus de moscas, y en el caso
de la conjuntivitis hemorragica aguda otros vectores mecanicos (guasasas, cucarachas) que

entren en contacto con las secreciones o materiales infectados (62, 116, 160).

Los exudados conjuntivales, faringeos y nasofaringeos pueden ser infectivos hasta cuatro

dias como promedio, desde el comienzo de los sintomas y las heces hasta seis semanas (35).

La enfermedad es muy contagiosa con una alta tasa de transmisién del 70 al 100 % en los
miembros de una familia y mas de un 45-58 % de la poblacion puede afectarse durante una
epidemia (15). La transmision en centros hospitalarios también se describié (161). Este
padecimiento, generalmente, alcanza dimensiones epidémicas y los centros donde confluye
un namero considerable de personas como las escuelas, los centros de trabajo, los centros
recreativos (piscinas) y las prisiones, son determinantes en la propagacion. En los paises
desarrollados los brotes generalmente se limitan a los hogares o a las unidades oftalmolégicas
(11, 42, 162).
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11.11.3 Prevencion

La prevencion es el pilar fundamental del tratamiento de la conjuntivitis hemorragica aguda
(163). Se recomienda el aislamiento domiciliario o ingreso hospitalario del paciente mientras
la enfermedad esté en el periodo agudo. Se debe evitar el contacto directo o indirecto con
secreciones oculares infectadas y con objetos utilizados por los pacientes o el personal de
asistencia medica. Se recomienda la desinfeccidn concurrente de las superficies, accesorios,
avituallamiento del paciente e instrumental médico contaminados y el lavado frecuente de

las manos, como medidas higiénicas efectivas (96, 164).

En Cuba, la conjuntivitis hemorragica aguda es una enfermedad de notificacion obligatoria,
por lo que la alerta temprana y la educacion sanitaria a la poblacion en los periodos
epidémicos mediante el uso correcto de los medios de difusion masiva contribuyen a
minimizar la transmision viral y, con ello, el impacto socio-econémico de la enfermedad. Se
deben evitar las aglomeraciones e insistir en la correcta asepsia y antisepsia en los centros
médicos y otros donde pueden confluir un elevado nimero de personas como los

mencionados en el epigrafe anterior (164, 165).
11.11.4 Tratamiento

En principio no existe tratamiento especifico ni vacunas para la conjuntivitis hemorrégica
aguda causada por los enterovirus. Se recomienda un tratamiento de soporte para aliviar los
sintomas y evitar o tratar las posibles complicaciones. Habitualmente, se aplican compresas
frias y lagrimas artificiales con vasocontrictores para disminuir la extravasacion de células
sanguineas y liquido. Se recomienda el uso de antibidticos para tratar las infecciones
secundarias bacterianas (166). No se recomienda el uso de los esteroides topicos para evitar

el riesgo de perforaciones en la cornea y coinfecciones bacterianas (11, 167).

Algunos farmacos tales como los compuestos Benzimidazoles (Enviradone y Enviroxime),
Arildone y el interferon inhiben la replicacion de los enterovirus, pero ninguno se describe
como agente quimioterapéutico (168-170). Diferentes grupos de investigadores describieron
la eficacia del Interferon humano (IFN) o recombinantes humanos (rIFN-alpha y rIFN-beta)
en la inhibicion de la infeccion por el CV-A24v en cultivos de células conjuntivales humanas.

Sin embargo, la actividad antiviral del IFN contra el CV-A24v puede variar con los

35



11. REVISION BIBLIOGRAFICA

aislamientos de esta variante, la multiplicidad de la infeccion, el tipo del IFN, y el tiempo de
la infeccion respecto al inicio del tratamiento con este compuesto. Los resultados de otras
investigaciones en humanos acerca del uso efectivo o no de los IFNs son controversiales
(171, 172).

Diferentes dianas virales y del hospedero son objeto de estudio para el desarrollo de
antivirales contra los enterovirus. Las moléculas de union a la capside, las proteinas virales
gue juegan un importante papel en la replicacion como la proteasa 3C, la helicasa 2C, y la
polimerasa 3D Y factores del hospedero celular cruciales en la replicacion viral figuran entre
ellas (173). Numerosos estudios plantearon las posibilidades del Pleconaril, el BTA-798 y el

V-073 como inhibidores de la unién, pero no mostraron la misma efectividad in vitro contra

todos los serotipos. La posibilidad de originarse mutantes de escape constituyo una limitacion

para la aprobacion de sus usos (173-175).

Por otro lado, los conocimientos de la estructura y funcion de la proteasa 3C de la familia
Picornaviridae, proporcionan informacion para el disefio y estudio de un namero amplio de
inhibidores de la misma, entre los que se encuentran los analogos del rupintrivir (AG7088),
algunos inhibidores no covalentes y productos naturales como (")-tisanona y sus anélogos, y
los flavoniodes como la fisetina y la rutina (rutésido) (26, 89, 176, 177). Recientemente se
describid el primer inhibidor macrociclo de la proteasa 3C para los norovirus, coronavirus y
los picornavirus (178), aunque ninguno de estos compuestos estan disponibles ain en el

mercado farmacéutico.

El hidrocloruro de guanidina (GuaHCI), el HBB y el MRL-1237 son otros compuestos
dirigidos al bloqueo de la proteina 2A, asi como el ribavirin, gliotoxina, amilorida 'y el DTriP-
22 contra la 3D polimerasa, sin lograrse aun su aprobacién farmacéutica (179-181).

Otra estrategia en desarrollo para el control de las infecciones enterovirales lo constituyen la

administracion de siRNA, del inglés small interfering RNA y un nuevo conjugado del &cido

sidlico pentavalente. Algunos estudios in vitro e in vivo demostraron la capacidad de ellos

para inhibir la infeccién por CV-A24v o el EV-D70, aunque no se han establecido como un

tratamiento para la enfermedad (182-185).
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Varias son las propuestas en estudio para dilucidar un antiviral contra los enterovirus y, si
bien es cierto que parece estar mas cerca una solucion plausible, todavia queda mucho por
investigar y posiblemente una combinacion de compuestos sea la solucién més acertada
(180).

11.11.5 Distribucion geogréfica

La conjuntivitis hemorragica aguda se caracteriza por brotes explosivos en areas densamente
pobladas, por lo general durante periodos de clima calido y himedo. De hecho, en los paises
subdesarrollados, costeros, de la region tropical y subtropical, entre los 40° de latitud norte y

15° de latitud sur, se observa la mayor incidencia de epidemias (6, 42, 88).
11.12 Conjuntivitis Hemorrégica Aguda en Cuba

La conjuntivitis hemorragica aguda no fue descrita en Cuba hasta su inesperada introduccion
en agosto de 1981. Desde entonces y hasta la fecha, esta enfermedad se manifiesta en
periodos epidémicos cada 5 o 6 afios, generalmente con picos durante dos afios consecutivos,
predominando el CV-A24v como el agente etioldgico. Los brotes o epidemias alcanzaron la
mayor cantidad de casos informados durante los meses calidos y se observa que el invierno,

como esta descrito en los enterovirus, limitd la circulacién del virus (13, 14, 23).

La primera epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda fue causada por el EV-D70 y se
produjo en el afio 1981 entre los meses de septiembre y diciembre, donde se informaron 884
015 casos. Hasta 1983 se acumularon otros 545 478 casos. Se infiere que por cada caso que
solicitd asistencia médica ocurrieron entre cinco y diez casos que no lo hicieron. En el afio
1984 se comunicaron 312 casos dispersos por todo el pais y en el afio 1985 no se notificaron
pacientes (14, 186).

Posteriormente, en el mes de septiembre del afio 1986, se produce el segundo periodo
epidémico que afect6 a todas las provincias del pais, esta vez provocado por el CV-A24v.
Los estudios epidemioldgicos plantearon que el virus se introdujo en Cuba por becarios de
Ghana que arribaron a la Isla de la Juventud. La epidemia acumul6 596 445 pacientes. En el
afio 1987 se notificaron 10 714 casos y en el afio 1988 se reportaron 69 casos aislados (14,
36, 187).
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En el afio 1989 se detectd un nuevo brote causado por el EV-D70, importado por becarios
extranjeros del Frente Polisario, que adquirieron la enfermedad en Argel en su transito hacia
Cuba. En esta ocasion se informaron 317 312 casos y méas de 48 000 en los primeros meses
del afio 1990. Durante el afio 1991 se reportaron 585 casos, de ellos 406 en la ciudad de La
Habana, siendo los meses de agosto, septiembre y octubre los de mayor incidencia. Las
investigaciones serologicas demostraron en dos casos seroconversion al EV-D70 y en un
caso al CV-A24v (14, 124).

Desde principios del afio 1992 se mantuvo la ocurrencia de casos esporadicos. Entre octubre
y diciembre se present6 una epidemia causada por el CV-A24v limitada al occidente del pais
(desde Pinar del Rio hasta Villa Clara). No se informaron enfermos en la regién oriental. En
el aflo 1993, se reportaron casos desde el primer trimestre, pero el pico epidémico se informo
a partir de septiembre y alcanzd la cifra de 87 521 casos de todo el pais; aunque la epidemia
tuvo menor morbilidad que las ocurrida en los afos anteriores. EI CV-A24v se identificd
como el agente etiologico (14, 35).

En el afio 1994 se informaron 975 casos y 224 en el afio 1995 y se determind por serologia
la circulaciéon del CV-A24v. Para el afio 1996 se informaron solo 47 casos. Los estudios

serologicos determinaron la seroconversion contra el EV-D70 en solo dos casos (14).

Una nueva epidemia causada por el CV-A24v tuvo lugar en todo el pais entre los meses de
junio y diciembre del afio 1997. EI comportamiento de la enfermedad fue ascendente,
comenzando por la ciudad de La Habana hasta afectarse todos los territorios del pais y
acumulandose 137 136 casos (13, 14, 35).

En el afio 2003 se inici6 un nuevo brote epidemico causado por el CV-A24v. Los primeros
casos se presentaron en la ciudad de La Habana en el mes de julio, a partir de los cuales se
disemind la enfermedad hacia el resto de las provincias. En esta ocasion la epidemia fue

responsable de 171 910 casos informados (13).

A finales del mes de septiembre del afio 2008 se reportaron los primeros casos de
conjuntivitis hemorréagica aguda en la provincia de Pinar del Rio. La enfermedad se disemin6
por todo el pais, disminuyendo la cifra de pacientes notificados a finales del mes de diciembre
y acumuléndose 21 208 casos. Entre los meses de junio y diciembre del afio 2009, se informd
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nuevamente un marcado aumento del nimero de casos de conjuntivitis hemorragica aguda,
pero esta vez la epidemia comenzd en la provincia de Las Tunas, en el oriente del pais.
Alrededor de 50 930 casos clinicos en toda la isla se informaron por las autoridades de salud
publica. Se estimo6 que el total de enfermos en los dos afios fue mayor de los 72 138 casos,

debido a que no todos los pacientes acudieron a los centros de atencion médica.

En julio del afio 2017 la OPS alerté e informé de la ocurrencia de brotes en trece paises de la
region de las Américas (11). Hasta la semana 26 de ese afio las autoridades de salud cubanas
informaron 1 427 casos en siete provincias y 46 municipios. En toda la isla, la provincia que
notificd el mayor nimero de casos fue Guantanamo con 858 casos, seguida de Santiago de
Cuba con 359 casos, La Habana con 154 casos, Ciego de Avila con 35 casos y Las Tunas
con 21 casos. Hasta el desarrollo de la presente investigacion se desconocio la cifra total de
pacientes de este Ultimo periodo epidémico donde se identifico al CV-A24v como el agente
etioldgico (11, 12).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
111.1 Disefio general de la investigacion
En esta investigacion se realizaron tres estudios descriptivos para:

1. Identificar las variantes genéticas del CV-A24v que circularon en Cuba durante los cinco
periodos epidémicos de conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009) (responde al

objetivo 1).

2. Inferir la filodinamica del CV-A24v haciendo énfasis en las variantes que circularon en
Cuba durante los cinco periodos epidémicos de conjuntivitis hemorrégica aguda (1986-
2009) (responde al objetivo 2).

3. Analizar a nivel molecular las cepas cubanas del CV-A24v obtenidas a partir de muestras

clinicas de heces (responde al objetivo 3).

111.2 Identificacion y caracterizacion filodindmica de las variantes genéticas del CV-
A24v causantes de epidemias cubanas de Conjuntivitis Hemorragica Aguda durante el
periodo 1986-2009

111.2.1 Muestras

A partir de un universo de estudio de 297 cepas del CV-A24v, se estudiaron 175 aislamientos
virales conservados a -80 °C en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enterovirus del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, de los cinco periodos epidémicos de
conjuntivitis hemorrégica aguda que ocurrieron en Cuba entre los afios 1986 hasta el afio
2009 (Tabla 4).
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Tabla 4. Datos epidemioldgicos y de laboratorio de los aislamientos estudiados.

Ndmero de Numero de Ndmero de Ndmero de
Fecha de coleccion  muestras . . .
Afios Casos de las muestras para alslgmlentos cepas_wrales
Informados (Mese(s)) aislamiento virales seleccionadas
al MINSAP . conservados
viral
1986 596 445 septiembre 63 27 27
1987 10714 agosto-septiembre 42 8 8
1992 3363 octubre-diciembre ND 22 22
1993 87 807 septiembre ND 15 15
1997 137 136 julio-septiembre 64 43 43
2003 171 910 junio-agosto, 65 39 39
noviembre
2005 59 noviembre 19 5 5
2008 21208 SgPt.'embre' 209 45 6
iciembre
2009 50 930 junio-diciembre 221 93 10
683 297 175

Total

ND: no disponibles
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia para los enterovirus del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri”.

De las 175 cepas, 139 procedieron de exudados conjuntivales, una de un exudado nasal, otra
de un exudado faringeo y 34 de heces. En cuatro pacientes se obtuvieron cepas de heces y
exudados oculares; el exudado faringeo, nasal y dos heces se obtuvieron de un mismo

paciente, asi como siete cepas provinieron de muestras seriadas de heces de otro paciente.

Los aislamientos hasta el afio 2005 se identificaron como CV-A24v mediante la
neutralizacion con antisueros especificos elaborados en el mismo laboratorio y RCP
genéricas y especificas (35, 124, 187). Los aislamientos de los afios 2008 y 2009 se
identificaron mediante secuenciacion nucleotidica de la region 3C como se describe a
continuacion en los acapites del 111.2.4 al 111.2.5.3; secuencias que formaron parte del

presente estudio.

Para identificar las variantes genéticas del CV-A24v que circularon en el periodo de estudio

se secuenciaron parcialmente dos regiones del genoma viral codificadoras de la proteina de
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la capside VP1 (estructural) y de la proteasa 3C (no estructural). Las cepas de los afios 2008
y 2009 solo se secuenciaron en la regién 3C, ya que no se dispuso de los cebadores de la

region VP1.

La secuenciacion de los todos los aislamientos hasta el afio 2005 se realizé en el Instituto
Sueco para el diagnostico de las enfermedades Infecciosas (SMI) del Instituto Karolinska.
Para el periodo epidémico 2008-2009 debido a la escasez de recursos, solo fue posible
secuenciar un numero de aislamientos menor que se selecciond de forma tal que quedaron
representadas las regiones occidental, central y oriental de Cuba, asi como el principio, medio
y final de las epidemias en cada afio (2008 y 2009). La secuenciacion se realizo en el Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. En cada centro se emplearon procedimientos diferentes
en correspondencia con las metodologias y tecnologias disponibles como se describe a

continuacion.
111.2.2 Extraccion del ARN viral

La extraccion del ARN viral se realiz6 mediante dos metodologias: extraccion por Trizol,
para los aislamientos hasta el afio 2005, y la extraccion manual con el estuche comercial
QlAamp® Viral RNA (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) para las muestras de los afios
2008 y 20009.

111.2.2.1 Extraccion del ARN viral por el método por Trizol

Se tomaron 250 pL de los aislamientos virales conservados a -80 °C y se les afiadié 750 pL
de TRIZOL (Life Technologies, Gibco BRL, EUA). Esta mezcla se agitd y se incubo durante

cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 200 pL de
cloroformo (Sigma, Alemania), se agitd vigorosamente durante 15 segundos y se incubo
durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la mezcla se centrifug6 a 10 000
g (Centrifuga Sigma, Alemania), durante 15 minutos, a 4 °C. La fase superior se transfirié a
un nuevo tubo de 1,5 mL, se le agregaron 500 pL de isopropanol (Sigma, Alemania) y se
incubd, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Concluida la incubacion, se centrifugd
a 10 000 g (Centrifuga Sigma, Alemania), durante 10 minutos, a 4 °C. La fase superior se
desechd y al precipitado obtenido se le adicion6 1 mL de etanol (Merck, Alemania) al 75 %,
se mezcld y se centrifugo a 10 000 g (Centrifuga Sigma, Alemania) durante cinco minutos a
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4 °C. Después de eliminar todo el etanol residual, el precipitado se dejé secar completamente
a temperatura ambiente. El material seco se resuspendio en 50 pL de agua libre de RNAsa
(Sigma, Alemania).

111.2.2.2 Extraccién del ARN con el estuche comercial QlAamp® Viral RNA

El ARN viral se obtuvo mediante extraccion manual a partir de una alicuota de 140 pL de
los aislamientos virales seleccionados con un volumen de elucion final de 50 uL. Dicho
procedimiento se realizd mediante el uso de todos los materiales gastables y reactivos del
estuche comercial para la extraccion del &cido nucleico QlAamp Viral RNA (QIAGEN,

GmbH, Hilden, Alemania) teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante.

