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Resumen:

Los analisis virologicos de aguas superficiales son esenciales para evaluar el potencial
riesgo de infeccion y eficiencia de procesos de desinfeccion y tratamiento de aguas
residuales. La identificacion y clasificacion mediante técnicas de biologia molecular de
Rotavirus (RV), Norovirus (NV) y Enterovirus (EV), permiten determinar el grado de
contaminacion de las aguas y aportar datos epidemiolégicos al pais y la region. Los
RV, NV, EV, causan diarreas y son vertidos directamente al rio en altos titulos a través
de las redes cloacales. La via de transmision de estos agentes es “fecal-oral” y
persisten activos en el ambiente durante dias e incluso meses bajo condiciones
adversas; teniendo la capacidad de infectar a un nuevo huésped con solo 10 particulas
virales. Los EV pertenecen a la familia Picornaviridae, poseen un genoma ARN simple
hebra de sentido positivo y una elevada variabilidad genética y carecen de envoltura.
Se transmiten por contacto persona-persona, ingestion de agua o alimentos
contaminados. Los Rotavirus (RV) pertenecen a la familia Reoviridae, poseen un
gendma constituido por 11 segmentos de ARN de doble hebra y una elevada
variabilidad genética. Los RV del grupo A (RVA) son el principal agente etioldgico
causante de diarreas severas en los nifios menores de cinco afios de edad en todo el
mundo. Los Norovirus (NV) pertenecen a la familia Calciviridae, son virus desnudos,
cuyo genoma esta constituido de una unica molécula de ARN de sentido positivo.
Poseen un muy elevado grado de variabilidad genética producto de mutaciones y
recombinacion genética. Se clasifican en 5 genogrupos, y cada uno de ellos posee un
namero creciente de genotipos. Son el agente causal mas importante de brotes de
gastroenteritis afectando a todas las franjas etarias.

Recientemente estudios desarrollados en paises de la region y otros, han demostrado
la circulaciéon de RVA, NV y EV en aguas residuales que son vertidas a rios. Sin
embargo, en nuestro pais no existen al dia de hoy datos que determinen el grado de
contaminacion de nuestros principales cursos de agua, ni tampoco una correlacion
entre las estirpes que afectan las distintas poblaciones y las que se encuentran en el

ambiente.



El objetivo general del presente estudio fue determinar por primera vez la presencia de
RVA, NV y EV, en cuatro puntos de colecta sobre el rio Uruguay, durante el periodo de
un afio, donde se eliminan aguas residuales: Fray Bentos (33° 7'8.95"S
58°20'3.38"0), Paysandu (32°19'38.38"S  58° 6'3.83"0), Salto (31°23'45.97"S
57°58'57.70"0) y Bella Union (30°16'3.55"S 57°36'15.83"0). Los objetivos especificos
fueron: 1) Desarrollo de metodologias para concentracion de virus en aguas; 2)
implementacion de las técnicas de transcripcion reversa (RT) y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion y cuantificacion de RVA, NV y EV; 3) Luego
documentar la prevalencia de RVA, NV y EV en distintos puntos altamente poblados
del rio Uruguay; 4) realizar estudios filogenéticos para RVA y NV, a fin de conocer las
estirpes que circulan durante cada periodo estacional, establecer su genotipo o la
existencia de nuevas variantes genéticas.

Se realizé un muestreo durante el periodo de un afio, de manera quincenal; desde
marzo de 2011 a febrero de 2012. Fue optimizada la metodologia de ultracentrifugacion

para realizar la concentracion viral a partir de muestras de aguas residuales.

La utilizacion del fago PP7 como control interno fue adecuada para validar: la
concentracion viral por la técnica de ultracentrifugacion, la extracciéon de ARN y la
respectiva RT-PCR.

Fueron estandarizadas las metodologias de deteccién y cuantificacion de RVA, NV.
Fueron estandarizadas las metodologias cuantificacién de EV. Fue observada, por
primera vez en el Rio Uruguay, una amplia circulacién de virus entéricos: RVA, NV y
EV, estando presentes en la mayoria de las colectas, principalmente en Paysandu.

RVA fue el mas prevalente, con 48,5 %, seguido de EV con un 41,6%; de NVGII con un
39, 4% y finalmente NV GI con solo 21%.

El presente estudio es el primer reporte que demuestra el alto grado de contaminacion de
aguas residuales por los RVA, NV y EV vertidas directamente sobre el rio Uruguay
evidenciando el riesgo de infeccién de las personas que entran en contacto directo con las

aguas de este rio ya sea para recreacion o consumo.

Palabras-clave: Rio Uruguay, Epidemiologia, Virus Gastroentéricos, Virologia Ambiental
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Abreviaturas

aa Aminoacidos

ADN Acido Desoxirribonucleico

ADNc Acido Desoxirribonucleico copia

AdV Adenovirus

AIC Criterio informativo de Akaike

AsV Astrovirus

ARN Acido Ribonucleico

ARNm Acido Ribonucleico mensajero
DEPC Dietilpirocarbonato

DINAMA Direcciéon Nacional de Medio Ambiente
dNTPs Desoxinucleotidos trifosfato

EV Enterovirus

HAV Virus de la Hepatitis A

ICC-PCR Cultivo celular integrado a PCR (Integrated Cell Culture- PCR)
Kb Kilobases

