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Abreviaturas

ADV Adenovirus

CDC Centro para el control y prevencion de enfermedades
CoNL63 Coronavirus NL63

Co0OC43 Coronavirus OC43

EV-D68 Enterovirus D68

HBoV Bocavirus

HMPV Metapneumovirus

IRA Infeccion respiratoria Aguda

IRAG Infeccion respiratoria Aguda grave
IRES Sitio interno de entrada al ribosoma
LCR Liquido Cefalorraquideo

OMS Organizacion mundial de la Salud

OVR Otros Virus Respiratorios

PFA Pardlisis Flacida Aguda

Pl Parainfluenza

RHV Rinovirus

SSIII RT/Platinum  SuperScript® Il Platinum® One-Step gTR-PCR
UTR Region no traducida

VP1 Proteina o region codificante para la proteina VP1 de la

capside



VPg Proteina del genoma del virion

VRS Virus Respiratorio Sincicial



Abstract

Respiratory viruses are the main cause of acute respiratory infection in pediatrics.
Among the viral agents isolated in the respiratory tract are the Enteroviruses, of
which little is known about their prevalence and role in infections. Enterovirus D68
(EV-D68) is a re-emerging virus that may cause acute respiratory infections and
has been associated with cases of bronchiolitis and pneumonia mainly in children,
and is also being currently associated with neurological complications such as
acute flaccid paralysis (AFP). In the autumn of 2014, the largest outbreak of EV-
D68 was recorded with about 2287 cases that spread around the world. In our
country, there have been no studies published on the systematic detection of this
virus in respiratory samples. The aim of this cross-sectional study was to identify
and characterize the circulation of EV-D68 in Chile. For that 1966 respiratory
samples collected between 2014-2016 of patients admitted under the national
surveillance program of severe acute respiratory infections (SARI) at the Institute
of Public Health of Chile, were studied. All of them were negative for Influenza
virus by RT-PCR. The samples were analyzed for respiratory syncytial virus,
Metapneumovirus, Parainfluenza (1, 2 and 3), Adenovirus, Rhinovirus, Bocavirus,
Coronavirus (OC43 and NL63) and EV-D68 by real-time PC,R with reverse
transcription in the cases of RNA viruses, using TagMan probes and protocols
established by the Center for Disease Control and Prevention (CDC). A total of 15
positive samples (0.76%) for EV-D68 were identified, 13 samples from 2014, one

from 2015 and one from 2016.



To determine the circulating genotypes, the VP1 gene was sequenced. This gene
codes for a structural protein of the viral capsid, which provides antigenicity sites to
the viral particle.

Through phylogenetic analysis, it was established that 14 samples belonged to
subclade B1, while the positive sample from year 2016 belonged to subclade B3.
These results are consistent with the clades that circulated between 2014 and
2015, subclade B1. Subclade B3 was detected in 4 countries besides ours in 2016
(USA, Holland, Denmark and Sweden). It is important to present in detail the
distribution over time and the epidemiology of this emerging virus, due to the
secondary complications during the development of the disease, either at the

neurological or respiratory level and see its impact on public health in our country.



Resumen

Los virus respiratorios son la principal causa de infeccion respiratoria aguda en
pediatria. Dentro de los agentes virales aislados en los cuadros respiratorios se
encuentran los enterovirus, de los cuales se conoce poco sobre su prevalencia y
rol en las infecciones respiratorias. El enterovirus D68 (EV-D68), virus RNA de la
familia Picornaviridae, es un virus re-emergente que causa infeccion respiratoria
aguda y se ha asociado con casos de bronquiolitis y neumonia principalmente en
nifos, y actualmente también se asocia a complicaciones neurologicas como

Paralisis Flacida Aguda (PFA) (Ayscue, 2014)

En otofio de 2014 ocurrié el mayor brote por EV-D68 con 2287 casos repartidos
practicamente por todo el mundo. En nuestro pais, no se han publicado estudios
de deteccion sistematica de este virus en muestras respiratorias. El objetivo de
este estudio transversal fue identificar y caracterizar la circulacion de EV-D68 en
Chile. Se incorporaron al estudio 1966 muestras respiratorias obtenidas entre los
afos 2014-2016 ingresadas bajo el programa nacional de vigilancia de infecciones
respiratoria aguda grave (IRAG) en el Instituto de Salud Publica de Chile, todas
negativas para virus Influenza. En todas las muestras se analizaron: virus
respiratorio sincicial, metapneumovirus, parainfluenza (1, 2 y 3), adenovirus,
rinovirus, bocavirus, coronavirus (OC43 y NL63) y EV-D68, mediante PCR en
tiempo real con transcripcion reversa en los casos de virus RNA, utilizando sondas

TagMan y protocolos establecidos por el Centro para el Control y Prevencion de



Enfermedades (CDC). Se identificaron 15 muestras positivas (0,76%) para EV-
D68: 13 eran muestras obtenidas el 2014, una era del 2015 y la ultima del 2016.
Los genotipos circulantes se determinaron mediante la secuenciacion del gen
VP1, que codifica para una proteina estructural de la capside viral y le otorga sitios
de antigenicidad a la particula viral. Filogenéticamente se establecié que 14
muestras pertenecian al subclado B1, mientras que la muestra positiva del afo
2016, pertenecia al subclado B3. Estos resultados se condicen con los clados que
circularon entre el 2014 y 2015 pertenecientes al subclado B1. El subclado B3 se
detectd solo en 4 paises ademas del nuestro (EE.UU, Holanda, Dinamarca y
Suecia).

Es importante dar a conocer en detalle la distribucion en el tiempo y epidemiologia
de este nuevo virus emergente por las complicaciones secundarias durante el
desarrollo del cuadro clinico, ya sea a nivel neurolégico como respiratorio, y ver el
impacto en salud publica en nuestro pais. En conclusion, Enterovirus D-68 circula
en nifos y adultos con cuadros respiratorios agudos graves en nuestro pais, en
forma esporadica y en brote, y en frecuente coinfeccion con otros virus
respiratorios. La baja deteccion (0.76%) no justifica una vigilancia activa de este

virus respiratorio.



| INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA), en particular las que afectan el tracto
respiratorio inferior, predominan a nivel mundial como causa de muerte. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en la poblacion pediatrica,
ocurren dos millones de fallecimientos anuales por esta causa (OMS., 2004).
Estas infecciones respiratorias pueden presentarse, ya sea en forma de casos
esporadicos, como también produciendo brotes, epidemias o pandemias. Ademas,
originan pérdidas millonarias a los Estados por concepto de ausencias laborales,
escolares, costos de consultas médicas, hospitalizacion y medicamentos, tanto en
la atencidn primaria como en los servicios de urgencias (Bertino, 2002). Entre los
agentes virales mas comunes de estas infecciones se encuentran: virus
respiratorio sincicial humano, virus influenza (A y B), virus parainfluenza,
adenovirus, rinovirus, metapneumovirus, enterovirus y coronavirus humanos
(CoVH-229E y CoVHOCA43). A esta lista se suman virus respiratorios nuevos,
algunos de ellos emergentes como el coronavirus humano causante del sindrome
agudo respiratorio severo (SARS) (Drosten, 2003) y otros dos coronavirus
humanos identificados en Holanda (NL63) (Van der Hoek, 2004) y Hong Kong
(HKU1) (Woo, 2005).