111.2.3 Secuenciacion nucleotidica de regiones gendémicas parciales del CV-A24v: la
proteasa 3C y la proteina estructural VP1

111.2.3.1 TR-RCP para la amplificacién de regiones gendmicas parciales 3C y VP1 del
CV-A24v

Primeramente se sintetizaron los cDNAs con Oligo(dT)20 con el empleo del sistema
ThermoScriptTM TR- RCP (Life Technologies, Gibco BRL Inc.) y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Posteriormente se realizd la RCP, mediante el uso del estuche comercial OneStep RT-PCR

(QIAGEN, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron los cebadores
correspondientes a cada region a una concentracion final de 50 pmol y 5 uLL del cDNA
obtenido en 50 uL de volumen final. Las condiciones de amplificacion aparecen en la tabla

5. Como control negativo se empleo6 agua libre de RNAsa (Sigma, Alemania).

Al finalizar la reaccion se mezclaron 7 puL del producto amplificado con 3 uL del tampon
estabilizador de muestra 6X (EDTA 500 mM, glicerol al 10 %, azul de bromofenol al 0,01
%). Se realizd la corrida electroforética de los productos amplificados en un gel de agarosa
al 2 % en tampon TBE 1X (Tris-borato 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) tefiido con Bromuro
de Etidio (0,5 mg/mL) (Sigma, EUA).

44



I11. MATERIALES Y METODOS

Tabla 5. Cebadores empleados para la amplificacion de las regiones parciales del genoma
del CV-A24v, VP1y 3Cy condiciones de amplificacion.

Regidn/ Condiciones

posicion Cebador Secuencia del cebador _d_e ., Cita
del amplificacion

Genoma

15 minutos a 95 °C
40 ciclos: (123)
94 °C, 30 segundos
55 °C, 30 segundos
68 °C,40 segundos
72 °C 10 minutos
15 minutos a 95 °C

. . 34 ciclos:
3 D1 5-TACAAACTGTTTGCTGGGCA-3 94 °C, 60 segundos (51

(53716044) ;3 B.TTCTTTTGATGGTCTCAT-3 >3, C: 45 segundos
72 °C, 2 minutos

72 °C 10 minutos

vpavpl 222 B-CICCIGGIGGIAYRWACAT-3

(1977-2969) 954 5.GCIATGYTIGGIACICAYRT-3'

Concluida la electroforesis que se realizé durante 30 minutos a 110 v, el producto amplificado
se visualizd en un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-VisionTM,
Alemania). Se utiliz6 el marcador de peso molecular DNA ladder 100 bp (PROMEGA, EUA)

para verificar las muestras positivas que deben amplificar a una banda de la longitud esperada

del producto de 673 pb para la region del genoma 3C y 992 pb para la region del genoma
VP1.

111.2.3.2 Purificacion de los productos de la RCP

Los productos de la RCP de las muestras del periodo 1986-2005 se purificaron de forma
manual con el estuche comercial E.Z.N.A ™ Cycle-Pure Kit (Omega Bio-tek, Inc.). Los

productos amplificados de las muestras del periodo 2008-2009 se purificaron de forma

manual con el estuche comercial QIAquicke PCR purification (QIAGEN, Alemania). En

ambos casos se siguieron las indicaciones del fabricante. La calidad de la purificacion se
evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (acapite 111.2.3.1). La concentracion
final del producto purificado se estimé mediante comparacion visual con el marcador de peso
molecular DNA ladder 100 bp (PROMEGA, EUA).
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111.2.3.3 Secuenciacion nucleotidica

Para la reaccion de secuencia se utilizaron los estuches comerciales ABlI BigDye®

Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA) y GenomeLabTM Dye

Terminador Cycle Sequencing (Beckman Coulter, EUA), para las muestras del periodo 1986-

2005 vy el periodo 2008-2009 respectivamente, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
emplearon los cebadores descritos en la tabla 5 a una concentracion de 5 uM. La
amplificacion se realizd en un equipo de RCP (MJ Research, EUA) con las siguientes
condiciones de amplificacion: 40 ciclos de 96 °C por 20 segundos, 55 °C por 20 segundos y
60 °C durante 4 minutos. Al concluir la reaccion de secuencia, los productos se purificaron
segun el estuche comercial correspondiente a cada sistema siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los productos purificados de la reaccion de secuencia se separaron por
electroforesis capilar en dos secuenciadores automaticos ABI PRISM 3100 Genetic
Analyser, Applied Biosystems (periodo 1986-2005) y CEQ 8800 Genetic Analyzer System,
Beckman Coulter (periodo 2008-2009).

111.2.4 Anélisis de las secuencias

En la figura 4 se muestra el algoritmo de trabajo desarrollado para el analisis de las secuencias

nucleotidicas obtenidas para ambas regiones del genoma viral.

111.2.4.1 ldentidad de los aislamientos cubanos del CV-A24v respecto a la cepa
prototipo EH24 70 _Singapur 1970

Todas las secuencias se editaron y se determinaron los porcentajes de identidad de los
aislamientos cubanos del CV-A24v de cada periodo respecto a la cepa prototipo
EH24 70 Singapur 1970 para las dos regiones del genoma utilizando el programa Bioedit
v7.0.5.3 (188).

111.2.4.2 Alineamientos de secuencias nucleotidicas para los analisis filogenéticos y

filodindmicos de las regiones gendmicas parciales 3C y VP1 del CV-A24v

Primeramente se realizo un estudio filogenético preliminar de la region genomica 3C
mediante el empleo del método NJ con un analisis de re-muestreo (del inglés bootstrap) de 1
000 réplicas con el programa MEGAG6 (189) (Figura 4).
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Secuenciacion Edicion de Identidad respecto a la
de las regiones | === | |55 secuencias | =— cepa prototipo
gendmicas nucleotidicas 3CyVP1
MEGA®6 Bioedit v7.0.5.3
| Anélisis filogenético NJ
: (alineamiento y filogenia
Ingreso de las secuencias al preliminar 3C)

banco de genes GenBank l

Nuevos alineamientos
(3Cy VP1),

Modelo de sustitucion nucleotidica / ElimDupes, MAFFT v7,
Jmodeltest v2.1.4 RDP v4.36
Ficheros de entrada al Genotipificacion
BEAST v1.8.4, BEAUMi Identidad: Bioedit v7.0.5.3,

Heatmap (R)

l

Analisis . . . .
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Analisis de resultados
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Inferencia filogenética Inferencia filodinamica
(Genotipificacion y (Net, TMRCA,
Ancestralidad) Tasa de sustitucion nucleotidica,
Inferencia filogeogréafica)

Figura 4. Algoritmo de trabajo para determinar la genotipificacion y los analisis
filodinamicos de las variantes cubanas del CV-A24v de los cinco periodos epidémicos
estudiados, en base a las regiones genomicas 3C y VP1.

Este estudio también explord la incorporacion de grupos externos que consistieron de la
secuencia EF026081 Joseph de Sudéfrica del CV-A24 y la secuencia FJ517648 Bielorrusia
2007 de Poliovirus tipo 2.

47



I11. MATERIALES Y METODOS

Teniendo en cuenta las inferencias filogenéticas resultantes y la disponibilidad de
metodologias méas robustas para realizar el analisis filogenético y filodinamico de ambas
regiones del genoma viral secuenciadas se elaboraron nuevos conjuntos de alineamientos de
las secuencias nucleotidicas. En cada conjunto se eliminaron las secuencias duplicadas,
mediante el empleo de la herramienta ElimDupes de la base de datos de VVIH de los Alamos
(190). Se seleccionaron secuencias de diferentes regiones geograficas del mundo que
representaron todos los periodos epidémicos y pandémicos del CV-A24v, lo més semejante
posible en ambas regiones gendmicas, segun la disponibilidad de las secuencias en la base
de genes GenBank. Cada secuencia cont6 con su nimero de acceso al banco de genes (si lo
presentd), nombre o identificador, el pais de procedencia y el afio de la muestra clinica o el
aislamiento correspondiente. Algunas secuencias de la region gendmica VP1 de Filipinas
fueron gentilmente donadas por los doctores Lea Necitas G Apostol del Instituto de
Investigaciones del Departamento de Medicina Tropical de Salud y Oshitani de la Escuela

de Postgrado de Medicina de la Universidad Tohoku.

Las secuencias se alinearon con el programa MAFFT v7 (191), empleando el marco de

trabajo de herramientas de analisis bioinformatico del EMBL-EBI (192).

111.2.4.3 Determinacion de los eventos de recombinacion en los alineamientos del CV-
A24v y entre los alineamientos del CV-A24v con el resto de los serotipos de la especie C

de los enterovirus

Los eventos de recombinacion se analizaron en cada alineamiento, entre las secuencias de
CV-A24v que los conformaron, y entre estas y las secuencias de todos los serotipos
enterovirales pertenecientes a la especie C, que incluye al CV-A24v. El anélisis se realiz6
mediante el programa de deteccion de la recombinacion RDP v4.36, del inglés

Recombination Detection Program (193).

111.2.4.4 Analisis filogenéticos y filodindmicos de las regiones gendmicas parciales 3C y
VP1 del CV-A24v

Para el andlisis de cada regién del genoma 3C y VP1, se desarroll6 el mismo algoritmo por

separado como se describe a continuacion y se mostro en la figura 4.
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Se realizo una primera genotipificacion de las secuencias cubanas seleccionadas de cada
periodo epidémico, en base a los porcentajes de identidad nucleotidica respecto al resto de
las secuencias que conformaron los conjuntos de alineamientos (para la region 3C y VP1)
definiendo los genotipos segln lo descrito por Chu y colaboradores (6). Con el objetivo de
visualizar dichos porcentajes de identidad nucleotidica se construyé un mapa de calor del
inglés heatmap, usando el paquete estadistico R (194) a partir de la matriz de identidad
calculada con el programa Bioedit v7.0.5.3 (188).

Para los analisis filogenéticos y filodindmicos se selecciond primeramente el modelo de

sustitucion nucleotidica a través del programa JModeltest v2.1.4 (134).

Posteriormente, las inferencias filogenéticas asi como los analisis filodinamicos se realizaron
con los métodos Bayesianos mediante el programa BEAST v1.8.4 (144). Este programa
ofrece un marco de trabajo integrador para los analisis filogenéticos y filodinamicos en

dependencia de los objetivos que se proponga el investigador.

En una primera etapa se genero el fichero de entrada al programa BEAST v1.8.4 a través del
programa BEAULi incluido en el paquete de dicho programa (144). La seleccion de la
combinacion de los modelos de reloj molecular y los modelos epidemioldgicos de los arboles
a priori se realizd estimando la (log) verosimilitud marginal a través del método de path
sampling (PS) descrito por Baele y colaboradores. El célculo de la verosimilitud marginal
(log likelihood) por PS se llevé a cabo en una primera etapa para modelos con reloj molecular
estricto o relajado, empleando una distribucion exponencial no correlacionada (UCED) o una
distribucion logaritmica normal no correlacionada (UCLD) combinados con el modelo de
coalescencia no paramétrico Bayesian Skyride Plot (BSP). Este modelo se seleccion6 porque
no asume a priori ningn escenario demogréafico particular y las diferencias entre los tamafios
de poblacion en los intervalos coalescentes sucesivos se penalizan, con la penalidad siendo
dependiente de la longitud de las cadenas de los intervalos coalescentes (time-aware) o siendo

independiente del tiempo (195).

En todos los casos se llevaron a cabo dos corridas de las cadenas de Markov y Monte Carlo
(MCMC) del enfoque bayesiano, con 70 millones de generaciones para la region 3C y 100
millones para la region VVP1, para lograr convergencia en los resultados y obtener un tamafio

efectivo de la muestra superior a 200 en los parametros de interés (196). Cada corrida se
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analizé individualmente y se combindé empleando como “burn-in” el 10 %, mediante el

programa Tracer v1.7.1 (197).

Para el analisis de la distribucion posterior de los arboles y la seleccién del arbol de mayor

credibilidad, del inglés Maximum Clade Credidibility (MCC), se empled el programa

TreeAnnotator v1.8.4 (198). Todos los arboles obtenidos se visualizaron a través del

programa Figtree v1.4 disponible en el sitio (199).

Las tasas de sustituciones por sitio por afio y el tiempo del ancestro comun mas reciente del

inglés most recent common ancestor (TMRCA) se estimaron empleando un enfoque
bayesiano de cadenas de Markov y Monte Carlo (MCMC), asi como la reconstruccion de la
poblacién viral y de la historia dindmica espacio-temporal sin grupo externo, con el BSP
disponible en el BEAST (144).

Para los andlisis filogeograficos la inferencia se realizé definiendo dos particiones: una con
la misma informacion con la que se generd la filogenia y la segunda en correspondencia con
las localizaciones geograficas de cada secuencia incluida. Para la primera particion se uso la
misma configuracién que para el estudio filogenético, con el mismo modelo de reloj
molecular, de sustitucién nucleotidica, de coalescencia seleccionada y la configuracion de
los prioris. Para la particion de los paises se utilizé6 como modelo de sustitucion un modelo
de difusion discreta donde los estados fueron los paises usando una cadena de Markov
continua tipo estandar. Para inferir la red social que indicd las rutas de propagacion del virus
se usO el método de seleccidn de variables por busqueda estocéastica Bayesiana, del inglés,

Bayesian Stochastic Search Variable Selection, BSSVS). Los resultados del analisis

filogeografico se visualizaron con el programa bayesiano SpreadD3, del inglés Spatial
Phylogenetic Reconstruction of EvolutionAry Dynamics (200). Se realizd la prueba del

Factor de Bayes (FB) para obtener los datos estadisticos que explicaran adecuadamente los
procesos filogeografico y se tomaron como significativos aquellos valores mayores que tres
(BF > 3).

A partir de las rutas de transmision con BF> 3 se realiz6 ademas un estudio de redes de

transmision mediante el algoritmo Walktrap descrito por Pons y Lapaty (201).
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I11.3 Caracterizacion molecular de las secuencias cubanas del CV-A24v mediante la
determinacion de los cambios aminoacidicos respecto a la cepa prototipo
EH24 70 _Singapur 1970 en las regiones genémicas parciales 3C y VP1.

Los cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas respecto a la cepa prototipo
EH24 70 Singapur 1970 en las dos regiones del genoma estudiadas se determinaron
mediante el uso del programa MEGAG6 (189).

En una primera aproximacion en la busqueda de la relevancia estructural y funcional de las
posiciones mutadas en la region gendmica 3C, se realizo un analisis en el sitio de internet
Prosite utilizando como base la estructura de la proteasa 3C del CV-A16 disponible (202).
Teniendo en cuenta la disponibilidad de la estructura cristalina del CV-A24v determinada
por Zocher y colaboradores, se visualizaron esquematicamente los cambios aminoacidicos

encontrados en los 234 pb en la proteina VP1 mediante el programa DeepView 4.10 (203).

I11.4 Analisis molecular de las cepas del CV-A24v cubanas obtenidas a partir de

muestras clinicas de heces

El objetivo fundamental de esta tarea fue analizar a nivel molecular las cepas del CV-A24v
cubanas que se obtuvieron a partir de heces de pacientes con sospecha clinica de conjuntivitis
hemorragica aguda de los periodos epidémicos 1997, 2003, 2008-2009 ya que en estos fue
donde se obtuvieron las muestras de heces. De esta forma, se completaron los analisis con
procedimientos de diagndsticos clasicos realizados previamente con los estudios moleculares

realizados en la presente investigacion.
111.4.1 Muestras

Dentro de los 175 aislamientos seleccionados para la secuenciacion nucleotidica, 34 se
correspondieron con aislamientos obtenidos a partir de muestras clinicas de heces. Los
mismos se distribuyeron en los periodos epidémicos de la siguiente manera: 16 aislamientos
del afio 1997 obtenidos de siete pacientes; 16 del afio 2003 logrados de 16 pacientes y dos
del periodo 2008-2009, cada uno correspondiente a un paciente diferente en cada afio.

111.4.2 Anélisis moleculares

Los aislamientos a partir de las muestras clinicas de heces formaron parte de la muestra objeto

de estudio segun lo descrito en los acapites del I11.2.1 al 111.2.4.4. Es decir, que no hubo
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distincion en cuanto al tipo de muestra de la cual procedio la cepa viral para la realizacion

de los analisis.

Ademas, mediante el programa Bioedit v7.0.5.3 (188) se determinaron los porcentajes de
identidad nucleotidica entre las secuencias obtenidas a partir de heces y las obtenidas a partir
de los exudados, de diferentes pacientes y de un mismo paciente, en cada uno de los tres

periodos epidémicos analizados.
I11.5 Consideraciones éticas de la investigacion

La presente investigacion se desarrollé de acuerdo a las normas establecidas en la
Declaracion de Helsinki (Asociacion Médica Mundial, 2013) (204).

El protocolo de la tesis se analizé por la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia
y por el Comité de Etica Institucional del IPK (CEI-IPK 06-17).

La presente investigacion utilizd aislamientos virales conservados en congelacion y
obtenidos de muestras clinicas para diagnéstico tomadas de pacientes (nifios y adultos)
cubanos con cuadros clinicos de conjuntivitis hemorragica aguda que se enviaron al
laboratorio de Referencia de Enterovirus del IPK. Por lo tanto, el estudio no ofreci6 ningun
riesgo ni dafio ético para dichos individuos. En ningun momento se devel6 ningin dato

identitario de los pacientes de los que procedian las muestras.

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y la manipulacion de
las muestras se realiz6 segun los niveles de riesgo establecidos por la Comision Nacional de
Seguridad Bioldgica en la Resolucién 38/200.

Una vez culminada la investigacion los resultados se informaran a todo el personal
involucrado en la misma mediante actividades cientificas, asi como a las instancias
pertinentes del Sistema de Salud y el MINSAP. Los resultados seran Utiles para el manejo de
las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda y se notificaran al MINSAP para su
utilizacion por el programa de Control Sanitario Internacional. Los resultados se publicaran

en revistas de impacto.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Identificacion de las variantes genéticas del CV-A24v que circularon durante los
periodos epidémicos cubanos de Conjuntivitis Hemorrégica Aguda, 1986-2009.

1VV.1.1 Secuenciacion nucleotidica

El nimero de secuencias obtenidas y seleccionadas para los anélisis de cada region del
genoma viral (3C y VP1) se muestran en la tabla 6. Las secuencias seleccionadas resultaron
de eliminar las secuencias repetidas o idénticas segun la metodologia descrita en el acapite
I11.2.4.2. Los numeros de acceso al banco de genes GenBank de las secuencias cubanas

aparecen en el anexo 1.