KDa Kilodalton

M Molar

mM  Milimolar

min Minutos

NCR Region no codificante

nm Nanometro

NV Norovirus

NSP Non Structural Protein

ORF Marco Abierto de Lectura (Open Reading Frame)
OSE Obras Sanitarias del Estado

gPCR PCR en tiempo real

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PVC Parvovirus Canino

PV Poliovius

RT Transcripcibn Reversa

RVA Rotavirus tipo A

VPs Viral Proteins



1- INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El agua es una sustancia esencial para la existencia de la vida en la Tierra. Debido a
sus caracteristicas fisico-quimicas permite la difusion de sustancias, organismos y
microorganismos., las/los cuales pueden generar un riesgo para la salud humana,
animal y vegetal. A nivel mundial, las enfermedades infecciosas en humanos
asociadas con el agua son una causa importante de morbilidad y mortalidad (figura 1)
(Lewin et al., 2007; Fenwick A et al., 2006; Murray et al., 1997). Algunos estudios han
estimado a nivel global que el 4 % de las muertes y el 5,7% de la tasa mundial de
morbilidad eran atribuibles a un pequefio subconjunto de enfermedades causadas por
agentes infecciosos relacionados con el agua, saneamiento e higiene tales como:
diarreas, esquistosomiasis, tracoma, ascariasis, tricuriasis y anquilostomiasis (Lewin et
al., 2007; Kosek et al., 2003; Pruss et al., 2002). Existen aproximadamente 1400
especies de organismos infecciosos patdogenos que afectan la salud de nuestra
especie, de los cuales 348 son vehiculizados por via hidrica causando 115
enfermedades diferentes. Su distribucion a nivel global permanece ampliamente
inexplorada (Taylor et al., 2001)
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Figura 1- Distribucion de brotes reportados de enfermedades de transmision y dispersion hidrica
desde 1991 a 2008(Adaptado: Yang et al., 2012).

Paralelamente, se ha creado una concientizacion a nivel mundial sobre el impacto
creciente en la salud humana, medido a través de su morbilidad y mortalidad, de
enfermedades producidas por la baja calidad sanitaria del agua de consumo. Mas de



2.2 millones de personas mueren anualmente debido a las mencionadas causas,
principalmente en paises en desarrollo (Miagostovich et al., 2008).

El agua puede contaminarse con diversos patdgenos provenientes de heces de origen
humano y/o animales, las cuales son eliminadas a través de diversas fuentes: vertido
de efluentes desde plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas, aguas
residuales de centros de cria intensiva de ganado, escorrentia agricola y urbana,
infraestructuras de recoleccion de aguas residuales y sistemas sépticos defectuosos o
en mal estado (EPA, 2005). Luego de producida la contaminacion del agua, el ser
humano se puede infectar a través de diferentes vias: consumo directo de agua,
actividades recreativas, consumo de alimentos sin procesar tales como mariscos, frutas
y vegetales contaminados a través del riego (Reynolds et al., 2008; Sair et al., 2002).

La diarrea causa 1.3 millones de muertes en nifios menores de 5 afios de edad cada
afio (Black et al., 2010). Paises en el sur de Asia y de Africa-subsahariana tienen altas
tasas de mortalidad causadas por esta enfermedad. La Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) pretende reducir la tasa de mortalidad infantil en dos tercios hacia 2015.
En los paises en desarrollo la transmisién de los patdgenos se produce principalmente
a través de la ingesta de alimentos o agua de consumo contaminadas, siendo los
responsables directos de la mayoria de las enfermedades las bacterias y virus
(Podewils et al., 2004). Los nifios menores de 5 afios de edad en estos paises tienen
una media de tres episodios de diarrea al afio (Kosek et al., 2003; Santosham et al.,
2011).

Los virus entéricos humanos infectan y se replican en toda la extension del tracto
gastrointestinal. Los virus entéricos de gran importancia para la salud humana son:
Adenovirus (AdV), Astrovirus (AsV), Norovirus (NV), Virus de HepatitisE (HEV),
Parvovirus Canino (PVC) (Phan etal., 2012), Enterovirus ((EV) Coxsackie virus,
Echovirus y Poliovirus), Virus de la Hepatitis A (HAV) y Rotavirus A (RVA)  (Carter
2005; Bosch et al., 1998). Los pacientes que sufren de gastroenteritis o hepatitis viral
pueden excretar de 10° a 10! particulas virales por gramo de heces. Por lo tanto, las
concentraciones de virus entéricos en aguas no tratadas contaminadas con materia
fecal frecuentemente son muy elevadas y teniendo en cuenta que la dosis infectante de
estos virus es muy baja, la probabilidad que tienen de dispersarse e infectar un
individuo susceptible es realmente alta (Li et al., 1998; Okoh et al., 2010).

Algunos de los virus mencionados logran estar presentes incluso luego del
procesamiento de las aguas residuales en una planta de tratamiento. Los procesos de
tratamiento de aguas residuales tales como: lodos activados, lagunas de oxidacion,
tratamiento con carbon activado, filtracion, coagulacion con cal y cloracion, eliminan
entre 50% y 90% de los virus presentes en las aguas residuales (Cloete et al., 1998),
permitiendo asi que una carga viral significativa sea liberada en los efluentes (Okoh et
al., 2010) .