Poco se sabe de los enterovirus respiratorios, de su prevalencia, de su diagnostico
y de la sintomatologia de sus cuadros. En el afo 2014 tuvo lugar el brote mas

grande de Enterovirus D68, asociado ademas de cuadros respiratorios graves a



casos reportados de paralisis flacida, por lo cual ha surgido como un virus
emergente con relevancia a nivel de salud publica.

Los diferentes enterovirus comparten un gran numero de caracteristicas clinicas,
epidemiologicas y ecoldgicas, asi como ciertas propiedades fisicas y quimicas.
Difieren entre si por el comportamiento en cultivo celular, antigenicidad y ciclo
replicativo, aunque, en todos los casos, el habitat comun y el lugar de replicacion
son células epiteliales de la orofaringe y la mucosa intestinal.

Los enterovirus pertenecen a la familia Picornaviridae, que consta de 29 géneros

que incluyen: Enterovirus, Parechovirus, Hepatovirus, Cardiovirus, Apthovirus

(Figura 1).
Family Genus Species Genotype
— Enterovirus A —— Enterovirus A71
—— Enterovirus B — Coxsackievirus B3
—— Enterovirus C —— Puolioviruses
—— Enterovirus D —— Enterovirus D58
—— Enterovirus ——
—— Rhinovirus A —— Rhinovirus AZ
—— Rhinovirus B —— Rhinovirus B14
L Rhinovirus C —— Rhinavirus C15
— 5 animal enterovirus species
—— Parechovirus A —— Human parechovirus 1-16
— Parechovirus ——
Picomnaviridas —— Parechovirus B
—— Hepatovirus ———— Hepatitis A virus

—— Foot-and-mouth disease virus

—— Aphthovirus ——
—— Equine rhinitis A virus
—— Encephalomyocarditis virus
—— Cardiovirus ——
—— Theilovirus —— Saffold virus

— 24 other genera



Figura 1: Clasificacion de la familia Picornaviridae y especies del género
Enterovirus (Van der Linden, 2015).

Los tres primeros son los mas importantes para el hombre y producen una amplia
gama de enfermedades que van desde un resfriado comun a una paralisis grave.
Dentro del género Enterovirus se agrupan importantes patégenos humanos que
incluyen 89 serotipos: poliovirus, coxsackievirus A, coxsackievirus B, echovirus y
enterovirus (Oberste, 2001). El progreso obtenido en los ultimos afos en el
conocimiento de la biologia de estos agentes ha conducido a que en el género
enterovirus (EV) se clasifiquen en la actualidad 12 especies, siendo EV A, B,CyD
y rinovirus (A, B y C) los que afectan a los humanos (Oberste, 2004)

Los tipos de enterovirus aislados mas recientemente se han nombrado con un
sistema de numeros consecutivos: EV-D68, EV-D69, EV-D70, etc., los cuales se
agrupan dentro del grupo D y particularmente el EV-D68 esta asociado a

infecciones respiratorias agudas (Imamura, 2014).

1.1 Caracteristicas generales de los Picornavirus

Los Picornavirus son virus icosaédricos, de 28 a 30 nm de diametro y su capside
contiene 60 subunidades proteicas. Su composicion abarca un 30% de ARN y
70% de proteina. El genoma viral es de una sola cadena lineal, de sentido
positivo. Su genoma actua directamente como ARN mensajero (ARNm) para la
sintesis de las proteinas virales; y también como molde para sintesis de RNA

genomico. El extremo 3' esta poliadenilado y el 5' tiene unido covalentemente un



oligopéptido codificado por el virus, denominado VPg. En ambos extremos de la
cadena se encuentran zonas no codificantes llamadas UTR (del inglés
untranslated region). En la region central se encuentra la zona codificadora que
contiene un total de 11 genes. Esta regién se traduce como una sola poliproteina
de 247 kD, que luego de un proceso proteolitico da lugar a 11 proteinas finales
con diversas funciones (Figura 2).

Posee cuatro proteinas principales (VP1- VP4), originadas a partir de su
poliproteina precursora. Las proteinas de superficies (VP1 y VP3) poseen los sitios
fundamentales para la fijacion de anticuerpos y la proteina interna (VP4) se asocia

con el ARN viral. No posee una envoltura y su replicacion ocurre en el citoplasma.
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Figura 2: Organizacién del genoma de Enterovirus. (A) El genoma de enterovirus
codifica una unica poliproteina dividida en 3 regiones P1, P2 y P3. En los extremos

5 y 3, el genoma contiene regiones no traducidas (UTR), las cuales estan



altamente estructuradas. El extremo 5’-UTR contiene un sitio interno de entrada al
ribosoma para la traduccién. En el extremo 5, ademas contiene la proteina virica
VPg, que se usa como cebador durante la replicacion del ARN; (B) La poliproteina
es procesada por proteasas virales (2A — 3C) que dan lugar a las proteinas virales.
(Van der Linden, 2015)

A pesar de pertenecer a la misma familia que los rinovirus, los EV se distinguen
por presentar propiedades fisicas, quimicas, y bioldgicas diferentes, entre ellas, la
estabilidad a pH acido (3 - 5), lo que les permite su paso por el tracto digestivo sin

que pierdan su actividad biolégica y la temperatura éptima de crecimiento de 37°C.

.2 Caracteristicas estructurales, moleculares y patogenia de EV-D68

EV-D68 fue aislado por primera vez en 1962 en muestras respiratorias de casos
con neumonia y bronquiolitis (Schieble, 1967). Este virus presenta algunas
caracteristicas similares a los rinovirus humanos, como su sensibilidad al acido y
crecimiento a temperatura baja, en promedio 28°C. Su genoma esta conformado
por cuatro proteinas estructurales y siete no estructurales (Figura 2).

Dentro de las proteinas estructurales, la proteina de capside VP1 cumple un papel
esencial en los analisis filogenéticos. El analisis de la secuencia de VP1 permitio
identificar las variantes o serotipos de EV, teniendo en cuenta las caracteristicas
bioldgicas y moleculares de las cuatro especies de EV (EV-A, B, Cy D).