Tabla 6. Nimero de secuencias cubanas obtenidas e incluidas en los analisis filogenéticos y

filodindmicos.
NUmero de , . , .
. . . NUmero de secuencias NUmero de secuencias
o aislamientos virales . . -
Afio seleccionados para obtenidas seleccionadas para los analisis
S P 3C VP1 3C VP1
secuenciar
1986 27 27 27 3 8
1987 8 6 5 1 1
1992 22 22 22 9 4
1993 15 15 13 7 2
1997 43 43 38 14 9
2003 39 39 39 12 10
2005 5 5 5 1 1
2008 6 6 NR 1 NR
2009 10 10 NR 6 NR
Total 175 172 149 54 35

NR: no realizado.
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El nimero de secuencias en la region VP1 fue menor respecto al de la region genémica 3C
fundamentalmente porque para el Gltimo periodo epidémico no fue posible la secuenciacion

de dicha region gendmica.

Numerosos autores describen la secuenciacion de las regiones 3C y VP1 para los analisis
filogenéticos del CV-A24v (6, 24, 63). Se demuestra asi, la factibilidad del disefio de los
cebadores correspondientes a cada region del genoma y la eficiencia de todos los métodos

desarrollados.

IV.1.2 Identidad de las secuencias cubanas del CV-A24v respecto a la cepa prototipo
EH24 70 Singapur 1970

Los miembros de un serotipo enteroviral deben presentar mas de un 75 % de identidad
nucleotidica y mas de un 88 % de identidad aminoacidica, respecto a una cepa prototipo,
fundamentalmente para la region genémica VP1 (71, 205). En los primeros estudios
filogenéticos del CV-A24v, varios autores emplearon la regidn 3C siguiendo este criterio de
identidad nucleotidica y aminoacidica (25, 88, 206, 207). Afios mas tarde se introdujo la
identificacion mediante la secuenciacién parcial o completa de la proteina estructural VP1
(7, 208-210).

Las secuencias cubanas de cada periodo mostraron porcentajes de identidad nucleotidica
mayores del 83 % y de identidad aminoacidica mayores del 93 % respecto a la cepa prototipo
EH24 70, en las dos regiones gendmicas secuenciadas (Tabla 7). Estos hallazgos evidencian
la correspondencia entre la identificacion de esta variante a partir de la secuenciacion parcial
de ambas regiones del genoma viral con las identificaciones previas realizadas en Cuba por
Mas, Comellas, Avalos y colaboradores. Estos autores identificaron mediante la
neutralizacion con antisueros especificos 0 RCP especificas al CV-A24v como el agente

etioldgico de los periodos epidémicos cubanos hasta el afio 2005 (35, 36, 187).

Los porcentajes de identidad del CV-A24v respecto a la cepa prototipo EH24_70_Singapur
1970 se informaron en los diversos periodos epidémicos previos. Ishiko y colaboradores
determinaron como maximo un 88 % de identidad entre las secuencias de Singapur,
Tailandia, Japon, Taiwan, China y Ghana, en la region 3C, en los periodos epidémicos
ocurridos entre los afios 1970-1989 (88). Sin embargo, para el presente estudio, no se

encontraron referencias acerca de las secuencias de las variantes del CV-A24v que circularon
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en la década de los afios 90, y si de las epidemias ocurridas a partir del afio 2000 (6, 211,
212).

Tabla 7. Identidad nucleotidica y aminoacidica entre las secuencias cubanas del CV-A24v y
la cepa prototipo EH24 70 _Singapur 1970 para la region 3C y VP1.

Period 3C EH24_70_Singapur 1970 VP1 EH24_70_Singapur 1970
eriodos

Epidémicos % identidad % identidad % identidad % identidad aa

nucleotidica aa nucleotidica

Cuba 1986-1987 89,1-89,3 98,2-98,8 88,0-88,4 97,4
Cuba 1992-1993 88,1-89,1 97,6-98,2 85,4-87,1 96,1-98,7
Cuba 1997 85,9-86,7 95,8-97,0 85,4-86,7 96,1-97,4
Cuba 2003/2005 86,1-86,9 95,8-96,4 83,7-85,4 93,5-94,8
Cuba 2008-2009 85,7-86,1 96,4-97,0 ND ND

ND: no determinado.

Cabrerizo y colaboradores determinaron un porcentaje de identidad nucleotidica de 86,3 a
87,8, entre las secuencias espafiolas y la cepa prototipo, para la region VP1, durante la
epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda del afio 2004 (211). Yeo y colaboradores
informaron un 85,8 % de identidad nucleotidica y un 95,4 % aminoacidica, para la region
VP1, y un 86,5 % de identidad nucleotidica y un 96,2 % aminoacidica para la region 3C,
entre las cepas de Singapur y la cepa prototipo, en una epidemia de conjuntivitis hemorragica
aguda del afio 2005 (212). Por otra parte, Chu y colaboradores determinaron porcentaje de
identidad entre el 81,5 y 88,3 en la region VP1, y 83,2 y 89 en la regién 3C, entre las
secuencias de Taiwan y la cepa prototipo, en los periodos epidémicos ocurridos entre los
afios 1985-2007 (en VVP1) y los ocurridos en el periodo 2000-2006 (en 3C) (6).

Por todo lo anterior expuesto es de notar que los porcentajes de identidad de las secuencias
cubanas fueron similares a los descritos por otros autores durante cada uno de los periodos

epidémicos estudiados.

IV.1.3 Conjuntos de alineamientos de secuencias nucleotidicas para los analisis

filogenéticos y filodinamicos de las regiones gendmicas parciales 3C y VP1 del CV-A24v

Para el analisis preliminar de la region gendmica 3C mediante el método de distancia NJ, se
seleccionaron 59 secuencias de 13 paises, y 44 secuencias cubanas (tomadas al azar) de los

cinco periodos epidémicos estudiados (Anexo 2).
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Los andlisis filogenéticos con y sin grupos externos (CV-A24 cepa EF026081 Joseph de
Sudéfrica y Poliovirus tipo 2: FJ517648 Bielorrusia 2007) mostraron topologias semejantes,
por lo que en los nuevos analisis no se incluyeron los grupos externos. Teniendo en cuenta
los resultados de esta inferencia filogenética se confeccionaron nuevos conjuntos de
alineamientos de secuencias nucleotidicas para los analisis de la regién genomica 3C y VP1

por los métodos Bayesianos.

Una vez eliminadas las secuencias nucleotidicas idénticas de un mismo pais y afio o periodo
epidémico, los nuevos conjuntos quedaron constituidos por 54 secuencias cubanas y 83
secuencias de 17 paises para la regién 3C, y 35 secuencias cubanas y 95 secuencias de 19

paises para la region VP1.

El nimero de secuencias cubanas Unicas por afios epidémicos que fueron las incluidas en los
nuevos conjuntos de alineamientos y para cada region del genoma en estudio se muestran en
la tabla 6. Estos resultados demuestran que practicamente durante un afio epidémico circula
la misma variante genética del CV-A24v apenas sin cambios nucleotidicos. Este
comportamiento fue descrito por otros autores en diferentes periodos epidémicos como los
ocurridos en Taiwan en los afios 1985-1986, 1988-1989, 2002-2003 (24, 206, 213), en Brasil
2004, 2009 (56, 214), China 2010 (63).

Las secuencias de otros paises se seleccionaron de forma tal que se correspondieran con los
cinco periodos epidémicos cubanos estudiados, asi como, las principales regiones
geograficas donde se han documentado epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda: Asia,
Africa, Europa y la region de las Américas. A diferencia de la region 3C, el nimero de
secuencias de la regiéon VP1 para cada periodo epidémico y de las zonas geograficas
referidas, es limitado, fundamentalmente para los primeros periodos epidémicos donde esta
region gendémica no era cominmente utilizada en estudios filogenéticos (211, 214). En
consecuencia, no fue posible incluir las mismas cepas foraneas del CV-A24v para el analisis
de las dos regiones genomicas, y en la region VP1, la mayor representatividad tanto
geografica como temporal, se logro con el analisis de 234 pb del extremo 3', tal como refieren
otros investigadores (6, 9, 211, 215).
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IV.1.4 Eventos de recombinacion en los alineamientos del CV-A24v y entre los
alineamientos del CV-A24v con el resto de los serotipos de la especie C de los

enterovirus

No se detectaron eventos de recombinacion entre las secuencias nucleotidicas de cada
conjunto de alineamientos en la region genémica 3C y VP1. De forma similar ocurrié con el
analisis de dichos alineamientos y las secuencias nucleotidicas del resto de los serotipos
enterovirales que integran la especie C. Por lo tanto, los analisis desarrollados en ambas
regiones gendémicas con estos conjuntos de secuencias, no estuvieron sesgados por la
existencia de cepas recombinantes del CV-A24v o con otro serotipo dentro de la especie C,

al menos, en las secuencias seleccionadas.

Se plantea que la recombinacion entre los enterovirus es frecuente y ocurre principalmente
entre los miembros de una misma especie, aunque los patrones pueden diferir entre los
serotipos que la integran (29, 216, 217). Los eventos recombinantes suelen ocurrir en la
region codificadora de las proteinas no estructurales, pero se pueden encontrar en las
proteinas de la capside VP1 y VP2 de los poliovirus (218, 219). Smura y colaboradores
observaron una barrera de recombinacion estricta entre el CVA-24v y otras serotipos de la
especie C en el analisis del genoma completo. En dicho estudio, las cepas del CVA-24v se
agruparon en todas las regiones codificantes del genoma, lo que sugiere que no ocurrio
recombinacion entre las cepas del CVA-24v vy los otros serotipos de la especie C de los
enterovirus desde la aparicion del linaje CVA-24v en el afio 1970 (29). Yen y colaboradores
tampoco detectaron eventos de recombinacion en las regiones del genoma VP1 y 3D en un

estudio realizado en el afio 2016 (22).

IV.1.5 Inferencias filogenéticas de los periodos epidémicos cubanos de Conjuntivitis
Hemorréagica Aguda, 1986-2009

Una vez conformados los conjuntos de alineamientos de cada region gendémica, se realizé
una primera genotipificacion de las secuencias cubanas en base a los porcentajes de identidad
entre estas y el resto de las secuencias que conformaron el alineamiento. Las figuras 5y 6
muestran los mapas de calor, del inglés heatmap. Estos mapas son una representacion gréafica
de la identidad entre todas las secuencias seleccionadas, definiéndose el genotipo
correspondiente segin Chu y colaboradores (6).
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Figura 5. Mapa de calor a partir de la matriz de identidad nucleotidica de las secuencias del
CV-A24v para la region gendmica 3C. En la parte superior en colores y a la derecha y en la
parte inferior se indican los genotipos GI-GIV segin Chu y colaboradores (6).*Secuencias
de Cuba (1997) y de EUA (1998). Enmarcadas en rectangulos rojos se indican las secuencias
cubanas de los cinco periodos epidémicos estudiados.

59



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Genotipo | _ Genotipo IV

) e P B

- 1 Gl

Cuba 1992-93

el
1-{Cuba 1986-87

rGIV

Cuba 1997

Cuba 2003/05

Gl len |° GIV
Cuba 1992-93 Cuba 1986-87 Cuba 1997 Cuba 2003/05

Figura 6. Mapa de calor a partir de la matriz de identidad nucleotidica de las secuencias del
CV-A24v para la region genémica VP1. En la parte superior en colores, a la derecha y en la
parte inferior se indican los genotipos GI, GlIl y GIV segun Chu y colaboradores (6).*:
Secuencia de Francia (1998), **: Secuencias de Cuba (1997), secuencias de Filipinas (1996),
secuencia de EUA (1998) y secuencia de Republica Dominicana (1993). Enmarcadas en
rectangulos rojos se indican las secuencias cubanas.
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Los colores desde el amarillo hasta el rojo se corresponden con el aumento de los porcentajes
de identidad entre las secuencias que conforman los alineamientos. En el diagrama de ambas
regiones gendmicas se muestra que en cada genotipo existe un alto grado de identidad
promedio dentro del genotipo (GI-GIV), la cual va disminuyendo en la medida que se

compara con los diferentes agrupamientos representativos de los genotipos diferentes.

En el GlII las secuencias de inicios de la década de los afios 90 mantienen altos valores de
identidad, donde se incluyen el primer y el segundo periodo epidémico cubano (1986-1987
y 1992-1993). Sin embargo, las secuencias de finales de esta década, donde se incluyen las
cubanas del afio 1997, se agrupan con un grado de identidad media, de caracter moderado,
con las secuencias tempranas (afios 2002-2004) del genotipo V. Lo mismo ocurre con la
secuencia de Republica Dominicana del afio 1993, las secuencias de Filipinas del afio 1996,
la secuencia de los EUA del afio 1998 y la secuencia francesa del afio 1998, para la regién
VP1. Este comportamiento sugiere que estas secuencias se corresponden mas al genotipo
GIV que al GlllI, de forma que, posiblemente, el GIV comenzd su circulacion a finales de los
90, y a partir del afio 2000 alcanz6 todo su potencial epidémico. Las secuencias cubanas de
los Gltimos periodos epidémicos (2003/2005, 2008-2009) se ubicaron dentro del GIV con

altos grados de identidad.

Se obtuvieron los modelos de sustitucion nucleotidica TrN+I1+G para la region genémica 3C
y TrNef+G para la region VP1 mediante el programa JModeltest. Como el programa BEAST
no dispone de ambos modelos de sustitucion nucleotidica se utiliz el modelo equivalente
GTR+i+g+f.

En las figuras 7 y 8 se muestran los arboles filogenéticos resultantes del andlisis en el

programa BEAST para las regiones 3C y VPL1 respectivamente.

Periodo epidémico 1986-1987

En el analisis de la region genémica 3C (Figura 7) las secuencias cubanas de los afios 1986
y 1987 se agruparon con secuencias de Jamaica y Brasil del afio 1987 y este grupo compartio
un ancestro comun con las secuencias de Ghana del afio 1987. En el analisis de la region
genomica VP1 (Figura 8), las secuencias cubanas fueron homologas igualmente con las

secuencias de Brasil y Jamaica del afio 1987.
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Figura 7. Analisis filogenético de la region 3C (507 pb) de 54 secuencias de las epidemias
cubanas de conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009) y 82 secuencias de 17 paises. Las
barras azules en los nodos indican el 95 % HPD de los TMRCA. Los valores numéricos en
los nodos indican la probabilidad posterior de la inferencia Bayesiana mayores de 0.700 (70.0
%). La longitud de las ramas indican el tiempo de evolucion y la barra de la escala indica el
tiempo calendario. A la derecha se indican los genotipos para la region 3C (GI- GIV) segun
este estudio. Las secuencias se identificaron por su numero de acceso al banco de genes
GenBank, nombre, pais y afio de la cepa correspondiente. Resaltados en colores los periodos
epidémicos cubanos estudiados.
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Figura 8. Andlisis filogenético de la region VP1 (234 pb) de 35 secuencias de las epidemias
cubanas de conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009) y 96 secuencias de 19 paises. Las
barras azules en los nodos indican el 95 % HPD de los TMRCA. Los valores numéricos en
los nodos indican la probabilidad posterior de la inferencia Bayesiana mayores de 0.700. La
longitud de las ramas indican el tiempo de evolucion y la barra de la escala indica el tiempo
calendario. A la derecha se indican los genotipos para la region VP1 (Gl, GllI, GIV) segun
este estudio. Las secuencias se identificaron por su numero de acceso al banco de genes
GenBank, nombre, pais y afio de la cepa correspondiente. Resaltados en colores los periodos
epidémicos cubanos estudiados.
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Las secuencias de Ghana no existen de ese periodo epidémico para la regién genomica VP1
en el banco de genes GenBank. Las secuencias cubanas se correspondieron con el Glll en las
dos regiones del genoma viral estudiadas.

Otros autores como Shukla y colaboradores encontraron relacion de ancestralidad entre las
secuencias de Brasil, Ghana y Jamaica. Chansaenroj y colaboradores, obtuvieron relacion de
ancestralidad entre las secuencias cubanas y las de Ghana, y Wu y colaboradores entre las

secuencias cubanas y las de Brasil (10, 63).

Hasta 1986, el CV-A24v circul6 solamente en el sudeste asiatico y la India. A partir de ese
afio, una nueva oleada epidémica se informé desde Taiwan, Japon, América Samoa, Africa
y las Ameéricas (220-222).

La primera informacion de infeccion de CV-A24v en Africa se obtuvo desde Tidnez en
noviembre de 1981(223). Al sur del Sahara, el CV-A24v fue el responsable de una epidemia
en Congo-Kinshasa en 1986, que se piensa se origind en Angola (48). Brandful y
colaboradores informaron acerca de una epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda en
Accra, Ghana, de mayo a noviembre de 1987, donde los estudios filogenéticos determinaron
que el CVA24v se introdujo en el pais o en areas aledafias posiblemente dos afios 0 mas con

antelacion, es decir en la primera mitad del afio 1985 (224).

En el Caribe, numerosas islas informaron epidemias en el afio 1986: Trinidad, Jamaica, y St.
Croix, donde se identifico por primera vez en el hemisferio occidental al CV-A24v (222).
Posteriormente, en Brasil se documentd la introduccion de esta variante antigénica en la
ciudad de Belém y en México en 1987 (225, 226).

Los resultados obtenidos se correspondieron con las descripciones epidemiolégicas de la
época en Cuba, que informaron que el CV-A24v se introdujo a través de los estudiantes de
Ghana que arribaron a la Isla de la Juventud en el verano de 1986. En el mes de septiembre
se notificd el comienzo de la epidemia que afectd a 596 445 personas en toda la isla. En el

afno 1987 se comunicaron 10 714 casos y en el afio 1988, 69 casos aislados (14, 36, 187).