En la region existen importantes antecedentes de deteccion de RVA, NV y EV en aguas
residuales. En la ciudad de San Pablo, Brasil, en el afio 1993 (Mehnert et al., 1993), se
realizé el primer estudio de la region donde detectaron RVA en 20% y 34% de las
muestras de desagles de hogares y arroyos, respectivamente. Posteriormente, en la
ciudad de Manaos, Brasil, (Miagostovich et al., 2008) se estudié la contaminacién por
virus entéricos en riachuelos utilizados para recreacion por los habitantes de la zona. El
44% de las muestras fueron positivas para RVA, seguido de porcentajes menores por
AdV y NV. Interesantemente, en la mayoria de estas aguas contaminadas por virus
entéricos no fue evidenciada la contaminacion fecal por medio de los indicadores
bacterianos. En un estudio realizado en 2009 se evalud la presencia de NV en
afluentes y efluentes de una planta de tratamiento de aguas residuales en la ciudad de
Rio de Janeiro, Brasil. Estos virus fueron detectados en 53% de las muestras
analizadas, tanto en la entrada como en la salida de la planta, comprobando asi la baja
remocion viral realizada por los métodos de tratamiento de aguas residuales (Victoria et
al., 2010). Con respecto a los EV, en 1998, en la ciudad de Tucuman, Argentina, se
analizaron muestras de barro residual de una planta de tratamiento de aguas
residuales detectando EV en cultivo celular en 5 de 12 muestras analizadas (42%),
(Caillou et al., 1998).

En la ciudad de Cordoba, Argentina, se realiz6 un estudio que permitid6 determinar la
circulacion de Poliovirus (PV) en el ambiente mediante la recoleccién semanal de
muestras de agua residual en poblaciones con vacuna oral (OPV) y vacuna inactivada
(IPV) por el periodo de un afio (Mueller et al., 2009). Previamente, en 1991 en
Colombia, fue detectado el PV tipo 1 salvaje en el 21% de las muestras de aguas
residuales de la ciudad de Cartagena (Tambini et al., 1993). Luego en 2006, también
en Colombia, en la ciudad de Armenia, se realiz6 un amplio estudio en muestras de
agua residual de un acueducto asociado a una poblacién de 350000 habitantes
(Gonzalez et al., 2006). Detectaron Poliovirus tipo 1 y 3 vacunal en 83% de las
muestras analizadas. En cuanto a los trabajos realizados en Brasil, existe poca
informacion sobre la deteccion ambiental de EV. En 2010, en la ciudad de
Floriandpolis, se detectd PV en 92% de las muestras de lodo residual activo y en
efluentes tratados en una planta de tratamiento de agua residual (Schlindwein et al.,
2010). En el mismo afio, EV fue detectado en 64% de las muestras de agua del Arroyo
Dilavio en la ciudad de Porto Alegre (Vecchia et al., 2012).

El monitoreo de la calidad del agua en la ciudad de Montevideo es realizado por la
Intendencia Municipal de Montevideo, mientras que a nivel nacional es realizado por
Obras Sanitarias del Estado (OSE) en colaboracion con la Direccion Nacional de Medio
Ambiente (DINAMA), en el cual participan una red privada y publica de laboratorios
especializados. Son monitoreadas las playas costeras, la cuenca del Rio Santa Lucia y
particularmente la zona de Fray Bentos en torno a UPM (United Paper Mills). Los
controles especificos realizados, incluyen diversos controles fisicos asi como detectar
la presencia de productos quimicos tales como cloros, nitratos y metanos. Sin
embargo, los unicos agentes de orden microbiolégico que se encuentran bajo control
son los coliformes totales y termo tolerantes, quedando excluidos del monitoreo los
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virus y los parasitos (OSE 2010). Esta situacion determina que actualmente no exista
ningin conocimiento acerca de la circulacion de los virus entéricos en aguas
ambientales en nuestro pais, tales como aguas de consumo, de recreacion y
residuales., constituyendo asi un riesgo importante para la salud de la poblacion y la
contaminacion del medio ambiente.

1.2 Propiedades fisico-quimicas

En el marco de éstas tesis se han estudiado RVA, NV y EV, los cuales poseen
caracteristicas fisico-quimicas particulares, que los hacen muy resistentes a
condiciones extremas de temperatura, PH, asi como frente a sustancias quimicas tales
como el cloro, condiciones todas ellas que inactivan normalmente a la mayoria de
microorganismos incluyendo una vasta y variada cantidad de virus. A continuacion se
pasan a describir para cada uno de los mencionados virus involucrados en nuestros
estudios, las principales caracteristicas fisico-quimicas estudiadas hasta el momento.

1.2.1 Enterovirus

Los EV se distinguen de otros Picornavirus teniendo en cuenta las propiedades fisicas,
tales como densidad de flotacion en cloruro de cesio y su estabilidad en acido débil.
Muchos aspectos de la patologia causada por EV, la transmision y epidemiologia
estan directamente relacionados con las propiedades biofisicas y su ciclo de replicacion
citolitico. El virus infeccioso es relativamente resistente a muchos desinfectantes
comunes en el laboratorio, incluyendo etanol 70%, isopropanol, Lysol diluido, y

compuestos de amonio cuaternario. El virus es insensible a los disolventes de lipidos,
incluyendo éter y cloroformo y es estable en muchos detergentes a temperatura
ambiente. El formaldehido, glutaraldehido, acido fuerte, hipoclorito de sodio y el cloro
libre de residuos logran inactivar a los EV. La concentracion, el pH, materiales
organicos extrafios y tiempo de contacto, afectan el grado de inactivacion por estos
compuestos. Inactivaciones similares se logran cuando el virus esta presente en
fébmites, aunque las condiciones no sean exactamente comparables (Abad et al., 1997).
Los EV son relativamente termoestables, pero menos que el virus de la hepatitis A. La
mayoria de los EV se inactiva facilmente a 42 °C, aunque algunos agentes los pueden
estabilizar de manera que los virus son relativamente estables a 50 °C (Ackermann et
al., 1970; Dorval et al., 1989). El proceso de inactivacion térmica parece implicar varios
pasos que culminan en la liberacion irreversible de ARN a partir de los viriones
alterados. La sensibilidad relativa a elevaciones modestas en la temperatura hace
posible el uso de pasteurizacion para inactivar EV en muchas preparaciones
biolégicamente activas (Hilfenhaus et al., 1994).
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Como con otros agentes infecciosos, la luz ultravioleta puede ser utilizada para
inactivar EV, particularmente en las superficies. Ademas, el proceso de secado en las
superficies reduce significativamente los titulos de virus. El grado de pérdida por
secado del virus esta relacionado con la porosidad de las superficies y la presencia de
material organico (Abad et al., 1994).