EV-68 pertenece al grupo D (Oberste, 2004). Mediante el analisis filogenético

basado en el gen VP1 de EV-D68 se identifican tres clados primarios: A, By C. El



clado A se ha identificado principalmente en paises de Asia, Europa, Africa y
América del Norte. En un sector de Africa del Sur se identificd6 un genotipo
correspondiente al clado B, cuyo genoma es la combinacion de una pequeia parte
de la secuencia del genotipo identificado en EE.UU y Europa, especificamente en
la region del loop BC de VP1 (CDC, 2011). Es importante establecer las
variaciones en la secuencia de VP1 ya que en la proteina VP1 se encuentran los
sitios antigénicos principales de la capside (Harvala, 2002). Ademas, los
determinantes de virulencia, termo-estabilidad del viribn, rango hospedero y
tropismo celular in vitro, se asocian con esta region codificadora de la capside
(Tracy, 2006).

EV-D68 se une especificamente al acido sialico a2-6, que se encuentra
predominante en el tracto respiratorio superior humano (Imamura, 2014). EV-D68
no tiene afinidad con el acido sialico a2-3, el cual se encuentra presente en epitelio
ciliado de células del tracto respiratorio inferior; esto sugiere que existen
mecanismos alternativos que pueden ser responsables de la enfermedad
respiratoria baja grave asociada con este virus. La entrada de EV-D68 en las
células requiere de mediadores adicionales, como es el caso de EV-D70 que
pertenece al mismo cluster genético que EV-D68, que entra a las células utilizando
el factor acelerador de la degradaciéon (DAF) (Karnauchow, 1996). Existe evidencia
que EV-D68 también utiliza DAF para entrar a las células, DAF se expresa en
altos niveles tanto en células epiteliales como endoteliales las cuales podrian jugar
un papel importante en la induccion de la viremia que precede a la infeccion de
tejidos especificos, como el corazén o pancreas (Blomqvist, 2002). Ademas, EV-

D68 tiene la capacidad de infectar linfocitos. Esto puede proporcionar un



mecanismo por el cual se transporta el virus durante la fase de viremia al érgano
secundario.

Poco se conoce del mecanismo por el cual EV-D68 causa sintomas neurologicos
en los pacientes, que a lo largo del curso de la enfermedad pueden llegar a
desarrollar Paralisis Flaccida Aguda. Durante el 2016, Wei identifico a ICAM-
5/Telencefalina, una molécula con especificidad neuronal que actuaba como
receptor celular para EV-D68. Ademas, se ha detectado alta expresion del RNAm
de ICAM-5 en tracto respiratorio, lo cual es consistente con la habilidad de EV-D68
de replicar en dicho sistema (Midgley, 2014).

Los investigadores han estudiado si las cepas de EV-D68 emergentes difieren en
su antigenicidad y propiedades de unién al receptor en comparacion con la cepa
aislada en 1962. Utilizando antisueros generados a partir de diversas cepas de
EV-D68, se detectaron diferencias significativas en términos de inhibicion de la
hemaglutinacion y los titulos de neutralizacion tanto entre cepas emergentes y la
cepa original como también dentro de las mismas cepas emergentes (Imamura,
2014).

La deteccion en suero de EV-D68 varia con la edad, no se detecta viremia en el
suero de los nifos menores de 1 afo, o que sugiere que anticuerpos maternos
son protectores (Smura, 2010).

Debido a la emergencia de los brotes, se han analizado filogenéticamente todas
las muestras de EV-D68 aislados de infecciones respiratorias agudas, dando
como cepa comun la aislada en el primer caso clinico detectado en EE.UU durante

el 2014 (Holm-Hansen, 2016).



Actualmente se estan realizando estudios de inmunidad y uso de antivirales para
disminuir los efectos de los brotes causados por este agente. De todos los que se
han estudiado, Pleconaril es el mas prometedor, el cual pertenece a la serie de
compuestos oxazolinilisoxazoles con demostrada actividad frente a la mayoria de
Enterovirus. Su mecanismo de accion consiste en su union al bolsillo de fijacién
existente en la capside viral que determina la fijacion de los Enterovirus al receptor
celular. Por lo tanto, bloquea la fijacién del virus a la célula, no permite su

decapsidacion y con ello impide la replicacion viral (Liu, 2015).

1.3 ENTEROVIRUS D-68: EPIDEMIOLOGIA Y ASOCIACION A ENFERMEDAD

Como se mencioné anteriormente, EV-D68 es biolégicamente mas similar a los
rinovirus y se encuentra asociado a enfermedades respiratorias (Oberste, 2004).
En la literatura se publican porcentajes variables sobre la frecuencia de los
Enterovirus en la etiologia de las IRA que oscilan entre 1-36% (Meijer, 2014,
Bragstad, 2015, Robinson, 2014). Las infecciones causadas por este virus son
raramente reportadas, solo se reportaron 79 casos entre 2009 y 2013 en EE.UU.
Sin embargo, 2 casos de paralisis causada por este agente pusieron en alerta al
Centro de Control de Enfermedades (CDC, Atlanta). Inesperadamente un alto
numero de nifios comenzd a presentar sintomas respiratorios por EV-D68 junto
con complicaciones neuroldgicas como se detalla a continuacion. En EE.UU, se
publicé una revision de casos con Paralisis Flacida Aguda (PFA) asociados a EV-
D68, describiendose 59 casos, con una mediana de edad de 9 afios y 50 de ellos

menores de 21 anos. En estos casos, EV-D68 se identificd solo en muestras
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respiratorias o heces, sin lograr realizar aislamiento viral en liquido cefalorraquideo
(LCR). De estos casos, fallecieron dos adultos inmunodeprimidos (Greninger,
2015).

En Europa se han descrito algunos casos de PFA también asociado con EV-D68:
uno en Francia, dos casos en Noruega durante el 2014 y cuatro casos en el Reino
Unido entre 2015-2016 (Williams, 2016); en ninguno de ellos se detecto el virus en
LCR. Sin embargo, en el caso descrito en Australia (Levy, 2015) y en dos casos
en ltalia (Esposito, 2016) se pudo identificar el virus en ese tipo de muestra. Las
causas por las que el EV-D68 no se detectd en LCR en los otros casos de PFA no
estan claras. La edad promedio de los afectados por EV-D68, bordea los 3 afos.
Los sintomas comunes en todos los casos diagnosticados fueron tos, sibilancias y
fiebre. Todos los afectados requirieron hospitalizacion, el 57% ingresé directo a
una Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y el 86% requirid oxigeno (Engelmann,
2017). En América no se conoce con exactitud la frecuencia de aparicién de
cuadros respiratorios asociados a este virus y tampoco su posible etiologia en
cuadros neuroldgicos. Solo se ha descrito un caso en Haiti (Badry, 2016), 24
casos en México (Vazquez, 2016), 2 casos en Brasil (Carney, 2015) y 2 casos en
Chile (Torres, 2015). Todos presentaron cuadros respiratorios agudos y ningun
caso con secuelas neuroldgicas.