Periodo epidémico 1992-1993

Para el analisis de ambas regiones gendmicas de este periodo no se encontraron muchas

secuencias de diferentes paises en el banco de genes GenBank.
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En la region 3C, las secuencias cubanas se agruparon en una rama independiente mostrando
homologia con una secuencia de la Republica Dominicana de 1993 (EF015039). En el
analisis de la region VP1, las secuencias cubanas formaron una rama totalmente
independiente. Como en el periodo epidémico anterior las secuencias cubanas se

correspondieron con el Gl en las dos regiones del genoma viral estudiadas (Figuras 7 y 8).

A pesar de no disponer de un namero significativo de secuencias de otros paises con las que
se pudiera definir otras relaciones de ancestralidad de las secuencias cubanas, si se evidencia
en ambas filogenias que este periodo fue causado por una nueva variante independiente a la

del periodo cubano epidémico anterior.

En los analisis filogenéticos la seleccidn de las secuencias es la premisa fundamental para los
resultados finales. Al desarrollo de la presente son pocos los autores que incluyen las
secuencias cubanas en sus analisis, la mayoria incluyen la secuencia dominicana del afio 1993
(EF015039) para representar este periodo epidémico, y variados son los resultados en

dependencia del resto de las secuencias incluidas (25, 27).

Como consecuencia de este precepto los resultados de este estudio no coincidieron
fehacientemente con lo reportado por otros autores. Por ejemplo, en los estudios realizados
por Chansaenroj y Wu y colaboradores, las secuencias cubanas de este periodo en el analisis
de la region 3C, mostraron un ancestro comun con la secuencia dominicana del afio 1993, y
esta rama con secuencias del sudeste asiatico que circularon entre los afios 1988-1989 (10,
63). En el analisis la region VP1, Chansaenroj y colaboradores, encontraron homologia entre
la rama de las secuencias cubanas de los afios 1992-1993 con la rama de las secuencias

brasilefias y cubanas que circularon entre los afios 1986-1987 (10).

La década de los 90 se considerd epidemiol6gicamente un periodo “silente” posiblemente
por la poca documentacion de las epidemias de conjuntivitis hemorréagica aguda causadas por
el CV-A24v. Sin embargo, algunos investigadores como Lin y colaboradores en Asia,
describieron epidemias en Taiwan, en los afios 1990-1991 y en 1994 (51). Otros brotes se
informaron desde Tailandia (1992), Japdn (1993), India (1994) y Nigeria (1992) (50-52,
227).
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En Cuba, entre octubre y diciembre de 1992 ocurrié una epidemia limitada al occidente y
centro del pais que afectd a 3 363 personas. En el primer trimestre del afio 1993, se observo
un comportamiento endémico que alcanzé las provincias orientales y en septiembre ocurrié
un nuevo pico epidémico. Al finalizar este afio se notificaron 87 521 pacientes y se
caracterizo por una permanente circulacion del CV-A24v en todo el pais con una morbilidad
menor a las ocurridas en los afios previos (14). En el afio 1994 se mantuvo el comportamiento
endémico con una cola residual con 975 casos. Mediante técnicas serolégicas se demostro la
circulacion del CV-A24v.

Periodo epidémico 1997

Para el andlisis filogenético de ambas regiones del genoma viral del afio 1997 o préximos a
esta fecha se encontraron pocas secuencias de otros paises, de forma similar que en el periodo

epidémico anterior.

En el andlisis de la regidn 3C, las secuencias cubanas se agruparon en una rama mostrando
homologia con la secuencia de los EUA del 1998 (EF015040 USA 1998). El andlisis de la
region VP1 mostré el mismo resultado, pero con la incorporacién a dicha rama de la
secuencia de Republica Dominicana del afio 1993 (EF015039) (Figuras 7 y 8).

En la filogenia de las dos regiones gendémicas se observé que una nueva variante
independiente a la del periodo cubano epidémico anterior, causé esta epidemia y que
posiblemente evoluciond de variantes que circularon en el sudeste asiatico en el periodo
1988-1994. Se mostraron relaciones de ancestralidad cercanas entre las secuencias cubanas
del afio 1997 y las secuencias de la primera oleada epidémica del GIV. Estos resultados
fortalecen los hallazgos del analisis del mapa de calor discutido anteriormente, y fortalece la

decision de clasificar las secuencias cubanas de este periodo epidémico dentro del GIV.

Chansaenroj y colaboradores, encontraron homologia entre las secuencias de Cuba, EUA
(EF015040) y Republica Dominicana (EF015039) (10) lo que coincide con nuestros
resultados. De igual forma Laxmivandana, De y Yen y colaboradores, aunque no incluyeron
las secuencias cubanas, también encontraron la relacion de ancestralidad entre la secuencia

dominicana y la norteamericana utilizadas en este estudio (22, 27, 105).
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Se conoce que numerosos paises como Puerto Rico, Antigua/Barbuda, Bahamas, Islas
Virgenes Britanicas, St Croix, Islas Virgenes Americanas, Trinidad y Tobago,
Christopher/Nevis, Surinam y México experimentaron una fuerte oleada epidémica en 1997
y 1998 (49, 53). En China e India, también se documentaron epidemias en el afio 1997 y de
Francia existe solo una secuencia en el banco de genes GenBank de un paciente con

conjuntivitis hemorrégica aguda del afio 1998 (54, 55).

En Cuba no se determiné el origen epidemioldgico de esta epidemia que comenzo en La
Habana a finales del mes de mayo, y se extendid por todo el pais hasta el mes de diciembre,
con 137 136 pacientes informados (14). En los afios 1998 y 1999, se recibieron para
diagndstico etioldgico de conjuntivitis hemorragica aguda las muestras clinicas de 138 y 102
pacientes respectivamente, y se detectaron anticuerpos neutralizantes al CV-A24v, al EV70
y a los Adenovirus. De estos afios no se encontraron cepas virales conservadas que pudieran

incluirse en el presente estudio.

Periodo epidémico 2003

En los anélisis filogenéticos de la regién gendmica 3C algunas secuencias cubanas,
incluyendo una del afio 2005, mostraron homologia con las secuencias de Guadalupe y este
conjunto con una secuencia de China del afio 2002. Las secuencias restantes se agruparon en
otra rama que compartid un ancestro comdn con las secuencias de Brasil del periodo
epidémico 2003-2005 y secuencias de la India del afio 2003 (Figura 7). En la region genémica
VP1, las secuencias cubanas se dividieron en dos grupos. Uno de ellos mostr6 homologia
con las secuencias de Guadalupe y el otro con las secuencias de Guyana Francesa del afio

2003, y a su vez, ambas ramas compartieron un ancestro comun (Figura 8).

Del anélisis de ambas regiones, se infiriere que las variantes genéticas del CV-A24v que
circularon en Cuba compartieron un ancestro comun con las cepas que circularon en la region

de las Américas y en Asia y se incluyeron dentro del genotipo GIV.

Estos resultados fueron similares a los de Chansaenroj y colaboradores, que incluyeron
secuencias cubanas de este periodo (10). Otros estudios describieron la relacion de las cepas
del CV-A24v causantes de epidemias en los continentes europeo (Espafia) y africano (Tunez,
Marruecos, Argelia y la Republica Popular del Congo) con las cepas asiaticas, incluso en ese

67



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

ultimo continente fue notable la propagacion viral en numerosos paises (Filipinas, Malasia,
Taiwan, Corea del Sur, China, India, Pakistan) (102, 211, 213, 228, 229). En las Américas,
el CV-A24v se introdujo desde Asia por América del Sur, en Brasil especificamente, y se
disemind hacia el Caribe: Guyana Francesa, Guadalupe, las Antillas y Puerto Rico, segun el

analisis realizado por otros investigadores (6, 7, 49, 230).

En Cuba, los primeros casos se reportaron en La Habana, en el mes de julio del afio 2003.
Posteriormente, la enfermedad se disemino hacia el resto de las provincias del pais, con 171
910 casos informados hasta finales del mes de diciembre (13). Durante este periodo el pais
mantuvo amplias relaciones de intercambio de viajeros con paises de la region de las
Américas que reportaron brotes, fundamentalmente Brasil, Nicaragua, Venezuela y algunas
islas del Caribe (13). En los afios subsiguientes no se informaron grandes brotes en el pais y
en el Laboratorio Nacional de Referencia solo se recibieron muestras aisladas de 22 casos
del afio 2004 y 40 en el afio 2005.

Periodo epidémico 2008-2009

En el andlisis de la region 3C las secuencias cubanas compartieron un ancestro comun con
las secuencias de la India, documentadas de una epidemia ocurrida en el afio 2007. También
mostraron homologia con esta rama, un grupo de secuencias brasilefias del afio 2009 con
otras secuencias de la India (2007) (Figura 7). Todas las secuencias cubanas se clasificaron
dentro del GIV.

Los resultados de ancestralidad de esta etapa epidémica cubana fueron similares los descritos
por Ayoub, Wu, Chansaenroj y sus colaboradores. Estos autores encontraron un ancestro
comun entre las secuencias cubanas y brasilefias (2008-2009), con las de la India (2007) en
la region gendmica 3C, y entre las secuencias brasilefias y las indias en la region genémica
VP1 (10, 58, 63). Shukla y colaboradores encontraron la relacién de ancestralidad de las
secuencias indias con las secuencias cubanas y brasilefias (2008-2009), en la region genémica
3C, en la epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda del afio 2010. Este conjunto de
variantes genéticas, a su vez, mostr6 homologia con secuencias que circularon en la India,
China y Taiwan entre los afios 2006 y 2008 (231). Tavares y colaboradores describieron una

epidemia de conjuntivitis hemorréagica aguda causada por el CV-A24v en el noreste de Brasil
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en el afio 2009 y las secuencias se relacionaron directamente con los aislamientos asiaticos

que circularon en Taiwén entre los afios 2006-2007 (214).

Hasta octubre del afio 2009 solo Cuba, Honduras y Venezuela habian notificado la
enfermedad en el continente americano, sin la identificacion del agente etioldgico y el posible
origen epidemiologico de los brotes (comunicacion personal en el marco del proyecto
Fortalecimiento de las capacidades de diagnostico de las enfermedades infecciosas IPK-
Instituto Rafael Rangel, 2008, OPS) (232).

En Cuba los primeros casos de conjuntivitis hemorragica aguda aparecieron a finales del mes
de septiembre del 2008, en la provincia de Pinar del Rio. La epidemia se expandi6 por el
territorio nacional y acumuld hasta el mes de diciembre 21 208 casos, cuando comenzé a
descender el numero de los mismos. En junio del 2009, un nuevo aumento de pacientes con
conjuntivitis hemorrégica aguda comenzd a detectarse, esta vez en la provincia de Las Tunas.
Hasta diciembre se extendié la epidemia, que abarcd de igual forma, todas las provincias del

pais con 50 930 casos informados.

Valoraciones generales de las inferencias filogenéticas de los periodos epidémicos cubanos

estudiados

Los estudios de las inferencias filogenéticas de la presente investigacion presentaron varias
limitaciones: i) la metodologia de secuenciacion por Sanger que impide detectar todas las
cuasiespecies circulantes, ii) el analisis parcial y no completo de las regiones genémicas; iii)
la seleccion de las secuencias nucleotidicas mas representativas de forma global, que es
determinante en los resultados de los analisis filogenéticos; iv) las limitaciones intrinsecas
de estos tipos de analisis y los programas que los realizan; y v) no contar con una informacién

epidemioldgica mas amplia de los periodos epidémicos cubanos.

No obstante, se pudo concluir que todos los brotes cubanos de conjuntivitis hemorragica
aguda en los periodos estudiados, fueron causados por variantes genéticas del CV-A24v
homologas a las que circularon en la region de las Américas en cada uno de ellos. En algunos
periodos epidémicos (1986-1987, 2003 y 2008-2009), se pudo evidenciar las relaciones de
ancestralidad con secuencias de otros continentes (Africa y Asia), lo que avala el alto

potencial epidémico de esta variante antigénica. Ademas, los analisis filogenéticos de las dos
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regiones parciales del genoma 3C y VP1 del CV-A24v, resultaron informativas para la
identificacion y la clasificacion de las variantes genéticas que circularon en cada periodo
epidémico.

Por otro lado, estos analisis junto con los de identidad permitieron sugerir un nuevo origen
temporal del GIV a partir de la segunda mitad de la década de los 90 y no a partir del afio
2000 como describio Chu y colaboradores (6). De esta forma, se actualizo la epidemiologia
molecular de esta variante antigénica fundamentalmente en un periodo considerado “silente”
y que a partir de estos analisis se percibe una circulacion viral que alcanza dimensiones
pandémicas tal cual los demas periodos descritos. En este sentido, otros autores obtuvieron
resultados semejantes sin hacer distincién del hecho (9, 10, 22, 25, 28, 105).

IV.1.6 Periodicidad de las epidemias cubanas de Conjuntivitis Hemorragica Aguda,
1986-2009

En Cuba, los periodos epidémicos de conjuntivitis hemorrégica aguda causados por el CV-
A24v en el periodo de 1986 a 2009 ocurrieron cada cinco o seis afios y en algunos casos
durante dos afios consecutivos. El aumento de los casos comenzd generalmente entre los
meses de mayo Y junio, con un pico hacia los meses de septiembre-octubre, disminuyendo
para los meses de noviembre y diciembre (Tabla 8). Generalmente la diseminacién de la
epidemia ocurri6 a partir de los casos aislados en poblacion abierta o a punto de partida de
brotes localizados en instituciones cerradas (13, 14).

Se conoce que el CV-A24v produce una respuesta inmune humoral débil o indetectable (93,
233, 234) y que el declive postepidémico de esta respuesta en individuos seropositivos se

asocia con la recurrencia de las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda (235, 236).

En concordancia con este hecho, los estudios cubanos serolégicos realizados en los primeros
periodos epidémicos mostraron que la inmunidad fue baja y de corta duraciéon (14). Por
ejemplo, Comellas y colaboradores encontraron un 37,9 % de seroconversion en 1986, y
Avalos y colaboradores un 40,4 % de seroconversion, con una media geométrica del titulo
de anticuerpos neutralizantes en el primer suero de 1:2,7 y 1:45,6 en el segundo suero en la
epidemia del afio 1997 (35, 36).
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Tabla 8. Frecuencia de las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda causadas por el
CV-A24v. Cuba 1986-2009.

Afos Tiempo entre periodos Duracion del brote
Epidémicos (Anos) (Meses)

1986 Verano (comenzé septiembre)

1987 ND

1992 6 octubre - diciembre

1993 junio - diciembre

1997 5 mayo - diciembre

2003 6 julio - diciembre

2008 septiembre - diciembre

2009 > Junio - diciembre

ND: No disponible la informacion del comienzo de la epidemia en este afio.

Por otro lado en diferentes paises se describid que las epidemias de conjuntivitis hemorragica
aguda fueron causadas por la misma variante genotipica viral durante dos afios consecutivos
en varios periodos epidémicos. Por ejemplo, en Taiwan en las epidemias de los afios 1985-
1986, 2000-2002 y 2006-2007, en Brasil en los afios 2003-2004 y en Pakistan en los afios
2004-2005 se observaron porcentajes de identidad altos o completos, entre las secuencias de
los aislamientos obtenidos en los dos afios epidémicos contiguos (6, 56, 229). Al respecto,
las cepas cubanas de afios epidémicos consecutivos mostraron un comportamiento similar
como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Identidad nucleotidica en la region 3C y VP1 entre las secuencias cubanas en los
periodos epidémicos de afios consecutivos.

Periodos Porcentaje de identidad entre las secuencias cubanas (%o)
Epidémicos 3C VP1
1986-1987 98,7-100 96,9-100
1992-1993 98,5-100 99,2-100
2003/2005 97,7-100 97,3-100
2008-2009 99,4-100 NR

NR: No realizado, no se secuencio la region VP1 de las cepas de este periodo epidémico

En las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda, la mayor cantidad de los casos ocurre
principalmente en el verano, donde las altas temperaturas y las lluvias favorecen la

transmision viral y disminuyen en los meses mas frios, pero no implica que el virus
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desaparece (10, 27, 64, 237). Probablemente, el virus circula a bajos niveles durante esta
época del afio con la ocurrencia de casos esporéadicos, los que pueden escaparse 0 ser

insignificantes al sistema de vigilancia, una vez observada la disminucién de los mismos.

El estado de portadores asintomaticos en el hombre, casos de conjuntivitis hemorrégica aguda
atipica o cuadros clinicos atipicos, pueden ser algunas de las condiciones que perpetian la
circulacion de esta variante antigénica (CV-A24v), sin que se demuestren evidencias clinicas
de conjuntivitis hemorragica aguda en los periodos inter epidémicos (50, 96, 238). En la
década de los afos 70 se describieron altos titulos de anticuerpos neutralizantes en nifios sin
signos clinicos de enfermedad (96, 239). Posteriormente numerosas investigaciones
encontraron al CV-A24v entre los serotipos NPEV aislados de la vigilancia de polio en los
casos de PFA en la India, Camerun, Filipinas y Blangadesh (102, 104-106); donde incluso
algunos autores relacionaron sus aislamientos con cepas causantes de epidemias conjuntivitis
hemorragica aguda (105, 106). Recientemente, B’Krong y colaboradores identificaron
también al CV-A24v en infantes con sintomas respiratorios en Taiwan (240).

Esta variante antigénica también se identifico en muestras de aguas de rios de areas urbanas
y rurales, colectadas de abril a diciembre del afio 2009, en Filipinas (241), y en muestras de
aguas residuales y afluentes secundarios, colectadas en Singapur de enero a junio del afio
2007, que se relacionaron con los aislamientos obtenidos en una epidemia de conjuntivitis
hemorragica aguda en el mismo pais, en el afio 2005 (212, 242). Pudiera agregarse a estos
resultados, el hecho de encontrar al CV-A24v en primates no humanos cautivos sanos en
Blangadesh, en las mismas zonas geograficas que se reportaron casos de PFA. Las secuencias
de los virus humanos y las de los primates, mostraron altos porcentajes de identidad
nucleotidica (97.8-100 %) (106).