Muchos estudios de la inactivacion de EV se han realizado utilizando a PV como un EV
modelo. Un informe que describe diferencias cepa-especificas para la inactivacion por
glutaraldehido entre aislamientos de EchV 25 implica, sin embargo, que el supuesto de
gue PV es representativo de todos los EV no puede ser valido (Chambon et al., 1994).
La inactivacion de la infectividad no puede ser directamente relacionada con la
destruccion del genoma viral, debido a que la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se puede utilizar para amplificar ARN viral, incluso después de que la
inactivacion del virus se ha producido (Ma et al., 1994). Esto sugeriria que la
reactivacion de la infectividad puede ser posible en algunas circunstancias. De hecho,
algunos ejemplos de recuperacion en la infectividad se han informado a través de la
multiplicidad de infeccién en el cultivo (Young et al., 1979), pero el significado practico de
estas observaciones no esta claro.

En muestras ambientales es muy util el uso de ICC-PCR (sigla que significa en ingles,
Integrated Cell Culture - PCR), la cual consiste en realizar inicialmente un pasaje
previo de la muestra ambiental, a partir de la cual se busca detectar el virus de interés,
por cultivo celular y permitir que el virus infecte las células, para luego extraer de éstas
el genoma viral y realizar su amplificaciéon por PCR o qPCR. De esta forma, podemos
afirmar que el genoma viral que esta siendo detectado por PCR se encontraba dentro
de particulas virales infecciosas (Rigotto et al., 2010; Schlindwein et al., 2010; Dong et
al., 2010). Se ha comprobado que la técnica de ICC-PCR aumenta la deteccién de EV
en aguas residuales de 66% a 91 %. De manera interesante, PV ha mostrado alta
positividad por ICC-PCR (91.7%) comparado con la reaccién RT-PCR (66.7%),
demostrando que la técnica puede mejorar la sensibilidad de deteccion (Schlindwein et al.,
2010).

1.2.2 Norovirus

Los Norwalk virus tienen una densidad flotante de 1,33 a 1,41 g/cm3 en cloruro de
cesio (CsCl) (Kapikian et al., 1973). Los NV se mantienen infectivos para los
voluntarios después de (a) la exposicion del filtrado de heces a pH 2,7 durante 3
horas a temperatura ambiente, (b) tratamiento con 20% de éter a 4 ° C durante 18
horas, o (c) la incubacion a 60° C durante 30 minutos (Dolin et al., 1972). NV es
resistente al tratamiento de inactivacion con 3,75 a 6,25 mg / | de cloro (cloro libre
residual de 0,5 a 1,0 mg / 1), una concentracion de cloro similar a la que se encuentra en
un sistema de distribucion de agua potable (Kilgore et al., 1996). NV, sin embargo,
se inactiva después del tratamiento con 10 mg / | de cloro, una concentraciéon que se
utiliza para tratar los sistemas de suministro de agua después de que se ha
detectado
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la contaminacion. NV es mas resistente a la inactivacion por cloro que el poliovirus tipo 1,
RVA, RV de simio (SA11), o bacteriofago f2 (Keswick et al., 1985).

Los Calicivirus Felinos (FCV) se han utilizado como un sustituto de los NV humanos en
los estudios ambientales debido a que el titulo de la infectividad del FCV puede ser
facilmente analizado por cultivo de células, pero todavia no se sabe si las propiedades
fisico-quimicas entre los dos grupos son suficientemente similares. FCV es
generalmente labil a pH bajo (pH 3,0) (Mochizuki et al., 1992; Studdert et al., 1970) y el
virus se inactiva por tratamiento a 50 ° C durante 30 minutos.

En cuanto a la persistencia en el tiempo, se realizo recientemente un estudio en
Atlanta, EEUU, donde se evalué la presencia de NV en agua y se constaté que su
persistencia puede llegar a 3 afios siendo detectable y 61 dias siendo infectivo.

1.2.3 Rotavirus

Los rotavirus son virus de doble cadena de ARN y existen evidencias que indican que
son de los virus que circulan en las aguas mas resistentes a la desinfeccion por UV. Un
estudio reciente realizado con la técnica de ICC-PCR con RV de simio (SA11) genero
evidencia a favor de esta idea. Con una concentracion inicial de 2 x 10 (4) PFU / ml de
RV de simio (SA11), se obtuvo una relacion lineal de primer orden, en el rango de
dosis de UV de 0-120 mJ cm (-2). Se detectd una tasa de inactivacién constante de
0,0343 cm (2) mJ (-1) y se detectaron fendmenos de resistencia de las sub-poblaciones
de SA1ll a dosis de UV muy altas. Este estudio aporté datos con respecto a las
técnicas clasicas, demostrando que los RVA son aln mas resistentes a la radiacion UV
gue lo que indicaban los estudios previos con cultivo de placa (Li et al., 2009).