La principal observacion en los recientes brotes de EV-D68 se relaciona con el
grupo etario mas afectado. La mayoria de los casos son nifios, sugiriendo que los
adultos tienen inmunidad a ella. En este sentido, estudios sero-epidemiologicos
realizados en Finlandia han demostrado que la mayoria de los adultos (86%)

tienen anticuerpos neutralizantes para este agente. Estos agentes no son
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priorizados en la vigilancia sistematica de las IRA, ni son de notificacion
obligatoria, por lo que muchos paises carecen de las herramientas diagnosticas
para su identificacién y de datos histéricos sobre su circulaciéon. Como es lo que
ocurre en nuestro pais, por lo cual es importante estudiar la circulacién de EV-
D68, con el fin de poder definir su presentacion, distribucion y posible asociacion a
cuadros respiratorios graves y complicaciones neuroldgicas, antecedentes que

aun no estan disponibles en Chile.
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Il HIPOTESIS
En nuestro pais, Enterovirus D-68 circula en casos de cuadros respiratorios

agudos graves.

Il OBJETIVO GENERAL
Determinar la circulacion de Enterovirus D-68 en infecciones respiratorias agudas
graves (IRAG) durante el periodo 2014 — 2016 en Chile y describir sus

caracteristicas filogenéticas.

lll.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la circulacion de EV-D68 en Infecciones agudas del tracto
respiratorio, influenza negativa, mediante transcripcion inversa- reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real.

- Determinar co-infecciones de EV-D68 con otros virus respiratorios en infecciones
agudas del tracto respiratorio, influenza negativa, mediante PCR en tiempo real
con transcripcion inversa en caso de virus RNA.

- Relacionar la deteccién de EV-D68 con caracteristicas clinicas y demograficas
de la poblacién objeto de estudio.

- Determinar las relaciones filogenéticas con clados descritos a nivel mundial

analizando las secuencias del gen VP1 de EV-D68.
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IV MATERIALES Y METODOS

IV.1 Diseio general
Se realiz6 un estudio transversal de serie de casos de IRAG, no asociados a virus
Influenza.

IV.2 Muestras en estudio
Se analizaron 1966 muestras de hisopado/aspirado nasofaringeo mantenidas en
medio de transporte viral, provenientes de la vigilancia nacional de IRAG con RT-
PCR negativo para virus Influenza. Las muestras provienen de pacientes de
diferentes regiones del pais con diagnostico de IRAG y que fueron recibidas entre
los afios 2014 - 2016 en la seccion de Virus Respiratorios del Instituto de Salud
Publica (ISP). Este estudio fue aprobado por el comité Cientifico, del

Departamento de Asuntos Cientificos del Instituto de Salud publica.

Los criterios de inclusidon para ingresar al sistema de vigilancia establecidos por el

ISP se detallan a continuacion.

Criterios de inclusion:

Pacientes provenientes de hospitales del sistema publico, con diagnostico clinico
presuntivo de IRAG con antecedente de fiebre o fiebre medida = 38 C° y tos; con
inicio dentro de los ultimos 10 dias, y que requiere hospitalizacion. Los pacientes
que cumplen estos criterios se les toma una muestra de hisopado/aspirado
nasofaringeo para ser enviada al laboratorio de referencia nacional de virus

respiratorios (ISP- Santiago) en las primeras 72 horas posteriores a su colecta,
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con el volumen suficiente para las determinaciones a realizar, correctamente

identificada y transportada al laboratorio en un sistema de triple embalaje a 4°C.

Criterios de exclusion:
Toda muestra positiva para virus influenza, tanto A como B por RT-PCR ingresada

al sistema de vigilancia de IRAG.

IV.3 Diagnéstico de virus respiratorios

Las muestras ingresadas al protocolo de estudio se procesaron de la siguiente
manera. Se extrajo el material genético a partir de 600 ul de muestra de
hisopado/aspirado en medio de transporte viral; se adicion6 tampon lisis y se
procedié a la extraccion automatizada utilizando el equipo Nuclisens easy Mag
(Biomerieux). El volumen eluido fue de 120 ul. El acido nucleico extraido se
almacend a -80°C. A todas las muestras que forman parte de la vigilancia de virus
respiratorios, como se explico anteriormente, se les realizé la deteccién de virus
Influenza mediante RT-PCR utilizando el protocolo del CDC (CDC., 2009). Todas
las muestras negativas en la deteccion de virus Influenza, muestras del estudio,
fueron analizadas por RT-PCR o PCR en tiempo real para los siguientes virus
respiratorios:

- Virus respiratorio sincicial

- Adenovirus

- Metapneumovirus
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- Parainfluenza 1

- Parainfluenza 2

- Parainfluenza 3

- Rinovirus

- Bocavirus

- Coronavirus OC43

- Coronavirus NL63

Para la realizacion de cada RT-PCR o PCR se utilizaron los protocolos del CDC,
los partidores y sondas utilizados son de propiedad del CDC y no pueden ser
publicados, las sondas son de tipo tagman. Las secuencias de los partidores

corresponden a regiones conservadas de cada virus en estudio.

Para la mezcla de reaccién se utilizaron los estuches comerciales SuperScript® |l
Platinum® One-StepRT-PCR (Invitrogen) y AgPath ID (ThermoFisher). Las
mezclas se distribuyeron a razén de 20 uL por pocillo y 5 ul del extracto de acido
nucleico, en cada una de las mezclas de reaccion. Las reacciones de amplificacion
se realizaron en el equipo AppliedBiosystem real-time PCR systems modelo 7500
Fast (AppliedBioSystem) bajo las siguientes condiciones para la determinacion de
todos los virus: 50°C durante cinco minutos, 95°C por dos minutos, y 40 ciclos de
95°C por cinco segundos, 60°C por 30 segundos. El producto de la reaccion se
analizé a través del programa FastSystem SDS version 2.0.1. La emisién de la
fluorescencia se detectd al final de cada ciclo de la fase de amplificacion. A cada
muestra analizada del estudio se le realizé la deteccidén de ribonucleasa P, para la

validacion de la calidad de la muestra mediante PCR, reaccién previamente
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estandarizada en el laboratorio, segun protocolo CDC (CDC, 2009). Los

partidores y sondas empleados en este ensayo se muestran a continuacion:

Primerfor: AGATTTGGACCTGCGAGCG
Primerrev: GAGCGGCTGTCTCCACAAGT

Sonda: FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ1

Cada RT-PCR incluyé un control positivo y negativo en cada determinacion,
aportados por el CDC, ademas de los controles positivos y negativos de extraccion

y controles internos para cada muestra (CDC, 2009).