Todos estos argumentos bibliograficos demuestran que otros reservorios, tanto humanos
como primates no humanos, pueden intervenir en el mantenimiento y transmision del CV-

A24v en los periodos inter epidémico, durante las epidemias o0 en afios posteriores.

72



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IVV.2 Caracterizacion filodinamica y molecular del CV-A24v
IV.2.1 Caracterizacion filodindmica del CV-A24v en base a las regiones genomicas
parciales 3Cy VP1

Los analisis filodindmicos se utilizan ampliamente en las investigaciones para determinar el
origen geografico y temporal, la historia evolutiva y los factores de riesgos ecologicos
asociados al crecimiento y la dispersion de diferentes virus como los virus influenza, el VIH,
el Zika, el Dengue y de bacterias como Staphylococcus aureus resistentes a la Meticilina (30,
33, 146, 243-245). En el genero Enterovirus se estudiaron varios serotipos a traves de este
enfoque como el EV-D71, EV-D68, CV-A4, CV-B2, CV-B1, CV-Al16, Echovirus 14,
poliovirus tipo 1 e incluso el CV-A24v (22, 30, 152, 246-248).

En las figuras 7 y 8 se muestran las topologias de los arboles filogenéticos obtenidos de las
regiones 3C y VP1 que mostraron caracteristicas similares a las descritas por varios autores,
incluso para otros serotipos enterovirales: i) origen monofilético del serotipo en cuestion; ii)
topologia poco equilibrada (similar a una escalera), iii) ramas internas largas (las ramas
comprendidas entre los nodos mas cercanos a la raiz) y ramas terminales cortas y poco
resueltas (22, 62, 152, 246, 249).

En ambas regiones genomicas se observo, que todas las cepas tuvieron un nico origen o un
ancestro comun a partir de las primeras secuencias obtenidas en el afio 1970, donde se
consideré como prototipo a la cepa EH24_70_Singapur 1970. Por otro lado, la estructura
poco equilibrada o no balanceada implica que ocurren cuellos de botella en la transmision
viral bajo la continua seleccion, dirigida por la inmunidad de rebafio, de forma que los linajes
virales prevalentes existentes se reemplazan secuencialmente por nuevos grupos emergentes.
Por ultimo, la relacion de la longitud de las ramas internas y externas, indica una poblacion
viral que permanece casi constante en tamafio y la pobre resolucidn significa que mas de una

topologia del arbol se ajusta al conjunto de los datos (22, 31, 247, 250).

Yen y colaboradores al realizar la caracterizacion filodinamica del tropismo ocular del CV-
A24v, encontraron una tendencia cronoldgica en el dendrograma de VP1, dada por la
aparicion de los brotes a medida que surgen nuevos grupos dominantes. Segun estos
investigadores, los brotes de CV-A24v resultaron de variantes que circularon durante 1-2

anos antes de reemplazarse por linajes emergentes (22).
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El analisis mediante Skyride Bayesiano para ambas regiones gendémicas, mostré resultados
similares (Figura 9) y concordé parcialmente con trabajos previos que describen las cuatro
etapas de la epidemiologia global del CV-A24v: década de los afios 70, de los afios 80, de
los afios 90 y después del afio 2000 (6, 22).

Dichas etapas se identificaron en el diagrama que se muestra en la figura 9. Para la region
3C se evidencio un pico antes del afio 1970 (Net=9,52), como avalan algunos estudios que
describen la posible circulacion del CV-A24v antes de las primeras epidemias (22, 88) y para
VP1 entre los afios 1972-1973 (Net=7,04). A continuacion, se observo un segundo pico de
la Net para la region 3C (6,70) y un aumento mas tenue para la region VP1 (2,95-2,99), entre
los afios 1984-1988. En la década de los afios 90, se observaron dos picos para la region 3C:
inicios (Net=6,53) y finales (Net=5,24), y para la region VP1 un ascenso, con un ligero pico
entre los afios 1997-1999 (Net=5,94-6,52). Entre los afios 2002-2003, se evidencié un
aumento de la Net, 6,01 y 8,1, para la regién 3C y VVP1 respectivamente, y en VP1 otro pico
(Net=8,46) entre los afios 2007 y 2008.

100

3c VP1

o

Nert (Mediana del tamafio de
poblacion efectiva en el tiempo)

1970 1980 1990 2000

Tiempo (Afios)

Figura 9. Gréafico del analisis Bayesiano Skyride para la region gendmica 3C (en azul) y
VP1 (en verde). El eje x representa la escala del tiempo (afios) y el eje y es la escala
logaritmica Net (donde Ne es la mediana tamafio de poblacion efectiva y t es el tiempo de
generacion). Las lineas solidas delgadas indica los estimados de la mediana de la Ne (3C en
azul y VP1 verde y negro) y el area sombreada indica el 95 % HPD (3C en azul vy
VP1transparente limitada por lineas verdes).
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A pesar de que se percibié un comportamiento similar en ambas regiones del genoma viral,
las diferencias encontradas en los valores de la Net para 3C y VP1 se deben, posiblemente,
al hecho de que evolucionan de forma independiente. La region estructural VP1 estd sometida
a una presion inmunoldgica, no asi la regién 3C no estructural. Por otro lado, la seleccién de
las secuencias es uno de los factores determinantes en estos analisis y a pesar de que se tratd
de representar de igual forma cada periodo epidémico, en algunas etapas no fue posible, como
el afio 1975 y la década de los afios 90, ya que no se encontraron suficientes secuencias en el
banco de genes GenBank (6, 7, 22). No obstante, el analisis de las dos regiones gendmicas
evidencié que el virus mantiene una poblacion efectiva estable en el tiempo, con
fluctuaciones (aumentos) que se corresponden con los periodos epidémicos o pandémicos

descritos en la epidemiologia del CV-A24v.

Otro aspecto estudiado dentro de la filodindmica es la tasa de sustitucién o tasa de evolucién
molecular, que no es mas que la tasa a la cual los diferentes individuos acumulan diferencias
genéticas entre ellos, dentro de una poblacion en el tiempo, como resultado de un régimen
selectivo que actla sobre esa poblacion (132). La tasa de sustitucion puede variar en
correspondencia con el niumero de secuencias, el area geografica y el tiempo de ocurrencia
de las epidemias respectivas (6). Por consiguiente, en los estudios del CV-A24v se han
informado diferentes valores, por ejemplo, 1,0x107 nt/afio, 3x107 nt/afio, 4,1x10 nt/afio,
6,67x10* nt/afio para la region 3C (6, 51, 212, 251) y 1,83x107 nt/afio y 2,17x10° nt/afio,
7,40x10° sustituciones/sitio/afio para la region VP1 (6, 22).

En correspondencia con esta informacion, se obtuvo una tasa de sustitucion de 4,39x10%3
sustituciones/sitio/afio (3,48x107% -5,36x102, 95 % HPD) para la region 3C y 5,80x10°
sustituciones/sitio /afio (4,37 x102 -7,32 x10°, 95 % HPD) para la region VP1.

En otras investigaciones se describid que la tasa de sustitucion nucleotidica del CV-A24v es
ligeramente mas baja que lo informado para el resto de los enterovirus y oscila entre 4,2 y
8,66x107 para la region completa de VP1y 4,8 y 12x107 para la region parcial de VP1 (249,
252, 253). De forma general, la tasa evolutiva para los virus ARN oscila entre los ordenes de
103-107°, y especificamente para los EV, es alrededor de 103 (254, 255).

En la tabla 10 se muestran los tiempos del ancestro comun maés cercano (TMRCA) estimado
(95 % HPD) para los cuatro genotipos del CV-A24v descritos por Chu, en las dos regiones
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analizadas (6). Para las dos regiones genomicas analizadas se obtuvieron valores de tiempos
cercanos para cada genotipo, excepto para el Gl (VP1), porque como se menciond no existen
secuencias en el banco de genes GenBank.

Tabla 10. TMRCA estimado para los cuatro genotipos del CV-A24v para las regiones
genomicas 3C y VP1 definidos por Chu y colaboradores (6).

TMRCA estimado (95 % HPD)

Genotipos 3C VP1
Gl 1964,8 (1959,5- 1965,9) 1968,1 (1967,5-1970)
Gll 1972 (1968,8-1973,3) ND
Glli 1981,6 (1978-1981,7) 1980 (1976,4-1981,7)
GlV 1995 (1993-1995,9) 1996 (1995,1-1997,8)

ND: No disponible las secuencias de la region VP1.

Nidaira y colaboradores determinaron, para el Gl el afio 1966 (1962-1970), y para el GIV el
afio 1996 (1994-1997) en la region VP1 y para Gl el afio 1964 (1958-1970) y para el GIV el
afio 1995 (1993-1997) en la region 3C (25). Yen y colaboradores en base a la regién
gendémica VP1 encontraron un TMRCA (95 % HPD) para el GI, Glll y GIV los afios 1969
(1966-1970), 1984,8 (1984,5-1985,0) y 1999,5 (1998,0-2000,0) respectivamente (22). Por
otra parte se observé que los resultados del TMRCA para el GIV apoyan los hallazgos de los
analisis de identidad y filogenéticos referentes al origen de este genotipo a partir de la Gltima

oleada epidémica de la década de los afios 90.

En la tabla 11 se muestra el TMRCA para las regiones 3C y VP1 en cada periodo epidémico
cubano estudiado. En concordancia con otros estudios (24, 25, 88), los resultados indican que
para cada periodo epidémico el CV-A24v pudo estar circulando de uno a dos afios previos, a
que ocurrieran los picos epidémicos. Estos resultados apoyan las observaciones
epidemioldgicas y del laboratorio donde en algunos de estos periodos epidémicos cubanos
previos a los afios epidémicos se reportaron y diagnosticaron casos con conjuntivitis
hemorragica aguda y pueden tenerse en cuenta para futuros eventos epidémicos de esta

variante antigénica, lo cual tributaria en una alerta oportuna al sistema nacional de salud.
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Tabla 11. TMRCA estimado para los periodos epidémicos cubanos de conjuntivitis
hemorragica aguda causados por el CV-A24v, para las regiones gendmicas 3C y VP1.

Periodos TMRCA estimado (95 % HPD)

epidémicos 3C VP1

1986-1987 1985,3 (1984,2-1985,6) 1984 (1983,8-1985,6)

1992-1993 1990,6 (1990-1991,2) 1990,4 (1989-1990,9)

1997 1995,7 (1995,3-1996,4) 1996 (1994-1996,2)

2003/2005* 2002 (2001,1-2002,4) 2002,3 (2001,2-2002,5)
2001,9 (2001,5-2002,6) 2002,8 (2001-2002,4)

2008-2009 2007,9 (2007,4-2008) NR

*En este periodo se representa el TMRCA para los dos grupos en que se dividieron las secuencias cubanas en
la inferencia filogenética.
NR: No realizado, no se secuencio la region VP1 de las cepas de este periodo epidémico

Es de notar que todas las estimaciones del TMRCA indican que el CV-A24v tiene un alto
potencial epidémico. Los brotes epidémicos causados por el linaje emergente ocurren poco
después de que el mismo aparece y se limitan, posteriormente, debido al aumento de la

inmunidad colectiva.

Los métodos filodindmicos incluyen, ademas, la filogeografia que no es mas que la inferencia
de las tasas de los movimientos de los linajes virales entre zonas geogréficas y la

reconstruccion de la localizacion geogréfica del linaje ancestral (32).

Se realiz6 un andlisis filogeografico discreto para las regiones 3C y VP1 del genoma viral
(Anexos 3y 4). Las rutas de transmision con los factores de Bayes (BF) positivos (BF>3) se
muestran en la tabla 12. La visualizacion en el mapa del mundo se grafica en el anexo 5 para

la region gendmica 3C (A) y para la region genémica VP1 (B).

Para el andlisis de cada region del genoma viral se incluyeron un conjunto de secuencias de
diferentes paises. Doce paises estuvieron representados en los andlisis de ambas regiones y
nueve paises estuvieron representados para solo una regién gendmica (tres en la regién 3C y
seis en la region VP1). De lo anterior se infiere que para la region VP1 se analizaron un
mayor numero de posibles rutas de transmisidbn como se muestra en la tabla 12. Se
identificaron 19 rutas de transmisién positivas para la region gendémica 3C, 25 rutas para la

region gendmica VP1 y siete rutas comunes para ambas regiones.
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Tabla 12. Rutas de conexiones epidemioldgicas del CV-A24v durante el periodo 1986-2009
con BF>3,0 en base a las regiones del genoma viral 3C y VP1.

Regién 3C Region VP1
Rutas de transmisién Rutas de transmisién
Desde Hasta BF Desde Hasta BF
Brasil China 11,1 Australia Singapur 55
Brasil Jamaica 11,4 Australia Taiwan 59
Brasil Japén 8,7 Bangladesh India 17,6
China Estados Unidos 439 Bangladesh Taiwan 9,8
China Guadalupe 28,3 Brasil China 23,0
China Guyana Francesa 7,9 Brasil Jamaica 4,8
China India 32,9 Brasil Pakistan 16,4
China Jamaica 23,6 Brasil Corea del Sur 3,8
China Marruecos 49 Brasil Espafia 7.8
China Tailandia 3,5 Brasil Taiwan 11,9
Corea del Sur  Estados Unidos 3,4 China Guadalupe 38,6
Corea del Sur Taiwan 3,0 China Guyana 49,2
Francesa
Cuba Taiwan 161,7 China Jamaica 8,8
Estados Republica .
X Popular del 3,6 China Corea del Sur 3,0
Unidos
Congo
Jamaica Estados Unidos 6,6 China Taiwan 14,5
SEP‘%b!'Ca Singapur 29,4 Corea del Sur Taiwan 3,2
ominicana
Tailandia Estados Unidos 5,62 Cuba Taiwan 19,4
Taiwan Estados Unidos 432 Francia Filipinas 7,2
Republica
Taiwan Popular del 23,7 Filipinas Taiwan 39,7
Congo
Gabon Pakistan 3,3
India Taiwan 13,7
Pakistan Espafia 9,7
Rep_ub_llca Filipinas 4,7
Dominicana
Republica .
g Taiwan 3,1
Dominicana
Singapur Taiwan 441

Resaltadas con el mismo color las rutas de transmisién comunes en ambas regiones genémicas

En las dos regiones gendmicas 3Cy VP1, predominaron las rutas de transmisién con origen
en el continente Asiatico (12 rutas en 3C y 11 en VVP1). Con origen en el continente asiatico
y destino las Américas se obtuvieron seis rutas para la region 3C. Con origen y destino en el

continente asiatico se lograron ocho rutas para la region VP1. Como una importante fuente
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de propagacion de las variantes genéticas se destaco China en Asia y Brasil en el continente

americano (Tabla 12).

A pesar de que Cuba no se identificd como destino en ninguno de los trayectos de trasmision,
los resultados sugieren algunas vias de introduccion al pais del CV-A24v teniendo en cuenta

las relaciones de ancestralidad que mostraron los analisis filogenéticos:

i) Periodo epidémico de los afios 1986-1987: se identifico una ruta de transmision desde
China hasta Jamaica para las dos regiones gendmicas, pais este ultimo, con el cual las
secuencias cubanas mostraron homologia. De lo anterior pudiera inferirse, que el virus se
introdujo en el Caribe desde China, especificamente en Jamaica, a partir de donde,
posiblemente, se propago a Cuba.

ii) Periodo epidémico del afio 1997: se identificaron cuatro rutas desde China, Corea del Sur,
Tailandia y Taiwéan hasta los Estados Unidos como destino para la regién gendémica 3C.
Esta secuencia estadounidense y las cubanas que circularon en el afio 1997 compartieron
un ancestro comun. EI CV-A24v pudo propagarse al Caribe desde los EUA.

iii) Periodo epidémico del afio 2003: se obtuvieron dos trayectos desde China hacia el Caribe:
Guyana Francesa y Guadalupe para ambas regiones gendémicas virales. Las secuencias
cubanas mostraron relaciones de ancestralidad con las secuencias de ambos paises
caribefios, lo que permite sugerir que el virus se introdujo al pais a partir de la diseminacion
de las variantes asiaticas en las islas caribefias.

iv) Periodo epidémico de los afios 2008-2009: se identificd una ruta desde China a la India,
en la region 3C del genoma. Las secuencias cubanas de esta etapa mostraron homologia
con las secuencias de la India, lo que induce a pensar que el origen de este periodo

epidémico fue a partir de la propagacion de las variantes chinas.

Para apoyar estos supuestos se obtuvieron posibles redes de transmision entre los paises con
BF>3 mostrados en la tabla 12 (Anexo 6). Como se muestra en las redes obtenidas para las
dos regiones del genoma viral, existen redes dominantes entre diferentes paises, que a su vez
se entrelazan, mediante paises comunes entre si, lo que refuerza el hecho de la amplia
capacidad de propagacion de este agente viral y las posibilidades reales de su introduccion a

Cuba a través de dichas redes de transmision.
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Como se refirié anteriormente, los analisis epidemioldgicos del primer periodo epidémico
cubano del CV-A24v asociaron la introduccion del virus con el arribo los estudiantes
ghaneses a la Isla de la Juventud en septiembre del afio 1986 (14, 36, 187). Los resultados
del analisis filogeografico, no confirmaron esta ruta de transmision. Como se muestra en la
tabla 12 no se obtuvo ninguna ruta de transmision hacia desde Asia hasta Ghana. No obstante,
otros autores reportaron filogenias que muestran las relaciones de ancestralidad de las
secuencias Ghaneses con las latinoamericanas y describen la propagacion de las variantes
asiaticas a todos los continentes a partir del afio 1985, con alrededor de dos afios de antelacion
segun los resultados del TMRCA (10, 24, 88, 214, 224, 231). Probablemente en Cuba,
algunos casos escaparon al sistema de vigilancia nacional y solo fueron significativos los
casos relacionados con los estudiantes foraneos en la Isla de la Juventud y la sucesiva
propagacion de la enfermedad. Hasta el momento en que se redactd la presente, no se
encontraron otros datos epidemioldgicos que fundamenten que la diseminacion de la
enfermedad en Cuba se originG solamente de los estudiantes africanos. Otra posible
introduccién pudo ser desde el Caribe. Si ademas de los resultados filogeograficos se tienen
en cuenta los resultados del TMRCA de las secuencias cubanas de este periodo, existe la
posibilidad de que el virus estuviese circulando en el pais desde los afios 1984-1985, antes
de que arribaran los estudiantes africanos. Por otro lado, los investigadores del Centro para
el Control de las Enfermedades de Atlanta, EUA, del inglés CDC, describieron la ocurrencia
de importantes brotes de conjuntivitis hemorragica aguda causados por el CV-A24v en
Jamaica, Trinidad y las Islas Virgenes a partir del mes de octubre del afio 1986, sin asociar

el posible origen epidemioldgico de los mismos con el continente africano.