Con respecto a la resistencia a la clorinacion, otro estudio reciente (Li et al., 2011) con
RV de simio, mediante la técnica de ICC-RT-q PCR aporté datos significativos con
respecto a la resistencia de los RV al cloro. La técnica de ICC-RT-gPCR fue capaz de
detectar la supervivencia de los rotavirus a la desinfeccion con cloro, en dosis de hasta

20 mg / L (60 min de contacto), lo que sugiere una dosis de cloro requerida de 5 veces
(de 1 a 5 mg / L) mayor que los resultados obtenidos por el ensayo de placas. La
calidad del agua también afectd la eficiencia de inactivacion, los rotavirus tienen una
resistencia relativamente mayor en los efluentes secundarios que en el agua de red con
los mismos tratamientos de desinfeccion de cloro. Este estudio indicé que los rotavirus
tienen una infectividad superior a la indicada previamente por ensayo de placa como
Unica prueba.
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Estudiando la infectividad del virus en el tiempo, se realizé un estudio que comparo la
persistencia de RV de mono Rhesus (RRV) en aguas procedentes de pozos
subterraneos y de aguas superficiales (Espinosa et al., 2008). En el agua subterranea
la infectividad del virus se reduce solo ligeramente después de 60 dias de incubacion,
aunque se redujo en aproximadamente 100 veces a los 90 dias y se redujo en
aproximadamente 1000 veces a los 150 dias, permaneciendo en el mismo nivel hasta 7
meses. En contraste, la infectividad del RRV en agua superficial ya se habia reducido en
aproximadamente 40 veces al dia 30, mas de 1500 veces a los 150 dias, y
alrededor de 10000 veces al dia 180.

También en el mismo estudio se evalud la integridad fisica de los genomas virales en
ambos tipos de agua. Se constatd que fue afectada en gran medida por la incubacion en
agua superficial. La estabilidad resulté mucho mayor en las aguas subterraneas, el
material gendmico viral se redujo alrededor de 7 veces para rotavirus después de 5
meses de incubacion en el agua subterranea.

Por ultimo, se establecié en este estudio, una correlacion entre la estabilidad de la
infectividad del virus y la deteccién del genoma viral. Para rotavirus la inactivacion de la
infectividad en general, fue paralela a una reduccién en el nimero de genomas,
alcanzando una disminucién en la escala logaritmica de 4 veces en ambos parametros
al dia 180.

La infectividad de RRV es tolerante a concentraciones de cloro residual superiores a
las recomendadas por la OMS para el tratamiento de agua usada para el consumo
humano. Sumado a lo anterior, el hecho de que la particula infecciosa de RRV sea
capaz de persistir durante meses en las aguas subterraneas, indica que la proteccion de
fuentes de agua de contaminacion, los procedimientos adecuados de desinfeccién, el
uso de indicadores virales especificos y el monitoreo microbiolégico de calidad de agua
son cuestiones importantes a tener en cuenta.

1. 3 Justificacion

El monitoreo de virus entéricos en aguas residuales y la determinacion de la eficiencia
de remocién de éstos en las plantas de tratamiento, es uno de los enfoques mas
apropiados para comprender la incidencia real de los virus entéricos humanos en la
salud y mitigar la contaminacion de los cuerpos de agua, especialmente teniendo en
cuenta que las aguas residuales contienen virus excretados por pacientes tanto
sintomaticos como asintomaticos, los cuales pueden eventualmente provocar
enfermedad en otro individuo susceptible (Gibson et al., 2010). RVA, EV y NV han sido
identificados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como potenciales
patégenos de referencia (representando al grupo de los virus entéricos) contemplando
las caracteristicas, comportamiento y susceptibilidades de cada grupo a diversos
procesos de tratamiento (WHO 2011).
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Aunque la deteccidon convencional de indicadores de contaminacion fecal como E. coli y
enterococos intestinales es sencilla, los mismos no necesariamente se correlacionan con
la presencia de patdégenos virales. Los virus son mas estables que las bacterias en el
medio ambiente y a diferencia de éstas, proporcionan informacién sobre el origen de la
contaminacion (Calgua et al., 2008).

En Brasil, Argentina, Estados Unidos (EEUU) y Europa, se han realizado durante los
tltimos afios varios estudios que han demostrado la circulacion de RVA y NV en aguas
residuales (Victoria et al., 2010; Miagostovich et al., 2008).

Sin embargo en nuestro pais, no existen datos que determinen el grado de
contaminacion con virus gastroentéricos de nuestros principales cursos de agua, ni una
correlacion entre las estirpes virales que afectan las distintas poblaciones y las que se
encuentran en el ambiente. Por otro lado, existen publicaciones en periédicos locales en
la zona del litoral que anualmente describen la existencia de grandes brotes de
gastroenteritis, los cuales no han sido estudiados en profundidad (El telégrafo, 2011; El
Argentino, 2012; Diario El Pais, 2012).