IV.3.1 DETECCION DE EV-D68

Para la deteccion del EV-D68, se empled un ensayo de RT-PCR, utilizando
partidores y sondas especificas para este serotipo publicadas previamente, que
amplifican una region especifica de la proteina VP1 del EV-D68 (CDC, 2014). Para
la preparacion de la mezcla de reaccion se utilizd el siguiente protocolo
previamente estandarizado, con las concentraciones finales en la reaccion: RT-
PCR Buffer 2X, partidor forward (10uM), partidor reverse (10 uM) y Sonda (5uM).
Se utilizd el estuche comercial SuperScript® Ill Platinum® One-Step RT-PCR

(Invitrogen).
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Para la amplificacién y deteccion se empled el mismo equipo y programa descrito
anteriormente. Los partidores y sondas empleados en este ensayo se muestran a

continuacion:

Primerfor: CAAACTCGCACAGTGATAAAYCARCAZ’
Primerrev: 5GTATTATTACTACTACCATTCACNGCNAC?Z’

Sonda: 5° FAMGTCCATTTGAAAAAGTTCTTGTCBHQ1 3

Para la interpretacién de los resultados obtenidos en los ensayos de PCR se
emplearon los siguientes criterios aportados por el CDC:

- Muestra negativa: No se visualiza curva de progresion de fluorescencia por sobre
la linea de base durante la reaccion de amplificacion.

- Muestra positiva: Se visualiza curva de fluorescencia por sobre la linea de base
con un valor de Ct< 37.

Las muestras con valores de Ct > 37, con curvas de fluorescencia sigmoideas se
enviaron a secuenciar para la determinacion de EV-D68 para corroborar

positividad.

IV.4 RECOLECCION, PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos clinicos (sintomatologia, dias de hospitalizacién y comorbilidades) y
demograficos (procedencia, edad, género) se tomaron de la base de datos online:

“Vigilancia Virologica de influenza y otros virus respiratorios en Las Américas”. El
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acceso a esta base de datos esta permitido solo a los laboratorios de referencia de
vigilancia de influenza y otros virus respiratorios (Seccion Virus respiratorios —
ISP). Dichos datos fueron exportados a una hoja de datos en Microsoft Excel para
el analisis posterior. Para determinar la posible relacion de los EV-D68 segun las
caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion objeto de estudio, se aplico
la prueba Chi-Cuadrado de Pearson utilizando el programa SPSS. Se
consideraron valores significativos de p<0.05 con un Intervalo de confianza (IC) de

un 95 %.

IV.5 GENOTIPIFICACION Y ANALISIS FILOGENETICO

Todas las muestras positivas para EV-D68 se secuenciaron. Esta secuenciacion
se realiz6 en el equipo Abi3130 en el subdepartamento de Genética molecular del
ISP. Los partidores utilizados en el secuenciamiento de EV-D68 fueron de

creacion propia dirigidos a la region VP1:

EVD68 VP1F GAAGCCATACAAACTCGCAC

EVD68 VP1IR TGGTTTATTCCATACAGACC

Las secuencias obtenidas fueron comparadas y alineadas con el programa Clustal
X. La comparacion nucleotidica se realizdé con la cepa de referencia US/MO/14-
18950, que fue la primera cepa aislada del brote en EE.UU en el afo 2014. Las
relaciones filogenéticas se basaron en la secuencia de nucledtidos de la region

VP1. El arbol filogenético se construyé con el modelo de maxima verosimilitud y
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con valores de bootstrap calculados a partir de 1000 arboles utilizando el

programa computacional MEGADS.
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V RESULTADOS

V.1. Caracterizacion de muestras incluidas en el estudio

En el periodo comprendido entre enero del 2014 y diciembre del afio 2016, como
parte de la vigilancia de laboratorio de las IRAG se estudiaron un total de 1966
muestras clinicas respiratorias, tanto aspirados como hisopados nasofaringeos,
procedentes de pacientes con edades comprendidas entre 3 dias y 104 afos de

edad con diagnéstico clinico de IRAG, influenza negativo.

Los antecedentes demograficos de rangos de edades y género de los pacientes

cuyas muestras se incorporaron al estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1.-Distribucién por edad, género y afio de ingreso de los pacientes que se

incorporaron al estudio.

M (34;54,8%)
F (28;45,2%)
M (15:68,2%)
F (7:31,8%)
Subtotal n anual (% del =15 afios  (308;78,5%) M (162;52,5%)

<5afios (62;15,8%)
2014 5—15afios (22;5,7%)

total) 392 (19,9%) F (126:47,5%)

<5Safios  (422;48,7%) M (249;59,1%)
F (173;40,9%)
5—15afos (27;3,1%) M (14;51,8%)
F (13;48,23%)
M (236;57,6%)
F (180;43,4%)
<Safios  (455;64,1%) M (217;47,6%)

2015

Subtotal n anual (% del .
total] 865 (43,9%) =15 afios  (416;48,2%)

F (238;52,4%)
5—15afios ([24;3,3%) M (19;79,2%)
2016
F (5:20,8%)
Subtotal n anual (% del »15afios  (230;32,6%) M (134;58,2%)
total) 709 (36,2%) F (9641,8%)

21



Los antecedentes geograficos de los pacientes cuyas muestras se incorporaron al

estudio se muestran en el Grafico 1.

Grafico 1.-Distribucion por region de procedencia de los pacientes estudiados
entre los afios 2014 — 2016.
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V.2. Deteccion de EV-D68 en las muestras incorporadas al estudio

La aplicacion del ensayo de RT-PCR para el diagndstico especifico de EV-D68 a

la totalidad de las muestras permitio identificar 15 muestras positivas a este
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agente durante el periodo de estudio, representando el 0,76% entre el total de
muestras. El afio mas significativo respecto a la circulacion de EV-D68 en nuestro
pais fue durante el brote del 2014, ya que del total de muestras analizadas
(n=392), 13 resultaron positivas representando el 3,3% de las muestras
estudiadas durante ese afo.

Los valores de ciclo umbral (Cts, threshold point) para estas muestras positivas se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2.- Valores de Cts en las muestras positivas para EV-D68 detectadas en el

estudio

Numero muestra Cts
1 26,3
2 28,5
3 31,3
4 35,3
5 29,6
6 38,5
7 25,6
8 33,4
9 32,4
10 39,2
11 35,3
12 32,7
13 31,0
14 29,8
15 27,3
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En dos de las muestras se obtuvieron valores de Cts mayores a 37, por lo que se
enviaron a secuenciar para confirmar positividad a EV-D68. Cabe recordar que
todas las muestras positivas a EV-D68 correspondian a muestras de aspirado
nasofaringeo, por lo cual no se puede establecer una comparacién entre los Cts

de muestra de aspirado versus los hisopados para casos positivos de EV-D68.