En concordancia con los resultados filogeograficos obtenidos en este trabajo, Dussart y
colaboradores refirieron la posibilidad de la introduccién del CV-A24v en Guyana Francesa
a través del intercambio de la vasta comunidad de asiaticos, originaria de China y Laos,
asentada en esta isla y la diseminacion viral posterior en el Caribe, por el intercambio

frecuente de esta nacion con Las Antillas Francesas (7).

Yen y colaboradores estudiaron la filogeografia del CV-A24v por un periodo de tiempo
similar al de este estudio. Analizaron un conjunto de 111 secuencias de la region completa

de VP1, de 14 paises y obtuvieron dos rutas de transmisién: de la India a China (BF: 8,92),
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y de China a Taiwan (BF: 4,2). Esta ultima ruta se obtuvo de forma similar en nuestros
resultados (22).

La literatura cientifica describe como positivo el factor de Bayes mayor que tres (BF>3) pero
algunas rutas negativas encontradas en este trabajo presentaron valores cercanos a este. Se
encontraron, por ejemplo, de China a Japén: 2,89, de Republica Dominicana a Ghana: 2,19,
de Ghana a Tailandia: 2,44, y de Ghana a los Estados Unidos: 2,45 para la regién 3C. Para la
region VP1, de Brasil a Cuba: 2,13, de Brasil a Gabon: 2,80, de Brasil a Filipinas: 2,44, de
China a Republica Dominicana: 2,99, y de China a Filipinas: 2,59. Posiblemente con el
desarrollo de nuevos analisis algunos de estos valores pudieran mejorar y confirmarse

algunas otras rutas de transmision.

Algunos autores comparan el comportamiento epidemiolégico del CV-A24v con el de los
virus de la influenza (20, 47). Para estos virus se plantea, que el hemisferio oriental,
constituye una fuente de origen de variantes genéticas que posteriormente se diseminan al

resto del mundo, hasta que la inmunidad colectiva limita la circulacion (131).

En este sentido y extrapolando este conocimiento a la epidemiologia al CV-A24v, se conoce
que los genotipos Gl y GlI, emergieron y circularon solamente en el sudeste asiatico y la
India durante los afios 1970-1971 y 1975-1976, respectivamente. Posteriormente, numerosos
estudios describieron el origen del Gl a partir de las cepas que circularon en Taiwan y Japon
entre los afios 1985-1986 (6, 9, 63, 88). Como elemento adicional, los resultados de este
estudio filogeografico mostraron 19 rutas de conexiones epidemioldgicas (12 en la regién 3C
y siete en la region VP1) cuyo origen son paises Asiaticos: China, Corea del Sur, Taiwan,
Tailandia, Singapur, Bangladesh y La India (Tabla 12). Todos estos hallazgos avalan la teoria
de que también para el CV-24v el hemisferio oriental, constituye una fuente de origen de

variantes genéticas que luego se diseminan al resto del mundo.

En el caso en particular del CV-A24v, cabria preguntarse también la posibilidad de que a
partir de la primera oleada pandémica, las variantes genéticas en su recorrido por el mundo
evolucionan de forma tal que cuando retornan al sudeste asiatico, constituyen nuevas
variantes que, en medio de poblaciones susceptibles, encuentran todas las condiciones para
originar otra oleada pandémica. Los hallazgos que ratifican esta hipdtesis se muestran en las

filogenias obtenidas en esta investigacion y que coinciden con los encontrados por otros
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autores (6, 7, 22, 256). Se observa un reemplazo cronolégico alternativo de secuencias
latinoamericanas y europeas, con secuencias asiaticas. Ademas se obtuvieron nueve rutas de
diseminacion viral con origen en Latinoamérica y destino en el continente asiatico (cuatro en

la region 3C y cinco en la region VP1).

Si bien ambas hipdtesis de rutas de transmision desde Asia y hacia Asia se soportan con los
resultados del presente trabajo y con la bibliografia consultada, es evidente que seran
necesarias nuevas investigaciones para continuar soportandolos o refutarlos, teniendo en
cuenta las limitantes encontradas: el nimero de secuencias de diferentes paises y periodos
epidémicos para ambas regiones, el analisis de regiones virales completas estructurales o no,
o de los genomas virales completos, asi como, afiadir datos sobre los diferentes tipos de

traficos (aéreo, maritimo, terrestre), movimiento de emigrantes, entre otros.

No obstante, los hallazgos encontrados consolidan el potencial epidémico y pandémico de
las variantes genéticas del CV-A24v a lo largo de su historia evolutiva, que incide,
directamente, en el control de su transmisién y en el desarrollo de estrategias preventivas
para los sistemas de vigilancia en las fronteras a nivel mundial. También aportan
conocimientos sobre la utilidad de las regiones del genoma 3C y VP1 de esta variante
antigénica del CV-A24v para la realizacion de analisis de epidemiologia molecular y centran
las bases para futuros estudios. Por Gltimo, y no menos importante, consolidan las evidencias
cientificas de la circulacion en Cuba de variantes del CV-A24v asociadas a la reemergencia

de variantes genéticas a nivel mundial.

IVV.2.2 Cambios aminoacidicos en las regiones gendmicas parciales 3C y VP1 de las

secuencias cubanas respecto a la cepa prototipo EH24_70_Singapur 1970

Los cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas respecto a la cepa prototipo
EH24 70 Singapur 1970 en ambas regiones gendmicas se muestran en las tablas 13 y 14.
La mayor parte de las mutaciones observadas a nivel de aminoacidos, tanto en la region
genémica 3C como en VP1, corresponden a mutaciones no sinonimas en el ARN que

requieren una sola sustitucion.

En la region 3C, algunos cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas coincidieron con

los informados por otros autores en varios periodos epidémicos (Tabla 13). Las posibles
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implicaciones que la mayoria de estos cambios pudiesen tener sobre las propiedades
estructurales o funcionales del CV-A24v aun no se han dilucidado (6, 24, 25, 63). Se encontro
el cambio V8l en algunas secuencias de Ghana y Brasil del afio 1987 y el cambio 115V en
las secuencias de diversos paises, a partir de la oleada expansiva de 1986, aunque no se
determind en las secuencias cubanas del periodo epidémico de los afios 1992-1993. El
cambio T68I también se describio en las secuencias de las cepas de las epidemias ocurridas
entre los afios 1988 y 2005 en Taiwan, Japon, China, Brasil, Guadalupe, y Singapur (6, 24,
25, 63). Otros tres cambios aminoacidicos determinados en las secuencias cubanas, se
encontraron previamente: el cambio N139H presente en todas las secuencias informadas a
partir del afio 1975, y se plantea que esta asociado a cambios en la estructura de la proteina
(25) y los cambios V1141 y M1601 presentes en todas las variantes genéticas que comenzaron
a circular a partir del periodo 2002-2003 (6, 24, 58, 63).

Tabla 13. Posiciones de la region 3C con cambios aminoacidicos en las secuencias cubanas
con respecto a la cepa prototipo EH24_70_Singapur 1970.

EH24 70/
Periodos Posiciones de la region 3C (169 aa) / Cambios aa
epidémicos
cubanos | 8 | 15/21 34 |50 |52 | 58| 68|78 |92 98 [114|118 120|139 |151 158 160
EH24 70 'V I | S V|ID/ K/ D T/K|T|NIV|A T|N/|I|I | M
1986-1987 | | |V A H*
1992-1993 G/N G IIM A* T H*

1997 V* I* S* VIA| H* | V* L
2003/2005 V* R R | H* | V* V| |
2008/2009 V* G| | I* H* | V* I*

*Cambio en todas las secuencias cubanas

Los cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas visualizados en la estructura respecto
al sitio catalitico como del sitio de union al oriL de la proteasa 3C (tomando como molde la
proteasa del CV-A16) se muestran en la figura 10. Es de notar, segin la representacion
estructural, que algunos cambios aminoacidicos encontrados en las secuencias cubanas
pudieran estar relacionados con el funcionamiento de ambos sitios de la proteasa, lo que
pudiera favorecer o no las caracteristicas funcionales de la misma en las variantes genéticas

del CV-A24v que circularon en las diferentes etapas epidémicas.
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Centro catalitico Unién al oriL

g

Figura 10. Representacién estructural del centro catalitico (A y B) y el sitio de unién al
oriL(C y D) con los cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas del CV-A24v en la
proteasa 3C, en la estructura de la proteasa 3C del CV-A16 (entrada PDB 3SJI). Se resaltan
en rojo el sitio catalitico, en amarillo el sitio de unién al oriL, en verde las posiciones
mutantes, y en azul las posiciones potencialmente relevantes desde el punto de vista
funcional.

La busqueda de antivirales que utilizan como diana contra la proteasa 3C ha permitido la
descripcion de diferentes caracteristicas estructurales y funcionales de esta proteina (26, 84).
Se conoce que en los poliovirus y el EV-D71, los cambios estructurales en la region apical
oriL del dominio d en la regién 5 NTR, pueden compensarse con sustituciones de
aminoacidos en el triplete de las posiciones 154-156 de la proteasa 3C, y que ademas la regién
conservada KFRDI (posiciones aminoacidicas 82-86), participa en el reconocimiento del
oriL (257-259).
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En todas las secuencias incluidas en el alineamiento en este estudio se observé la
conservacion, tanto del triplete GKV (posicion 154-156), de la region KFRDI, asi como de
los aminoacidos en las posiciones 40(H), 71(E) y 147(C) que intervienen en el mantenimiento
de la arquitectura del sitio activo de la proteasa y permiten estabilizar la conformacién
productiva del residuo catalitico H40 (Figura 11) (257).

- s
Posicion 40 71 82-86 147 154-156
Species/Abbzv P e L L FEEEE L L EEEE e L = e ] el B L
|2- KC128616 CUBA 13986 pOoN PTH PGDS )QSGTHLE[LT KL.] KLERNEK-RDI|RPHIP PTRLGQELEG TCT|GK GMHVGGE
5. KC128631 CUBA 1986 HDNW FTH BPEDS o351 £ T K I H KRNEM RD |RPH P PTR TCTIGK E B

j4. EC1l28638 CUBA 1986 HDH PFT|H PG E[ T K ! K _KRNEEK RD |RPH P PTR TICIGK
5. KC128643 CUBA 1987 HDNW FTH P E| T ¥ I H KRNEM RD |RPH P PTR TCT|GK
6. HC2Z05691 CUBA 1992 HDH PTH F E[ T K | K KRNEK RD |RPH P PTR T K
[7. KC205693 CUBA 1992 HDN FT[H P ET E I K HRNEH REH P PTR T 54
B. KC20569Z CUBA 1952 HDH BFTH 3 ECT K_.] KLERNE[K RPHT P FTR T CK
. KC205695 CUBA 1992 HDN EFT[H P £ T ¥ ! K ERWNEK RD [RPFH P PTR TCT|GK
L0. KC2Z05658 CUBA 1952 HDN FTH 3 E| T ¥ I E KERNE[E RD |RPH P PTR TCT|GK
l1. KCZ05702 CUBA 1992 HDHN PTH P E[ T K | K KRNEK RD |RPH P PTR TCTCK
Lz. mczos710_cUBa 1552 HDN DPTHEADC E[[ T ®X 1 X KRWNE[K RD |[RPH P PIR TCIGK
[L13. KCZ05711 CUBA 1952 HDN PTH PG E[ T K | K KRNEK RD |RPH P PTR TCTCK H
14. KC2Z05712 CUBA 1952 HDNW FTH P E| T ¥ I H KRNEM RD |RPH P PTR TCT|GK H
5. KCZ05713 CUBA 1993 HDH PTH PG E[ T K | K KRNEK RD |RPH P PTR TCTICK H

Figura 11. Regiones aminoacidicas de importancia funcional conservas en el alineamiento
de la region 3C.

Estos hallazgos ayudan a caracterizar la proteasa 3C del CV-A24v y posiblemente,
extrapolarlos a los estudios de los antivirales realizados y su accion sobre esta variante
antigénica (89, 90, 260).

Se requieren estudios posteriores para establecer el posible valor, desde el punto de vista
funcional y evolutivo, de los cambios aminoacidicos en la proteasa 3C del Cv-A24v, no solo
de las secuencias cubanas sino de las secuencias de diferentes periodos epidémicos a nivel

global.

Los cambios aminoacidicos de las secuencias cubanas en la region parcial VP1 (234 pb)
respecto a la cepa prototipo se muestran en la tabla 14. Algunos estos se informaron
previamente por Park, Wu y Ayoub y colaboradores, como por ejemplo, los cambios M89I,
E100D, K103R en las cepas que circularon a partir del afio 2000 y el cambio T146A. La

accion de estos cambios sobre la funcionabilidad del virus no se ha descrito (58, 63, 213).

Otras investigaciones en base a la identificacion de los receptores celulares del CV-A24v
describieron algunas caracteristicas y funciones de ciertas regiones de esta proteina, por
ejemplo: los residuos Y145, A146, P252 contribuyen a los contactos hidrofobicos con las

porciones no polares del receptor (16). Recientemente Baggen y colaboradores, describieron
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que la sustitucién F250Y mejora la union del virus al receptor de acido sialico lo que puede

influir en la patogenicidad y la naturaleza pandémica del CV-A24v (261).

Tabla 14. Posiciones de la region VP1 con cambios aminoacidicos en las secuencias cubanas
con respecto a la cepa prototipo EH24_70_Singapur 1970.

EH24_70/ . - .

Periodos Posiciones de la region VP1 (78 aa)/ Cambios aa
epidémicos

cubanos 82 89 99 100 | 103 | 104 | 120 | 131 | 133 | 146
EH24_70 G M T E K K L R D T
1986-1987 I* A*
1992-1993 I* R T A/N

1997 A I* A \Y G A*

2003/2005 I* D* R* S A*

*Cambio en todas las secuencias cubanas

La mayoria de los cambios aminoacidicos encontrados en las secuencias cubanas se ubicaron
en la region llamada cafdén o bolsillo de la proteina VP1 (Figura 12). En esta region se
produce la union al receptor celular y se encuentran la mayoria de los sitios antigénicos (65,
70, 262). Posiblemente, los cambios aminoacidicos en las variantes virales cubanas se
produjeron como cambios evolutivos para evadir la respuesta inmunoldgica existente contra

la variante genética que le precedio.

Algunos estudios plantean la poca variacion aminoacidica en esta region estructural en el
CV-A24v, y pocos son los autores que investigan la evolucion de esta regidon que permitan
explicar el comportamiento epidemioldgico reemergente de esta variante genética (29). De y
colaboradores en sus anélisis del brote de conjuntivitis hemorragica aguda en Guangdong,
China, 2010, encontraron un cambio aminoacidico en VVP1, dos en VP2 y otro en VP3, donde
los cuatro consistieron fundamentalmente en cambios de hidrofobicidad de los aminoacidos

involucrados (27).

Los aminoacidos hidrofilicos son generalmente expuestos a la superficie de las proteinas de
la capside y forman sitios de epitopos antigénicos. Por el contrario, los hidrofébicos residen
dentro de las proteinas de la capside. Estos autores propusieron que la sustitucion de estos

aminoacidos, pudo tener un efecto sobre la estructura secundaria de la proteina de la capside
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y los epitopes antigénicos, lo que resulté en una mutante de escape capaz de promover un

brote conjuntivitis hemorragica aguda en un lapso de tiempo relativamente corto (27).

.y
=h <9 é’-
e =
275 }(’"" —‘,ﬁ-:fv‘i M‘
R e e e L g e e
A, FRom T LAY

s 7

Figura 12. Cambios aminoacidicos en la regién genémica VP1 de las secuencias cubanas
(circulos azules aqua) representados en A: vista lateral de un protémero, VP1 (amarillo), VP2
(azul), VP3 (verde), VP4 (rojo); B: vista superior del pentdmero con las estructuras terciarias
de las proteinas estructurales; C: vista superior del pentamero con la estructura corrugada del
virus y un prétomero en su estructura terciaria.

En las investigaciones realizadas por Smura y colaboradores acerca de la evolucién de la
region VP1 en la especie C de los enterovirus, las cepas de CV-A24v mostraron una menor
diversidad de aminoacidos en VP1 que las cepas de CV-A24. Estos autores encontraron
polimorfismos de los amino&cidos en sitios diferentes en el CV-A24v al compararlo con las
cepas de CV-A24 (29) y concluyeron, ademas, que el cambio genético intra-tipico estaria

dominado por mutaciones silenciosas acompafiadas de polimorfismo de aminoacidos que
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ocurren predominantemente en sitios inmunogénicos. Este cambio genético puede observarse
como una alta tasa de mutaciones sindnimas, la seleccion negativa fuerte y el polimorfismo
de aminoéacidos o la seleccidén positiva en sitios diferentes en regiones desordenadas
estructuralmente (29). Las mutaciones sindnimas, a primera vista, se espera que sean
neutrales, ya que no producen cambios aminoacidicos. Sin embargo, pueden alterar la
estructura secundaria del ARN e influir en la estabilidad del ARNt (132).