El Rio Uruguay, constituye un importante modelo hidrico a estudiar ya que recorre una
distancia aproximada de 1.770 km de extension, de los cuales 1262 km corresponden al
tramo entres sus nacientes y la confluencia con el Rio Quarai. Los 508 km restantes
transcurren enteramente entre nuestro pais y la Republica Argentina. Posee 3 represas
hidroeléctricas, y hay una cuarta en planificacion. Sobre sus costas hay un elevado
numero de personas que viven en ciudades y pequefios poblados. Histéricamente,
estas poblaciones han convivido con el rio y han explotado sus riqguezas en diversos
aspectos como por ejemplo: recursos pesqueros, navegacion, obtencién de energia y
obtencién de agua para consumo doméstico y riego. Es importante destacar a su vez,
gue durante su curso el Rio Uruguay pasa por tres paises distintos, con caracteristicas
climéticas, poblacionales, ecolégicas y epidemioldgicas que son diferentes.
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Figura 2- Mapa del Rio Uruguay en el cual se muestra el recorrido del mismo frente a las costas del
Uruguay. Se sefialan la ubicacién de los 4 puntos de colecta de muestras en rojo: Bella unién,
Salto, Paysandu y Fray Bentos (ver materiales y métodos).

Con respecto a nuestro pais, las ciudades de Salto, Paysandu y Fray Bentos carecen de
un sistema de tratamiento de aguas residuales, siendo éstas volcadas directamente al Rio
Uruguay formando grandes focos de contaminacion para las poblaciones locales. En el
norte del pais, en la ciudad de Bella Unién, hay dos lagunas facultativas, que permiten
la decantacion y eliminacion de una parte de microorganismos, pero, de todas maneras no
hay un sistema de descontaminacion total, por lo cual también las aguas residuales son
finalmente vertidas al Rio Uruguay (Figura 2).

Las ciudades de Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos, junto con pequeios
centros poblados que se encuentran en los cuatro departamentos, contabilizan un total
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aproximado de 290000 habitantes segun el censo realizado en 2011 por el Instituto
Nacional de Estadistica (INE 2011).

Debido a lo descrito y explicado anteriormente entendemos que es de suma
importancia realizar investigaciones que permitan ampliar y profundizar nuestros
conocimientos sobre el estado actual del Rio Uruguay, respecto a la presencia de virus
gastroentéricos. A su vez es de destacar que en el marco del presenta proyecto se han
desarrollado tecnologias y metodologias de ultima generaciéon que nos permitieron
generar conocimiento de gran interés cientifico y sanitario.

A continuacion se describen las principales caracteristicas de RVA, NV y EV, los cuales
han sido extensivamente estudiados en el presente proyecto.

1.4 Caracteristicas generales de Rotavirus

1.4.1 El virus: historia y estructura

En 1973 Bishop y colaboradores descubrieron el agente infeccioso denominado
Rotavirus Humano, causante de diarreas severas en recién nacidos y nifilos de corta
edad, mediante la técnica de microscopia electronica de un corte de mucosa de
duodeno de nifios, trabajo publicado en Lancet (Bishop et al., 1973). Poco tiempo
después Bishop, Flewet y otros lo identificaron en heces (Bishop et al., 1974,; Flewet

et al., 1974) también mediante el uso de microscopia electronica.

Casi inmediatamente, se determind que Rotavirus (RV) era el agente etiolégico
principal en los casos de diarrea en bebes y nifios pequefios causando entre el 35% y
el 50% de las hospitalizaciones por gastroenteritis (GA) durante los primeros 2 afios de
vida. En poco tiempo, investigadores de todas partes del mundo reportaron la
presencia de Rotavirus del grupo A (RVA) en heces de pacientes con diarrea
resultando ser el agente causal preponderante a la hora de provocar diarreas en nifios
sin importar el grado de desarrollo del pais en cuestion (Chandran et al., 2010).

Previamente a Bishop, diferentes investigadores habian reportado particulas virales
similares en ratones, monos Yy terneros, denominadas de diferente manera sin relacion
aparente entre ellas. Mas tarde, gracias al desarrollo de los cultivos celulares, se pudo
observar que morfolégicamente eran similares entre si y fueron clasificadas dentro de la
familia Reovidae (Flewet et al., 1974; kapikian et al., 1976).
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Figura 3- Arquitectura y composicion proteica del virion de RV. A la izquierda, imagen reconstruida de

microfotografia electrénica de RV maduro. Se observa una particula viral de triple capa y en el corte las

capas internas. Al centro, la superficie lisa externa (en amatrillo) estd compuesta por la

glicoproteina VP7 la cual contiene integradas las espiculas de VP4 (en rojo), la capa intermedia de VP6

mostrada en azul, la delgada VP2 en verde. Los espirales son porciones ordenadas de ARN dc que

delimitan la cubierta del core de VP2. A la derecha se observa un dibujo esquematico de las proteinas y
ARN dc. Adaptado de Mc Donald et al., 2011)

Los RV estan comprendidos dentro del género Rotavirus dentro de la familia Reoviridae y
se caracterizan por causar diarrea en los estadios juveniles de varias especies de
mamiferos y aves.