Un antecedente importante respecto a estas 13 muestras positivas a EV-D68 es
que provenian de un mismo centro asistencial en la X region. De ese centro se
analizaron un total de 29 muestras durante el 2014, resultando en una positividad
para la X region de un 44% para EV-D68 durante el aio del brote.

Del total de muestras analizadas el 87% correspondieron a muestras de aspirado
nasofaringeo, dentro de las cuales se destacan las 15 muestras positivas para EV-

D68.

V.3. Co-infecciones y caracteristicas clinicas de los pacientes EV-D68

positivos

En el grafico 2 se observa la distribucion de muestras negativas para cualquier
infeccidn viral respiratoria, muestras positivas para otros virus respiratorios
(respiratorio sincicial, parainfluenza 1,2,3, adenovirus, metapneumovirus, rinovirus,
bocavirus, coronavirus OC-43 y NL-63) y muestras positivas para EV-D68 por mes

durante el estudio.
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Grafico 2: Distribucién mensual de resultados de las muestras analizadas durante
el estudio comprendido durante los afos 2014 — 2016. Las barras azules
corresponden a resultados de pacientes que presentaron una RT-PCR negativa
para los agentes virales en estudio. Las barras grises corresponden a los
resultados de pacientes que presentaron una RT-PCR positiva a otros virus
respiratorios (OVR), distinto de EV-D68. Las barras rojas (*) corresponden a
resultados positivos de pacientes con EV-D68.

El intervalo de dias desde el inicio de los sintomas y la toma de muestra de los 15
pacientes positivos para EV-D68 fue de 0 — 1 dia. De los 15 pacientes, 6
presentaron co-infecciones asociadas al cuadro clinico de IRAG, 1 de ellos una
confeccion doble ademas de EV-D68 (+).

Las caracteristicas clinicas, demograficas y epidemioldgicas de los pacientes con

EV-D68 positivos, se detallan en la tabla 3:
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7 anos 07/10/2014 F 3ucl OBESIDAD IMC 30-40  Décima
2 2 anos 09/10/2014 F 1 ASMA Décima VRS
3 9 anos 03/10/2014 M 14 HOSP/8 UCI ASMA Décima
4 9 anos 06/10/2014 M 1 S/C Décima
5 3 afos 07/10/2014 F 2 ASMA Décima HMPV/HRV
6 8 anos 08/10/2014 M 2 ASMA Décima
7 9 meses  27/10/2014 E 4 EPC-ERC Décima
8 1 ano 29/10/2014 F 6 S/C Décima ADV
9 7 anos 24/10/2014 F 5 S/C Décima
10 1 ano 27/10/2014 M 4 ASMA Décima ADV
1" 10 meses  22/10/2014 F 4 S/C Décima PI3
12 37 anos 21/10/2014 F 5 EMBARAZO Décima HBoV
13 5 afos 23/10/2014 F 6 S/C Décima
14 56 afios  15/06/2015 M 2 S/C Décima
15 3 anos 24/03/2016 M = S/A Quinta

Tabla 3.- Caracteristicas clinicas, demograficas y epidemioldgicas de pacientes
con EV-D68 (+), Enero 2014 — Diciembre 2016. UCI (Unidad de cuidados
intensivos), S/C (Sin comorbilidad), S/A (Sin Antecedentes), EPC (Enfermedad
pulmonar crénica), ERC (Enfermedad renal crénica), VRS (Virus Respiratorio
Sincicial), HMPV (Metapneumovirus), HRV (Rinovirus), ADV (Adenovirus), PI3

(Parainfluenza 3), HBoV (Bocavirus).

La distribucién geografica (Grafico1) del total de muestras analizadas nos muestra
que durante el afo 2014, el 84.4% de las muestras provenian de la Region
metropolitana y sélo el 7,3% provenian de la X region, en la cual se detectaron los

13 casos de EV-D68.
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V.4 Analisis filogenético:

Todas las muestras positivas para EV-D68 se secuenciaron considerando 742
nucledtidos del gen VP1.

El analisis filogenético de las 14 muestras positivas obtenidas en los afios 2014 y
2015, confirmé que pertenecian al clado B, subclado B1, en comparacién con las
secuencias de referencia del primer aislado del brote en EE.UU. Por otro lado, el
aislado positivo detectado durante el 2016 pertenecia al subclado B3, el cual
circulé mundialmente durante ese afo. En la figura 3 se muestran las relaciones
filogenéticas de los aislados que se obtuvo en este estudio y los aislados a nivel
mundial con sus respectivos clados.

En el analisis de las secuencias de las 15 muestras, se detectdé que dos del afo
2014 presentaron mutaciones en la proteina VP1. Estas muestras correspondian a
dos pacientes que estuvieron hospitalizados en UCI. Las mutaciones detectadas
fueron N408S y R210K. Segun lo reportado en la literatura (Brown, 2014)
mutaciones en la proteina VP1, podrian ser causante de cuadros respiratorios mas

graves, que aquellas que conservan la VP1 sin mutaciones.
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Figura 3.- Arbol filogenético construido basado en el modelo de méaxima
verosimilitud, con valores de bootstrap calculados a partir de 1000 arboles.

® Muestras analizadas en este estudio de pacientes EV-D68 (+). Las cepas con las
cuales se construy6 el arbol pertenecen a las cepas tipo aisladas para los
diferentes clados.
Para la construccion del subclado B1, se tomaron como referencia solo cepas
americanas provenientes de México, EE.UU, Haiti, Canada. Para la construccion
del subclado B3, se tomaron como referencia solo cepas provenientes de aislados
en EE.UU durante el 2016. Para el subclado B2 se tom6 como referencia la cepa
aislada en EE.UU durante el 2014, asi mismo con los clados D y A. Para el clado
C, se tomd6 como referencia la cepa aislada en EE.UU durante el afio 2009. La

cepa Fermon corresponde a la primera cepa aislada de EV-D68 en el ano 1962.
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VI DISCUSION

Las IRAG son la causa principal del uso de los servicios de salud a nivel mundial,
particularmente en los lactantes y en los nifios menores de 5 afos de edad en los
paises en vias de desarrollo. Anualmente se le atribuyen 3,5 millones de muertes
a nivel mundial (OMS, 2004). Aunque son varios los agentes etiologicos
involucrados, los virus son diagnosticados con mayor frecuencia en este tipo de
infeccion (Brunstein, 2008). Entre ellos, uno de los agentes virales mas comunes
son los enterovirus, Los enterovirus no polio son responsables de un gran numero
de enfermedades muy frecuentes en los nifios y en los recién nacidos, con una
gran variabilidad de cuadros clinicos dentro de las que se encuentran las
infecciones agudas del tracto respiratorio: resfriado comun, faringitis, bronquiolitis,
neumonia, entre otras. En la literatura se publican porcentajes variables sobre la
frecuencia de los Enterovirus en la etiologia de las IRA que oscilan entre 1-36%
(Meijer, 2014, Bragstad, 2015). Aunque en todos los estudios se utilizan diferentes
ensayos de RT-PCR para el diagndstico y algunos confirman mediante
secuenciacion nucleotidica, el disefio de los mismos difiere en cuanto al periodo y
a los grupos de edades, por lo que se hace dificil establecer comparaciones.