1VV.3 Analisis molecular las cepas del CV-A24v cubanas obtenidas a partir de heces

Desde las primeras epidemias de conjuntivitis hemorrégicas agudas causadas por el CV-
A24v o el EV-D70 se demostrd que ambos serotipos cursan la misma patogenia que el resto
de los enterovirus que afectan a los humanos (38, 39, 47). Estas evidencias fueron poco
consideradas en afios posteriores, con excepcion de la asociacion del EV-D70 con cuadros
neuroldgicos semejantes a los causados por los virus de la poliomielitis (38, 39, 263).

Dada la répida y explosiva diseminacion de la conjuntivitis hemorragica aguda en las
epidemias, se impuso la existencia de otras vias de transmision ademas del contacto con las
secreciones oculares de los enfermos y sus accesorios infectados. Varios investigadores
determinaron, entonces, el uso por el CV-A24v del acido sialico como receptor tanto en las
mucosas oculares como en el tracto respiratorio superior, por lo que la via de transmision

respiratoria no puede ser descartada (16, 20, 240, 264).

El CV-A24v se excreta también en las heces aunque esta via de transmisién fecal no fue
considerada importante en los periodos epidémicos. El uso de las heces para el diagndstico
de la conjuntivitis hemorragica aguda se justifica por ser una muestra clinica menos invasiva
para el paciente, y a la vez méas inocua para el personal médico involucrado en su colecta, el
cual no necesita entrenamiento especifico para realizar la toma de la muestra, como en el
caso de los exudados. También debido al largo periodo de excrecion de los enterovirus en las
heces permite disponer de una muestra clinica aun cuando el cuadro agudo de la enfermedad
desaparecio, y por otro lado la materia organica favorece la viabilidad y la conservacion de
las particulas virales (23, 35, 62).

En Cuba, Mas y colaboradores plantearon que en el medio entérico el virus puede encontrar

la oportunidad de mutar y que estos cambios acumulativos resultaran en nuevas variantes con
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capacidad para promover nuevas epidemias. Esta hipotesis motivo la identificacion del CV-
A24v excretado en las heces en pacientes cubanos con conjuntivitis hemorragica aguda en el
afio 1997 (35). En las epidemias posteriores de los afios 2003 y 2008-2009, se trabajé en este
sentido con un numero mayor de pacientes y en este ultimo periodo se obtuvo un mayor
porcentaje de los aislamientos virales a partir de las muestras de heces en comparacion con
las de los exudados conjuntivales. Por todos estos hallazgos y los precedentes bibliograficos,
las heces como muestra clinica tal cual los exudados conjuntivales, se incluyeron en el
algoritmo de diagnostico cubano de la conjuntivitis hemorragica aguda a partir de ese ultimo

periodo epidémico.

En el presente trabajo buscamos evidencias, desde una perspectiva molecular, que
permitieran completar los estudios clasicos desarrollados previamente en nuestro laboratorio
en relacion con el uso de las heces para el diagnostico y la epidemiologia molecular del CV-
A24v. Hecho que a pesar de que se demostro desde las primeras epidemias, no se considero
como tal en la comunidad cientifica internacional que emplea los exudados como la muestra

clinica distintiva.

Se secuenciaron 34 aislamientos cubanos obtenidos a partir de las heces de los periodos
epidémicos de los afios 1997, 2003 y 2008-2009, y de ellas, 11 se incluyeron en los analisis
filogenéticos de la regidn 3C y tres en la region VP1 (figuras 14 y 15). Es valido aclarar que
estas secuencias se seleccionaron a ciegas en correspondencia con el algoritmo desarrollado,
donde se eliminaron las secuencias idénticas repetidas sin tener en cuenta el tipo de la muestra

clinica de donde se obtuvo la cepa.

De la epidemia del afio 1997 se secuenciaron 16 aislamientos obtenidos a partir de heces.
Siete de ellos se obtuvieron de siete pacientes diferentes, siendo las heces la Gnica muestra
clinica de los mismos. De igual forma, otros siete aislamientos se obtuvieron de heces
seriadas de un mismo paciente, y los dos aislamientos restantes fueron muestras seriadas
obtenidas de un paciente, del cual se obtuvo, ademas, sus exudados conjuntival, nasal y
faringeo. Las secuencias a partir de los aislamientos de heces mostraron 99,0-100 % y 99,1-
100 % de identidad nucleotidica con las secuencias obtenidas de los aislamientos de exudados
para las regiones genémicas 3C y VP1 respectivamente, dentro del mismo periodo

epidémico. Las siete heces seriadas mostraron 99,3-100 % y 99,8-100 % de identidad
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nucleotidica entre ellas para la region genomica 3C y VP1 respectivamente. En el paciente
con dos aislamientos de heces seriadas, las secuencias de los mismos fueron idénticas (100
%) respecto a las secuencias de los aislamientos a partir de los exudados de dicho paciente

en ambas regiones genomicas.

En la epidemia del afio 2003, de cuatro pacientes se obtuvieron muestras de heces y exudado
conjuntival y en 12 se obtuvieron solo muestras de heces. Las secuencias de los aislamientos
a partir de las muestras clinicas de heces y exudado de un mismo paciente fueron idénticas
(100 % identidad nucleotidica) para ambas regiones del genoma. Las secuencias obtenidas
de los aislamientos de heces mostraron un 97,7-100 % y 97,3-100 % de identidad
nucleotidica respecto a las secuencias de los aislamientos obtenidos de los exudados

conjuntivales analizados en la epidemia, para la region genomica 3C y VP1 respectivamente.

En periodo epidémico de los afios 2008-2009 se incluyeron dos secuencias de muestras de
heces que se obtuvieron como muestra Unica de dos pacientes, uno de cada afio. Las
secuencias correspondientes a estos dos casos mostraron un 99,4-100 % de identidad
nucleotidica respecto a las secuencias obtenidas de muestras de exudados conjuntivales en la
region 3C de este periodo epidémico.

De estos hallazgos se infiere, que en un mismo paciente el CV-A24v que se replica en la
conjuntiva puede ser idéntico respecto al que se replica en el intestino, y dentro del mismo
periodo epidémico tanto los exudados como las heces de los pacientes con conjuntivitis
hemorragica aguda permiten aislar y caracterizar a nivel molecular la variante circulante del
CV-A24v.

Por otra parte, en los analisis filogenéticos de las dos regiones del genoma 3C (11 secuencias
cubanas) y VP1 (tres secuencias cubanas) no se observaron diferencias en las relaciones de
ancestralidad asociadas, especificamente, al tipo de muestra clinica de la cual se obtuvo la

cepa viral secuenciada (Figuras 13 y 14, respectivamente).

En las investigaciones de Sadeuh-Mba, Apostol, Laxmivandana y Oberste y colaboradores,
se describio el uso de las heces como la muestra a partir de la cual identificaron al CV-A24v,
en casos con PFA, dentro del programa de vigilancia de la Poliomielitis. Estos autores, a

pesar de que no describen el desarrollo previo de conjuntivitis hemorragica aguda en los
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Figura 13. Relaciones filogenéticas del CV-A24v en la region 3C (507 pb). Los valores
numéricos en los nodos indican la probabilidad posterior de la inferencia Bayesiana mayores
que 0,70 (70 %). Resaltadas en colores las secuencias de las epidemias cubanas de
conjuntivitis hemorragica aguda. Marcadas con asteriscos (*) las secuencias obtenidas de
heces, el resto de las secuencias se obtuvieron de casos de conjuntivitis hemorragica aguda.
A la derecha se indican los genotipos para la region 3C (GI-GIV) segln este estudio.
Resaltados en colores los periodos epidémicos cubanos estudiados.
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Figura 14. Relaciones filogenéticas del CV-A24v en la regién VP1 (234 pb). Los valores
numéricos en los nodos indican la probabilidad posterior de la inferencia Bayesiana mayores
que 0,70 (70 %). Resaltadas en colores las secuencias de las epidemias cubanas de
conjuntivitis hemorragica aguda. Marcadas con: asteriscos (*) las secuencias obtenidas de
heces, triangulos negros (A) secuencias de casos de PFA, cuadrados negros (m) secuencias
obtenidas de simios, () circulos negros secuencias obtenidas de rios filipinos, el resto de las
secuencias se obtuvieron de casos de conjuntivitis hemorragica aguda. A la derecha se
indican los genotipos para la region VP1 (Gl, GllI, GIV) segln este estudio. Resaltados en
colores los periodos epidémicos cubanos estudiados.
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pacientes, demostraron no solo la diversidad del tropismo celular del CV-A24v, sino ademas,
el curso de su patogenia caracteristico de los enterovirus. En los andlisis filogenéticos
determinaron la relacion de estos aislamientos con cepas causantes de conjuntivitis
hemorragica aguda (102, 104-106).

Se conoce que los enterovirus pueden persistir por meses en un medio ambiente con
condiciones favorables, dentro de las que se incluyen: pH neutral, humedad, bajas
temperaturas y especialmente presencia de materia organica que los protegen contra la
inactivacion, tanto en medios acuaticos como terrestres (104, 265, 266). Durante la infeccion
humana, las particulas virales se excretan a través de las heces por un periodo de tiempo que
puede durar hasta 16 semanas, en concentraciones tan altas como 10° particulas por gramo
de heces (111, 267). Apostol y colaboradores determinaron en Filipinas el predominio de la
especie C de los enterovirus, y dentro de la misma el CV-A24v, en aguas de rios de areas
urbanas y rurales colectadas de abril a diciembre del afio 2009 (241). Tiong y colaboradores
identificaron al CV-A24v en muestras de aguas residuales y afluentes secundarios colectadas
en Singapur, en el afio 2007, que se relacionaron con los aislamientos obtenidos en una

epidemia de conjuntivitis hemorragica aguda en ese pais en el afio 2005 (212, 242).

Aparte de las tres secuencias cubanas obtenidas de los aislamientos de las heces, algunas
secuencias de los estudios antes mencionados se incluyeron en el andlisis de la region VP1
(Figura 14), por ejemplo, algunas secuencias del CV-A24v obtenidas de pacientes con PFA,
de muestras ambientales y de los primates no humanos (106). De esta forma, se logro
compensar la poca disponibilidad de secuencias del CV-A24v en la region VP1 de ciertas
décadas y realizar un estudio filogenético mas integral que representara los diversos cuadros

clinicos y reservorios encontrados en la literatura.

La filogenia resultante (Figura 14) mostrd que todas estas secuencias se agruparon dentro de
los genotipos descritos para el CV-A24v en base a la region VP1. Se evidencid, ademas, que
tanto las secuencias de los casos con PFA (de Filipinas, India, Bangladesh) como las de los
primates no humanos (Bangladesh) y las ambientales (de Filipinas), se relacionaron con
secuencias obtenidas de epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda que se informaron
muy cercanas en el tiempo y geograficamente. Por ejemplo, la mayoria de las secuencias de

los casos con PFA (2000-2002) y ambientales (2008) de Filipinas se agruparon en una rama
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donde algunas compartieron un ancestro comun con las secuencias de la epidemia de Taiwan
(2000-2001) (6, 9, 63).

La secuencia de un caso de PFA de Gabon (2008), compartié un ancestro comun con una
secuencia ambiental de Filipinas (2008), las secuencias de Brasil (2005), las de Espafia y las
de Paquistan (2004) de las epidemias de conjuntivitis hemorragicas agudas ocurridas en esos
paises (7, 8). Por otro lado, las secuencias de Bangladesh (2008) y de la India, todas de casos
con PFA, mostraron homologia junto con las secuencias de epidemias de conjuntivitis de
Brasil (2009), Taiwan (2006-2007), India (2007) y China (2007-2008) y con las secuencias

de los simios.

Aunque nuestro objetivo primario fue ratificar, a nivel molecular, el uso de las heces como
muestra clinica para el diagndstico virologico del CV-A24v causante de conjuntivitis
hemorragica aguda, hecho descrito pero a partir de las técnicas clasicas de diagnostico, otras
informaciones previas también poco valoradas y de interés, se apoyan con el presente estudio:
i) el tropismo neuroldgico del CV-A24v, a tener en cuenta por su alto potencial epidémico y
pandémico, (50, 107); ii) el rango de hospederos de esta variante antigénica, desde los
individuos asintomaéticos, con PFA y primates no humanos que pueden servir de reservorios
temporales; y iii) la permanencia en el medio ambiente (aguas albafales, rios y afluentes)
que sirven de vehiculos para la diseminacion viral, ya sea, entre, durante y afios posteriores

al desarrollo de las epidemias.

Indudablemente numerosas investigaciones seran necesarias para estudiar en mayores
detalles el tropismo celular del CV-A24v, no solo por las células de la conjuntiva, sino
también su capacidad de invadir las células del sistema nervioso central, asi como la
epigenética humana que pudiera determinar el curso de la infeccion hacia cualquiera de las

manifestaciones clinicas, entre otros temas de interés para el humano.
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La Conjuntivitis Hemorragica Aguda, causada por el CV-A24v, se caracteriz6 por brotes
grandes y explosivos desde su aparicion en el afio 1970. Estos brotes afectaron miles de
personas en un amplio rango de edades y sin distincion de sexo (11). Por décadas, las oleadas
pandémicas provocaron verdaderos caos en los centros médicos, educacionales, de trabajo y

recreacionales, implicando altos costos econémicos (1, 19).

En la epidemiologia del CV-A24v se describen cuatro etapas: la primera, la emergente, en la
década de los afios 70 y restringida al sudeste asiatico y la India; la segunda, en la década de
los afios 80, de expansién mundial donde practicamente comenz6 el comportamiento
pandémico; la tercera etapa, en la década de los afios 90, con pocos reportes pero evidente el
comportamiento epidémico, al menos en la region del Caribe y en paises asiaticos y la cuarta
etapa, que comenzo a inicios del afio 2000 y que se extiende hasta esta la actualidad, con al

menos, tres picos pandémicos (6, 22).

En Cuba, la circulacion del CV-A24v coincide con sus etapas pandémicas. La primera
epidemia causada por este agente ocurrié en el afio 1986 y posteriormente ocurrieron brotes
significativos en los afios 1987, 1992-1993, 1997, 2003, 2008-2009, y el ultimo en el afio
2017 (11, 13). Teniendo en cuenta este escenario y la disponibilidad de un numero
considerable de aislamientos virales del CV-A24v obtenidos durante los primeros cinco
periodos epidémicos cubanos, nos propusimos realizar una caracterizacion molecular de dos
regiones parciales del genoma viral del CV-A24v: la proteasa 3C y la proteina estructural
VP1.

Los resultados también son de gran interés para la region de las Américas debido a la escasa
informacion que existe en el hemisferio occidental sobre estos virus. Hasta el momento, solo

investigadores brasilefios y franceses estudiaron a nivel filogenético algunas epidemias de
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conjuntivitis hemorragica aguda ocurridas a partir del afio 2003 en Brasil y Guyana Francesa
(7, 28, 153, 214).

Primeramente, se obtuvieron las secuencias nucleotidicas del CV-A24v por el método de
Sanger. Posteriormente se determinaron los porcentajes de identidad respecto a la cepa
prototipo EH24_70_Singapur 1970 y con ello se corroboraron las identificaciones previas
realizadas mediante otras metodologias. Luego se conformaron los conjuntos de
alineamientos y se realizaron los primeros estudios filogenéticos por el método de distancia
Neighbor-joining solo para a region 3C. A partir de estos resultados y métodos
bioinforméaticas mas robustos, se realizd el analisis filogenético y filodinamico de las dos
regiones gendmicas. De modo que, los nuevos conjuntos de alineamientos sin secuencias
repetidas ni recombinantes, incluyeron 54 secuencias cubanas y 83 secuencias de 17 paises
para la region genomica 3C y 35 secuencias cubanas con 95 secuencias de 18 paises para la

region VP1.

La caracterizacion filogenética de ambas regiones del genoma viral mediante el programa
BEAST, determin6 que cada periodo epidémico cubano resulté de una nueva introduccion
del virus al pais y no de la circulacion o emergencia endémica de las diferentes variantes
genéticas. Se observd ademas, y en concordancia con lo descrito en la literatura (6, 88, 233),
que los periodos epidémicos cubanos ocurrieron ciclicamente entre cinco a seis afos, y en

los afios continuos (generalmente dos afios), circulé la misma variante genética.

Los periodos epidémicos de los afios 1986-1987, 1992-1993 fueron causados indistintamente
por variantes que clasificaron dentro del genotipo GlII. Las variantes genéticas aisladas de
los periodos epidémicos a partir del afio 1997 se incluyeron dentro del genotipo GIV. En el
periodo epidémico de los afios 1986-1987 las secuencias cubanas se agruparon con
secuencias de Jamaica (1987) y Brasil (1987). Este grupo mostro un ancestro comun con las
secuencias de Ghana del afio 1987 en la region 3C, Unica diferencia en relacion a la inferencia
de la region VP1, posiblemente por la no disponibilidad de las secuencias ghaneses. En el
periodo epidémico de los afios 1992 y 1993 en la region gendmica 3C, las secuencias cubanas
mostraron homologia con la Unica secuencia de la Republica Dominicana existente. En la
region VP1 formaron una rama independiente. Para el periodo epidémico del afio 1997 las

secuencias cubanas fueron homdlogas con una secuencia de los Estados Unidos en ambas
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filogenias. Sin embargo, en la region gendmica VP1, se unié ademas a esta rama, la secuencia
dominicana del afio 1993, resultado que se observa también en la inferencia filogenética
obtenida por otros autores que incluyeron o no las secuencias cubanas (27, 63, 105). En el
periodo epidémico del afio 2003, las secuencias cubanas se dividieron en dos grupos, uno
mostré homologia con las secuencias de Guadalupe en ambas inferencias, y el otro grupo con
secuencias de la India (2003) y Brasil (2003-2005) en la region del genoma 3C y con una
secuencia de Guyana Francesa en la region gendmica VP1. El Gltimo periodo epidémico
cubano (afios 2008-2009) que aparece solamente en el analisis de la regidn 3C, las secuencias
cubanas mostraron relaciones de ancestralidad con secuencias de la India del afio 2007 y un

grupo de secuencias de Brasil del afio 2009.