En cuanto a su estructura (fig. 3) las particulas virales son de 100nm de didmetro
aproximadamente, no envueltos y tienen una cépside proteica icosahédrica compuesta
por tres capas concéntricas, de adentro hacia afuera: el core, la capside interna y la
capside externa. Cuentan con 60 espiculas proteicas (VP4) que estan situadas en la
capside externa y la integridad de dicha cépside requiere la presencia de calcio. Las
particulas virales contienen en su capside la maquinaria enzimatica para la produccion
de ARNm, tienen wuna ARN polimerasa ARN dependiente y otras
enzimas capaces de generar transcriptos con cap. EI genoma consta de 11 segmentos
de ARN doble cadena (ARNdc). La mayoria de los segmentos codifica un solo
polipéptido, permitiendo que el virus exprese seis proteinas estructurales (VPS) y cinco
proteinas no estructurales (NSP). Sin embargo, en algunas cepas de RVA, un segundo
marco abierto de lectura (ORF) se detecta en el segmento 11 del genoma, que
conduce a la expresiéon de otro producto proteico (NSP6) (Gonzalez et al., 1998). La
capside externa contiene dos de estas proteinas estructurales: VP4 (una proteina
sensible a proteasas celulares) y VP7 (la unica glicoproteina viral). Estas dos proteinas
definen el serotipo del virus y se consideran esenciales para el desarrollo de vacunas
debido a que son epitopes para anticuerpos neutralizantes que se cree son
importantes para la proteccion. Debido a que los dos segmentos que contienen los
genes gque codifican a estas proteinas pueden segregar independientemente, ha sido
desarrollado un sistema de clasificacion binaria para los RVA que consiste en tipificar
tanto en P tipos (a partir de VP4, de sensible a Proteasa), como en G tipos (a partir de
VP7, de Glicoproteina) (Gentsch et al., 2005; MMWR Feb. 2009). El cultivo in vitro es
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facilitado mediante el tratamiento con proteasas, potenciando la infectividad de los
polipéptidos de las espiculas de la capa mas externa.

1.4.2 Patologia e inmunidad

En la etapa anterior a la vacuna, los RVA infectaban practicamente a todos los nifios a la
edad de 5 afos. La gastroenteritis aguda severa causada por RVA se produce
principalmente en nifilos de 4-23 meses de edad (Glass et al., 2006; Velazquez et al.,
1993). Los RVA muestran una morfogénesis peculiar, las particulas virales se forman
por brotamiento del reticulo endoplasmatico y las particulas envueltas se forman de
manera transitoria y luego se pierde esta envoltura. Las particulas maduras desnudas
son liberadas por las células infectadas a través de lisis celular, o por un tipo de
transporte no clasico y vesicular, en el caso de las células epiteliales polarizadas. El
transporte de las espiculas de VP4 hacia la superficie celular se da de manera no
clasica con secrecion de NSP4(Non Structural Protein 4).

Los RVA infectan los enterocitos maduros del intestino delgado proximal, a nivel de la
mucosa gastrointestinal, donde al replicarse, alteran el metabolismo normal de dichas
células causando mala absorcidn intestinal y con esto una diarrea osmética, viéndose
intensificada por la lisis celular provocada por el egreso de la progenie viral (Glass et
al., 2006). La entrada en las células epiteliales parece ser un proceso de mdltiples
etapas, e implica la interaccién con tres receptores de la superficie que estan asociados
con microdominios enriquecidos en colesterol y glicolipidos (‘balsas’) (Lazarow et al.,
2011). Recientemente, fue descubierta en los RVA la primer enterotoxina viral,
NSP4, la cual es capaz de generar diarrea de tipo secretora, o la denominada
“diarrea acuosa”, cuando es administrada en ratones
neonatos. También se sospecha que es capaz de interactuar con el sistema nervioso
entérico a nivel del intestino aumentando la motilidad intestinal (Ball et al., 2005,
Ousingsawat et al., 2011). EIl periodo de incubacion estimado de la enfermedad
diarreica causada por rotavirus es de menos de 48 horas (Davidson et al., 1975). En
condiciones experimentales, los adultos que se enfermaron presentaron sintomas 1 a 4
dias después de recibir el rotavirus por via oral (Kapikian et al., 1983). El espectro
clinico de la enfermedad por RVA en nifios varia, desde una diarrea leve acuosa y de
duracion limitada, a una diarrea severa con vomitos y fiebre que puede dar lugar a
deshidratacion grave que lleva a la hospitalizacién y si el paciente no es tratado a
tiempo puede entrar en shock y fallecer (Carlson et al., 1978). La enfermedad
generalmente comienza con la aparicion aguda de fiebre y vomitos, seguido de
deposiciones frecuentes y acuosas 24 - 48 horas mas tarde (Glass et al., 2006). Hasta
un tercio de los nifios con la enfermedad por RVA tiene una temperatura mayor a

39° C (Rodriguez et al., 1977; Ruuska et al., 1990). El vomito por lo general dura menos
de 24 horas, mientras que otros sintomas gastrointestinales generalmente desaparecen en
3-7 dias. Se han detectado proteinas de rotavirus y su acido ribonucleico (ARN) en la
sangre, organos, e incluso en liquido cefalorraquideo, pero estos hallazgos son muy
puntuales y escasos y sus implicaciones clinicas no son claras (Glass et al., 2006,
Blutt et al., 2007; MMWR 2009).

19



Aungue los nifios pueden infectarse con RVA varias veces durante su vida, la infecciéon
inicial después de 3 meses de edad tiene mas probabilidades de causar gastroenteritis
aguda y deshidrataciéon (Velazquez et al., 1993; Cravioto et al., 1990; Reyes et al.,
1989; Velazquez et al., 1996). Después de una infeccidon natural Unica con RVA, el 38%
de los nifios estan protegidos contra la infeccion por RVA, el 77% estan protegidos
contra una posterior gastroenteritis por RVA y el 87% estan protegidos contra la
gastroenteritis grave por RVA., las segundas y terceras infecciones confieren
proteccion progresivamente mayor frente a la gastroenteritis por RVA (Velazquez et al.,
1996). La infeccién en los recién nacidos sanos, a menudo es asintomatica o resulta en
s6lo una enfermedad leve, debido a la proteccibn de los anticuerpos maternos
transferidos en forma pasiva (Glass et al., 2006; Bishop et al., 1983).