La identificacion esporadica de los Enterovirus asociados a las IRA en el mundo,
se debe a que las muestras respiratorias no son examinadas rutinariamente para
estos virus y varios ensayos de diagndstico molecular especificos para rinovirus,
muestran reactividad para la identificacion de enterovirus.

Ademas el hecho que los sistemas de vigilancia para Enterovirus estan

focalizados en el estudio de las muestras de heces y liquido cefalorraquideo, ya
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que son los causantes de la poliomielitis, la cual se vigila a nivel mundial. En este
tipo de muestras no es posible detectar la mayoria de los patdgenos respiratorios,
por lo cual se subestima su participacién en cuadros de IRAG.

Estos aspectos pudieran estar contribuyendo a una subestimacion del papel
patogénico de EV-D68 en la etiologia de diferentes tipos de IRA, ya que solo
después del brote del 2014 se comenzd a pesquisar a nivel mundial por los
cuadros graves que causaba en los pacientes. En nuestro estudio detectamos una
frecuencia de 0.76% de casos totales positivos de EV-D68 asociados a IRAG.
Siendo relevante lo que se presento durante el 2014, con una frecuencia de 3.76%
reportada ese ano, durante el brote mundial.

Histéricamente, EV-D68 se ha detectado de forma esporadica, por lo que
anteriormente se le dio menos prioridad en la vigilancia de rutina por agencias
nacionales e internacionales de salud publica. El estudio de diferentes brotes del
EV-D68, entre 1962 y 2014, demostro la infrecuente aparicién y propagacion del
virus y la presencia de clados y subclados, con el reporte de los tres clados de EV-
D68 en China, Italia, Japon, Holanda y los Estados Unidos.

En Chile, existe s6lo un dato publicado sobre la circulacion de EV-D68 (Torres,
2015) en 2 pacientes pediatricos, de 7 y 9 afios, en Santiago, ambos con
antecedentes de asma, quienes cursaron con una infeccion respiratoria aguda por
EV-D68 por la que permanecieron hospitalizados, en promedio, 7 dias con
requerimientos de oxigeno. En ninguno se detecté co-infeccion con otro agente
viral. A nivel de laboratorio local, la PCR fue positiva para enterovirus/rinovirus,
puesto que la técnica de PCR multiplex utilizada no diferencia entre estos dos

virus. Las muestras positivas fueron enviadas al CDC donde se confirmé EV-D68 y
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se realiz6 su secuenciamiento. El analisis filogenético de la proteina VP1 de
ambas cepas reveld que ambos virus correspondian al clado B, a la cepa principal

del brote en EE.UU el 2014.

En nuestro estudio, detectamos 15 muestras EV-D68 positivas de las cuales las
detectadas durante el periodo 2014 y 2015 pertenecian al subclado B1, el cual
estaba circulando en el mundo en ese periodo. Los laboratorios de EE.UU bajo el
Sistema Nacional de Vigilancia de Enterovirus no reportaron ningun caso de EV-
D68 durante el afio 2015 asociado a cuadro respiratorio grave.

La muestra positiva detectada durante el 2016 en nuestro estudio, pertenecia al
subclado B3. Durante ese afo, solo 4 paises detectaron EV-D68: EE.UU (s6lo en
Nueva York), Dinamarca, Suecia y Holanda.

Independiente del tipo de clado que esté circulando a nivel mundial, son pocos los
casos reportados de EV-D68 en adultos inmunocompetentes o sin ninguna co-
morbilidad asociada, ya que segun estudios de anticuerpos neutralizantes
realizados en Finlandia en personas adultas, cerca del 90% presentaron
anticuerpos contra EV-D68. En nuestra experiencia, detectamos dos adultos. Uno
de ellos era de 56 anos, género masculino sin ninguna co-morbilidad asociada y
sin co-infeccion con otro agente viral cursando con una IRAG asociada a EV-D68,
especificamente correspondiente al sublado B1. El otro caso fue una mujer de 37
afos con antecedente de embarazo, en la cual detectamos una co-infeccién con

Bocavirus. Ambos permanecieron hospitalizados un promedio de 3 dias.
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Como se describe en la literatura la mayoria de las infecciones por EV-D68 se
presenta en nifos, al igual que en nuestro estudio donde el mayor porcentaje de
los pacientes EV-D68 (+) fueron pediatricos (87%). La mayor susceptibilidad a la
infeccidn de la poblacién pediatrica se deberia posiblemente a que los nifios no
tendrian la inmunidad que poseen los adultos frente a este agente y estarian mas
propensos a desarrollar cuadros graves de IRAG. Hubo dos nifilos menores de 1
afo, estos dos ultimos casos estuvieron un promedio de 4 dias hospitalizados.
Uno de ellos no tenia antecedentes de co-morbilidades asociadas y presentd una
co-infeccion con parainfluenza 3. El segundo caso corresponde a una nifia de 9
meses con antecedentes de enfermedad renal cronica y enfermedad pulmonar
cronica, en la que no se detectd co-infeccion, solo EV-D68.

La literatura reporta que pacientes con enfermedades respiratorias de base, ya
sea asma, enfermedad obstructiva cronica o inmunosupresion, tendrian una
elevada susceptibilidad a la infeccion por EV-D68 y a desarrollar una
sintomatologia mas prolongada que aquellos que no poseen tales co-morbilidades.
En nuestro estudio del total de casos positivos de EV-D68, el 33 % de los
pacientes tenia como antecedentes asma, de los cuales 3 casos presentaron co-
infeccion con otro agente viral (virus respiratorio sincicial y adenovirus) y un caso
presentd una doble infeccion ademas de EV-D68 con metapneumovirus vy
rinovirus. A pesar de lo descrito en la literatura, en nuestra experiencia estos
pacientes con co-morbilidades asociadas estuvieron el mismo promedio de dias
hospitalizados que aquellos que no las presentaban y no cursaron con un cuadro

mas grave que los demas.
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Ademas de la presencia de co-morbilidades en los pacientes que podrian generar
cuadros mas graves de infecciones respiratorias, existen otros factores asociados
a caracteristicas propias del viridn, que contribuirian a generar cuadros clinicos
mas grave, como las mutaciones en la proteina VP1. Se sabe que mutaciones en
el bolsillo hidrofébico, especificamente en los loops BC y DE, generarian cuadros
respiratorios mas graves. Esto se podria asociar a la capacidad que tiene VP1 de
unirse al ligando celular al momento de la infeccion celular, y una VP1 con

mutaciones podria tener mayor afinidad por los receptores celulares.