Estas relaciones de ancestralidad, con excepcién del periodo epidémico 1992-1993,
encontraron apoyo en el analisis filogeografico, a pesar de que Cuba no se identific6 como
el destino final de ninguna ruta de transmision viral positiva (BF>3). Se identificé la ruta
China-Jamaica para el periodo epidémico 1986-1987 en ambas regiones gendémicas. Para el
periodo epidémico del afio 1997 se identificaron varios paises de origen: China, Corea del
Sur, Tailandia y Taiwan, todas con destino en los Estados Unidos. Para el periodo epidémico
del afio 2003 se identificaron dos rutas de transmisién viral: desde China hasta Guadalupe y
hasta Guyana Francesa y en el periodo 2008-2009 se obtuvo una ruta desde China a la India.
Dichos supuestos se fundamentaron con la inclusion de Cuba en las redes de transmision

viral obtenidas.

De forma general, con los andlisis filogeograficos se argumenté ademas la amplia
diseminacion del virus en la poblacion mundial en 19 rutas de transmision positivas obtenidas
de la regidon gendmica 3C y 25 de la region VPL, siete rutas resultaron comunes para ambas
regiones gendémicas. Predominaron las rutas de transmisién con origen en el continente
Asidtico. En la region gendmica 3C se describieron 12 rutas y 11 en la region gendmica VP1.
Con origen en Asia y destino en las Américas se describieron 6 rutas en la region 3C y con
origen y destino en el continente asiatico 8 rutas en la regién gendmica VP1. China se destaco
como una importante fuente de propagacion de las variantes genéticas en Asia y Brasil en el
continente americano. Todos estos hallazgos filogeogréaficos fortalecen las hipotesis de que

para el CV-A24v, al igual que los virus de la influenza, el continente asiatico constituye una
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fuente generadora de variantes genéticas con potencialidades pandémicas (20, 47). Se
propone ademas, la hipotesis de que una vez que emergen dichas variantes pandémicas, en
su recorrido por el mundo, pueden evolucionar favorablemente de forma tal que, cuando
retornan al continente asiatico constituyen nuevas variantes que, en medio de poblaciones

susceptibles, encuentran todas las condiciones para originar otra oleada pandémica.

El analisis filodinamico de las variantes del CV-A24v cubanas y del resto del mundo
incluidas, también evidencid que el virus mantiene una poblacion efectiva estable en el
tiempo, con fluctuaciones (aumentos) correspondientes a los diferentes periodos pandémicos.
Se obtuvo una tasa de sustitucion nucleotidica (sustituciones/sitio/afio) para la region 3C de
4,39x107 y para la region estructural VP1 de 5,80x1073, similar a las descritas anteriormente

por otros autores (6).

Las estimaciones del TMRCA de las variantes cubanas indicaron que el virus pudo estar
circulando previamente entre uno y hasta dos afios antes del desarrollo de los picos
epidémicos. Esta evidencia cientifica fortalece los datos epidemioldgicos y de laboratorio
observados en los diferentes periodos epidémicos y de esta forma aporta conocimientos al
sistema nacional de salud para un mejor manejo de nuevas epidemias de conjuntivitis

hemorragica aguda que se sucedan.

El conocimiento general aportados por los estudios filogenéticos y filodindmicos constituyen
evidencias cientificas que permitirdn manejar de forma mas precisa y anticipada el desarrollo
de nuevas epidemias del CV-A24v a nivel mundial, regional y nacional basados en las

premisas del Sistema de Control Sanitario Internacional.

En Cuba el programa Control Sanitario Internacional promueve la reduccion al minimo del
riesgo de introducir al pais agentes bioldgicos de las enfermedades sujetas a este control
dentro de las cuales se encuentra la conjuntivitis hemorragica aguda. Teniendo en cuenta los
conocimientos acerca de la patogenia y la evolucion temporal ciclica del CV-A24v se pueden
establecer acciones higiénico-epidemioldgicas a nivel de fronteras; reordenar el sistema de
vigilancia de viajeros internacionales acorde al riesgo personal y la situacion especifica de
las regiones geograficas y los paises de procedencia, con riesgo de convertirse en reservorios
0 portadores de la enfermedad e implementar y sistematizar actividades investigativas que

permitan la optimizacion del programa (268).
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A partir del estudio de los cambios aminoacidicos de las cepas cubanas se encontro que la
mayoria de los mismos en la proteina VP1, se localizaron en la region del cafién. En esta
region se encuentran los sitios antigénicos, y por ende, dichos cambios pudieran permitir el
escape a la accion neutralizante de los anticuerpos generados por variantes virales que
circularon en las epidemias previas. En la region 3C, los cambios aminoacidicos se
localizaron cerca del sitio catalitico de la enzima o de unién al oriL de forma que pudiera
estar involucrados en la evolucion de las variantes virales cubanas. Por otro lado, se observo
la composicion conservada de determinadas posiciones, claves en el funcionamiento de esta
proteasa, lo que contribuye al disefio y basqueda de nuevos antivirales dirigidos contra esta
proteina viral del CV-A24v.

También se demostré a nivel molecular, que en efecto, la variante genética del CV-A24v
circulante causante de la conjuntivitis hemorragica aguda es capaz de replicarse en la
conjuntiva y el intestino de los pacientes y excretarse en sus heces. En los diferentes analisis
tanto filogenéticos como filodinamicos, las secuencias nucleotidicas de los virus obtenidos a
partir de las heces se comportaron tal cual las de los exudados conjuntivales en el grupo de

secuencias de un mismo periodo epidémico.

Estamos conscientes de que el estudio tuvo limitaciones. Entre ellas las mas relevantes
fueron: i) la metodologia de secuenciacion por el método de Sanger y el analisis parcial y no
completo de las regiones genomicas 3C y VP1,; ii) la seleccion mas representativa de forma
global de las secuencias nucleotidicas, que es determinante en los resultados de los analisis
filogenéticos y filodinamicos; y iii) las limitaciones intrinsecas de estos tipos de analisis y de

los programas que los realizan.

No obstante, el estudio de las regiones gendmicas parciales 3C y VP1 permitieron verificar
la hipdtesis de que las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda causadas por el CV-
A24v en Cuba se asocian con la reemergencia de variantes genéticas a nivel mundial. Los
resultados brindan, ademas, una caracterizacion molecular del CV-A24v que ha circulado en
Cuba y en diferentes paises del mundo en los periodos epidémicos y pandémicos entre los
afios 1986 y 2009, aportando nuevas evidencias cientificas desde una perspectiva
filogenética, filodindmica y evolutiva; y una descripcion mas real de la patogenia del CV-

A24v, que podran ser utilizados y perfeccionados por la comunidad cientifica mundial.
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VI. CONCLUSIONES

Las variantes genéticas circulantes en Cuba en cada periodo guardan relacion con las que

circularon en otras partes del mundo correspondientes a los genotipos 111y IV.

El origen temporal del GIV del CV-A24v se remonta a los Gltimos afios de la década de los

90 lo que constituye un nuevo hallazgo en la epidemiologia de esta variante.

En Cuba las epidemias de conjuntivitis hemorragica aguda causadas por el CV-A24v
resultaron de nuevas introducciones del virus al pais, con origenes fundamentalmente en
Asia y estas variantes emergentes comenzaron a circular entre uno y dos afios previos a la

ocurrencia del pico epidémico.

Las cepas cubanas de CV-A24v presentan cambios aminoacidicos en sitios funcionales de
la proteasa 3C y en la regién del cafion de la proteina VP1 que pueden relacionarse con la

evolucion molecular de las diferentes variantes genéticas.
Las heces constituyen fuente de infeccion viral durante los periodos epidémicos de

conjuntivitis hemorragica aguda y una muestra clinica Gtil para la identificacion etiologica

del CV-A24v en todas las manifestaciones clinicas que produce.
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Obtener la secuencia del genoma completo de las cepas cubanas del CV-A24v para su

posterior analisis filogenético y filodinamico.

Explorar la presencia del CV-A24v en muestras de pacientes con PFA vy

medioambientales en Cuba para realizar estudios filogenéticos y filodindmicos.

Desarrollar estudios que permitan dilucidar las posibles funciones de los cambios
aminoacidicos de regiones genémicas 3C y VP1 de las cepas cubanas.

Realizar estudios inmunoldgicos que permitan complementar los conocimientos acerca

del comportamiento reemergente del CV-A24v.
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Anexo 1. Numero de acceso al Genbank de las secuencias cubanas del CV-A24v de las
regiones gendmicas 3C y VP1.

ARos

Ndmero de acceso

Region 3C

Region VP1

1986
1987
1992
1993
1997
2003
2005
2008
2009

KC128616- KC128642
KC128643- KC128648
KC205691- KC205712
KC205713- KC205727
KC286913- KC286955
KC286994- KC287032
KC287033- KC287037
HM156623- HM156628
HM156613- HM156622

KC184859- KC184885
KC184886- KC184890
KC205656*- KC205677
KC205678- KC205690
KC286956 -KC286993
KC287038 -KC287076
KC287077- KC287081

NR

NR

NR: No realizado, region del genoma no secuenciado.
*La secuencia KC205656 aparece con el afio 1991 teniendo en cuenta la fecha del inicio de los sintomas del
paciente que aparece en el material fuente, se recibid en el Laboratorio Nacional de Referencia para los
enterovirus en enero del afio 1992. Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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ANEXOS

Anexo 2. Arbol filogenético de la region 3C (510 pb) de CA24v de todos los periodos
epidémicos cubanos y cepas de otras regiones geograficas reportadas en el Banco de Genes.
Las secuencias nucleotidicas fueron analizadas por el programa MEGAG®G. La construccion
del arbol filogenético se realiz6 mediante el método Neighbor-Joining con 1000 réplicas del
remuestreo. Los aislamientos estan identificados por Nombre de la cepa-Afio de aislamiento-
Pais-Numero de acceso al GenBAnk. Abreviaturas usadas: Br: Brasil, CHI, China; CON,
Congo; CUB, Cuba; FGUI, Guyana Francesa; GHA, Ghana; GUA, Guadalupe; IND, India;
JAP, Japon; KOR, Corea; MOR, Marruecos; SIN, Singapur; THA, Tailandia; TW, Taiwan.

€ ¢ CUBA 2008-2009
GU983242 BR-PE/10/2009
K456-06-TW (AB473418)
K563-06-TW (AB473410)
K421-06-TW (AB473412)
K706-06-TW (AB473420)

& | K989-07-TW (AB473422)
K1000-07-TW (AB473424)

64| K608-06-TW (AB473419)
K968-07-TW (AB473421)
K1002-07-TW (AB473423)

Zhejiang 03-07-CHI (GQ429282)
75| ) Guangdong 391-07-CHI (EU409818)
5] Guangdong 464-07-CHI (EU409817)
Guangdong 385-07-CHI (EU409820)
Zhejiang 02-07-CHI (GQ429281)
. Zhejiang 13-08-CHI(GQ429283)
DS0-26-2005-SIN (DQ443002)

?{DSO»SZ-ZOOS-SIN (DQ443001)

a1 180-917-03-GUA (AY876186)
—E 196-924-03-GUA (AY876192)
0364-04-CON (DQ370145)
66 — 01517-04-MOR (DQ370153)
01523-04-MOR (DQ370157)
0365-04-CON (DQ370146)
GuU983212 BR-CE/20/2003
GU983214 BR-CE/25/2003
GU983240 BR-ES/182/2005
5 | 62706-483-03-FGUI(AY876182)
701033-484-03-FGUI (AY876183)
Ninbo 3-02-CHI (AY876912)
Mumbai 4-03-IND (AY942640)
CUBA 2003-2005
K1350-00-TW (DQ472141)
KO0676-01-TW (DQA472132)
K0854-01-TW (DQ472136)
K1285-00-TW (DQ472138)
I 4 CUBA 1997
L < CUBA 1992-1993
57 | AB008485 46-93

V0026-93-TW (AB008484)
32 ABO008479 94063
\V0088-94-TW (AB008482)
ABO008481 94072
98 1v0072-94-TW (AB008481)

85
93

Henan 1-86-CHI (D10303)
Shanghai 1-86-CHI (D10302)
Singapore 1-85-SIN (D10301)
Islamabad 1986 (D10315)
Tokushima 1-86-JAP (D10271)
Okinawa 1-85-JAP (D10307)
75 - Okinawa 1-86-JAP (D10311)
Ghana 1-87-GHA (D10312)
Ghana 2-87-GHA (D10313)
Ghana 3-87-GHA (D10314)
CUBA 1986-1987
g6 | Singapore 1-1975-SIN (D10298)
99 E Singapore 2-1975-SIN (D10299)

Thailand 1-1975-THA (D10300)

94

93

ﬁ Hong Kong 1-1971-JAP (D10297)

99 Singapore 2-1970-SIN (D10296)
LEsingapore 3-1970-SIN (D10295)

EH24-1970-SIN (D90457)
731 singapore 1-1970-SIN (D10294)



ANEXOS

Anexo 3. Arbol de mayor credibilidad (MCC) de 54 secuencias de las epidemias cubanas de
conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009) y 82 secuencias de 17 paises en base a la region
parcial 3C (507 pb) del CV-A24v construido por el método Bayesiano con el programa
BEAST. Los colores de las ramas corresponden a la ubicacion geogréafica probable, la escala
de colores describe los paises incluidos en el andlisis. A la derecha se indican los genotipos
para laregion 3C (GI-GIV) segun este estudio. Las secuencias se identificaron por su nimero
de acceso al banco de genes GenBank, nombre, pais y afio de la cepa correspondiente.
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Anexo 4. Arbol de mayor credibilidad (MCC) de 35 secuencias de las epidemias cubanas de
conjuntivitis hemorragica aguda (1986-2009) y 96 secuencias de 19 paises en base a la region
parcial VP1 (234 pb) del CV-A24v construido por el método Bayesiano con el programa
BEAST. Los colores de las ramas corresponden a la ubicacion geogréafica probable, la escala
de colores describe los paises incluidos en el andlisis. A la derecha se indican los genotipos
para la region VP1 (Gl, Glll, GIV) segln este estudio. Las secuencias se identificaron por su
nimero de acceso al banco de genes GenBank, nombre, pais y afio de la cepa
correspondiente.

Paises .
- <’| Bangladesh_ 2007
= fustana I Brazil_2009
. AB473439_Taiwan_2007
Taiwan_2007
India_2009
GUAT7573_India_2007
India_2007
China_2007-2008
FJ232034_Taiwan_2006
- JX538080_14662_Bangladesh_2007
GU477582_India_2007
JX538079_14661_Bangladesh_2007
JQ744324_20_Pa_235_PHL_Philippines_2008
128_PHL_2008_Philippines_2008
ABA473436_Taiwan_2006
FJ868371_Australia_2006
DQ443002_Singapore_2005
DQY01736_Singapore_2005
DQ443001_Singapore_2005
GU983184_Brazil_2003
Brazil_2004-2005
" EU162077_Spain_2004
|l EU162074_Spain_2004
GU983196_Brazil_2004
Pakistan_2004
JXA417879_24v_g08_005_Gabon_2008

L JQv44317_38 Me_271_PHL_Philippines_2008
GU983186_Brazil_2003
GU9B3187_Brazil_2003

South_Korea_2002-2003/2006
GQ329725_China_2003

Jamaica
Pakistan
Philippines
Singapore
South_Korea
Spain
Taiwan
us.

KC287048_CUBA_2003
KC287054_CUBA_2003
KC287040_CUBA_2003
KC287038_CUBA_2003
KC287055_CUBA_2003 G IV
KC287058_CUBA_2003
AYBT76169 French_Guiana_ 2003
KC287064_CUBA_2003
AY8TE179_Guadeloupe_2003
AYB7B174_Guadeloupe_2003
AYBT76175 Guadeloupe 2003
KC287056_CUBA_2003
KC287080_CUBA_2005
KC287053_CUBA_2003
KC287049_CUBA_2003
28_PHL_2000_Philippines_2000
Philippines_2002-2008
AB473435_Taiwan_2001
AB473434_Taiwan_2001
AB473433_ Taiwan_2000
30_PHL_2000_Philippines_2000
31_PHL_2000_Philippines_2000
14_PHL_2000_Philippines_2000
15_PHL_2000_Philippines_2000
159_PHL_2000_Philippines_2000
111_PHL_19897_Philippines_1997
174_PHL_1996_Philippines_1996
107_PHL_1996_Philippines_1996
95 PHL_1986 Philippines 19986
AY208105_98_30257_38_09_France_1998
KC286966_CUBA_1997
KC286977_CUBA_1997
— EF015040_Texas_USA_1998
KC286972_CUBA_1997
KC286983_CUBA_1997
KC286988_CUBA_1997
KC286963_CUBA_1997
KC286981_CUBA_1997
KC286960_CUBA_1997
KC286958_CUBA_1997
EF015039_Dominican_Republic_1993
AB473432_865_Taiwan_1989 -
AB473431_804_Taiwan_1989
KC205676_CUBA_1992
KC205675_CUBA_1992
KC205690_CUBA_1993
KC205682_CUBA_1983
KC205664_CUBA_1992
KC205656_CUBA_1991
KC184877_CUBA_1986
KC184872_CUBA_1986
KC184859_CUBA_1986 G I I I
KC184879_CUBA_ 1986
KC184875_CUBA_1986
KC184869_CUBA_1986
KC184873_CUBA_1986
KC184881_CUBA_1986
GU983190_PA_1_Brazil_1987
EF015038_Brazil_1987
KC184886_CUBA_1987
L EF015037_Jamaica_1987
AB473429_1L001_Taiwan_1985
i ABA73430_V150_Taiwan_1986
DY0457_EH24_70_Singapore_1970 :I G I
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Anexo 5. Visualizacién en el mapa del mundo de las rutas de transmision con BF > 3 del
CV-A24v en base a la regién gendmica 3C (A) y a la region gendmica VP1 (B) mediante el
programa SpreadD3




ANEXOS

Anexo 6. Redes de transmisién viral obtenidas mediante el analisis Walktrap a partir de los
valores de BF>3 para las regiones del genoma 3C y VP1. Enmarcada en triangulo rojo la
posicion de Cuba.
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