En concordancia con esto, dos de los casos detectados en nuestro estudio
presentaron mutaciones en VP1 (N408S y R210K), los cuales fueron los unicos
pacientes que tuvieron que ser internados en UCI: uno de 7 afnos de género
femenino con obesidad (IMC 30-40) como co-morbilidad y deteccion de co-
infeccion por otro agente. El otro caso fue un nifio de 9 afios con antecedentes de
asma, el cual permanecio 14 dias hospitalizado, mas 8 dias en UCI sin presentar
co-infeccion por otro agente. Si bien ambos pacientes presentaban comorbilidades
que pueden influir en la evolucién de la enfermedad, es llamativo que sdlo en
estos dos casos los virus detectados tenian mutaciones en VP1, lo que debiera
ser estudiado con mayor profundidad para la asociacion de EV-D68 con las IRAG

en estos casos.

En nuestro estudio no podemos discriminar en que parte especifica de la
estructura proteica de VP1 se encuentran las mutaciones detectadas. Sin

embargo, en la literatura (Eshaghi, 2017) esta reportado que el gen de VP1

34



presenta alrededor de 1500 bases y codifica una proteina de 500 aminoacidos,
dentro de los cuales el bolsillo hidrofébico se ubicaria en la posicion 250 a 430
bases. Este antecedente sugiere que las mutaciones detectadas, N408S y R210K
podrian alterar esta region de VP1 y, por ende, las interacciones de esta proteina

con ligandos celulares.

Después del brote del 2014, solo se han encontrado casos aislados de EV-D68
asociados a IRAG. Entre los anos 2015 y 2016, la circulacion y notificacion de EV-
D68 fue baja a nivel mundial, reportandose pequefios brotes. Estos antecedentes
a nivel mundial se condicen con la realidad en Chile, ya que detectamos 2 casos
durante esos dos afios de baja circulacion de EV-D68 en el mundo.

Puesto que los nifios tienen una mayor tasa replicativa de EV-D68 que los adultos
(Rahamat, 2011), esperabamos menores Cts en los pacientes pediatricos, pero
nuestros resultados muestran que los Cts no fueron significativamente distintos
entre los pacientes pediatricos y los adultos. Esto puede deberse a la falta de
muestras de pacientes adultos para sustentar dichos Cts, ya que solo se

detectaron dos casos positivos en este grupo.

De acuerdo al analisis del tipo de muestra del total de muestras positivas a EV-
D68, todas corresponden a aspirados nasofaringeos, lo cual es esperable, ya que
en la literatura se establece como el mejor tipo de muestra respiratoria, sobre todo

en pacientes pediatricos.
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Analizando la estacionalidad de las IRAG por EV-D68, se reportd que en el brote
del 2014 en EE.UU, los meses de positividad fueron octubre a diciembre y durante
el 2016 entre julio y octubre, correspondiendo ambos brotes a las estaciones de
verano — otofio. En nuestro estudio detectamos EV-D68 en octubre del afio 2014,
en junio del afno 2015 y en marzo del 2016, por lo que al igual que para algunos
virus respiratorios hay circulacion esporadica durante el afo. Por lo cual se
requiere mayor informacién y un mayor numero de afos de estudio para

determinar la estacionalidad del virus en nuestro pais.

Ademas de los cuadros de IRA grave asociados a EV-D68, la deteccion de 120
casos de paralisis flacida aguda asociada a este virus en EE.UU durante el brote
mundial del 2014, puso en alerta a nivel mundial la vigilancia de EV-D68 como
posible causante de cuadros neurolégicos tipo poliomielitis. Con estos
antecedentes se intensifico la vigilancia en los paises que presentaron brotes de
IRAG asociados a EV-D68, Hasta la fecha, se han reportado casos de paralisis
flacida en Francia, Holanda, Canada, Japén, ltalia, Espafa, Alemania, Suecia,
Irlanda, Noruega y Argentina. Adicionalmente, se han informado casos de Mielitis
flacida aguda (MFA) en Argentina (Ruggieri, 2017), por lo que la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), emitié una alerta epidemiolégica en el pasado
mes de noviembre, describiendo los pasos a seguir ante la sospecha de Mielitis
flacida aguda asociada a EV-D68. Esto incluye la obtencion de una muestra
respiratoria y la realizacidn de una resonancia magnética nuclear de columna

vertebral.en casos de firme presuncion de mielitis flacida aguda.
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En nuestro estudio no se han registrado sintomas de enfermedad neuroldgica o
paralisis para estos pacientes, y no se ha establecido hasta la fecha ningun
vinculo causal entre la infeccién por EV-D68 y la enfermedad neuroldgica en
nuestro pais. Esto se explicaria porque se analizaron registros puntuales de los
pacientes, sin seguimiento, en el tiempo, lo que no permite visualizar las
alteraciones neuroldgicas que pudiesen presentar los pacientes meses después
del cuadro respiratorio. Por esto se requiere ampliar la vigilancia de EV-D68 a las
muestras de paralisis flacida, solicitando una muestra respiratoria junto con la
muestra de deposiciones que se indica en esta vigilancia, para evaluar el posible
nexo de este virus con cuadros neuroldgicos en nuestro pais.

En definitiva, los resultados de este estudio, al igual que lo publicado previamente
por Torres durante el 2015, confirman la circulaciéon de EV-D68 en nuestro pais y

avalan la necesidad de su busqueda diferenciada.
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VIl CONCLUSIONES

Enterovirus D-68 circula en casos de cuadros respiratorios agudos graves
en nuestro pais.

EV-D68 se detecta tanto en nifios como en adultos con IRAG.

La baja deteccion de EV-D68 detectada en este estudio (0.76%) no justifica
una vigilancia activa de este virus respiratorio.

La co-infeccion de EV-D68 con otros virus respiratorios es frecuente en
pacientes con IRAG (40%)

EV-D68 detectados en pacientes con IRAG en Chile pertenecen al clado B,
en concordancia con lo que circula a nivel mundial desde 2014.

La deteccion temporal y regional de EV-D68 sugiere que en Chile se

presentan casos esporadicos y en brote por este virus.
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