Las correlaciones inmunoldgicas entre la proteccion contra la infeccion por RVA y la
enfermedad no se entienden completamente. Ambos anticuerpos, en suero y mucosa
probablemente estdn relacionados con la proteccion y en algunos estudios, los
anticuerpos séricos contra VP7 y VP4 se han correlacionado con la proteccion (Franco
et al., 2006; Jiang et al., 2002). Sin embargo, en otros estudios, incluyendo estudios de
la vacuna, la correlacion entre los anticuerpos en el suero y la proteccion observada ha
sido escasa (Ward et al., 1995). Las primeras infecciones con RVA por lo general
provocan una respuesta predominantemente homotipica, con respuesta de anticuerpos
neutralizantes en el suero y las infecciones posteriores suelen provocar una respuesta
mas amplia, la respuesta heterotipica. La influencia de la inmunidad mediada por
células es menos clara, pero probablemente esta relacionada tanto con la recuperacion
de la infeccién como con la proteccion posterior contra la enfermedad (Offit et al., 1996;
Ward et al., 1996; MMWR 2009).

1.4.3 Transmision

La via de transmision de RVA es la fecal-oral, a través del contacto persona-
persona, fomites contaminadas y el contacto con el medio ambiente contaminado,
como por ejemplo: diferentes cuerpos de agua superficiales o subterraneas (destinadas
a consumo, irrigacion, pesca Yy recreacion) y alimentos contaminados. Haciendo
hincapié en la transmision a través de los cuerpos de agua contaminados, los RVA
tienen una resistencia caracteristica en aguas residuales, resistiendo incluso
tratamientos con diversos procesos de desinfeccién de las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR). Los RVA son altamente infecciosos, se estima que
solamente 10 particulas virales son capaces de infectar y generar enfermedad en un
individuo susceptible (dosis infectante) y teniendo en cuenta que una persona infectada
elimina aproximadamente un trillén de particulas infecciosas por gramo de materia
fecal, la transmisibilidad de este virus es muy elevada (Fields: 5 ed,
2007).

Sin embargo, la prevalencia de RVA en paises de altos ingresos, a pesar de mejoras
en sus servicios de saneamiento sugiere que las rutas no fecales desempefian un
papel en la transmision. Por ejemplo, RVA ha sido identificado en la orofaringe de nifios
con sintomas de enfermedad respiratoria de las vias altas, en nifios con y sin
enfermedad gastrointestinal aparente (Zheng et al., 1991; Santosham et al., 1983).
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También hay trabajos que han propuesto una posible transmision por vias respiratorias,
aungue no se ha comprobado eficientemente.

Los tratamientos paliativos para las infecciones contra RVA radican en una buena
rehidratacion oral, ya que no se cuenta con medicamentos antivirales, la Unica medida
que se ha comenzado a tomar en diferentes regiones del mundo y en una gran
cantidad de paises, ha sido la vacunacion masiva de los recién nacidos.

1.4.4 Clasificacion

Las cepas de RVA han sido clasificadas basandose en (i) las propiedades antigénicas
de VP6, VP7 y VP4 (subgrupos (I, Il, I+1l, nol/noll), serotipos G y P, respectivamente,
(ii) el patron de migracién de los segmentos gendmicos de ARN doble hebra al ser
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida (electroferotipos largos, cortos,
super cortos o atipicos)., (ii) patrones de hibridacion del genoma completo
(genogrupos: Wa-like, DS-1-like, AU-1-like) y (iv) andlisis de la secuencia de
nucleétidos (genotipos) (Matthijnssens et al., 2009). Debido a la naturaleza segmentada
del genoma de RV, pueden ocurrir eventos de reordenamiento después de la
coinfeccion con cepas de RV que pertenecen al mismo grupo/especie tanto in vitro
como in vivo (Garbarg-Chenon et al., 1986; Gombold et al., 1986; Maunula et al.,
2002). Sin embargo, no hay evidencia de recombinacion entre los RV contemporaneos
que pertenezcan a diferentes grupos/especies. La incapacidad para someterlos a
intercambio de segmentos, incluso bajo condiciones experimentales, indica que los
grupos RV se pueden pensar como Unicas especies virales.

Con un numero creciente de secuencias disponibles de genomas completos de RVA,
se volvidé necesario un sistema de nomenclatura estandarizada para cepas de RVA.
Matthijnssens y colaboradores (2008), realizaron una comparacion de 45 genomas de
diferentes cepas de RVA, de los cuales 25 eran de cepas humanas (Matthijnssens et
al., 2008). El analisis incluy6 las secuencias genémicas de RVA humanos con 15
combinaciones G-P[] diferentes (G1P[8], G2P[4], G3P[8], G3P[9], G4P[6], G5P[8],
G6P[9 ], G8P[6], G8P[10], G9P[8], G10P[14], G12P[4], G12P[6], G12P[8], y G12P[9]). A
partir de estas secuencias, un sistema de clasificacion basado en el genoma completo
fue desarrollado para RVA, que permite la asignacion de diferentes genotipos para
cada uno de los once genes virales. De acuerdo a este sistema, los genes de RVA que
codifican  para: VP7-VP4-VP6-VP1  VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6,
determinan los siguientes genotipos: Gx-P [X]-IX- Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (x =
nameros arabigos a partir de 1), respectivamente (Matthijnssens et al., 2008). Los
andlisis del genoma completo han reafirmado la importancia de la relacion entre las
cepas humanas y animales de RVA, poniendo en relieve la importancia del andlisis de
genomas completos y el uso de una nomenclatura comun. Recientemente, se formo el
RCWG (Rotavirus Clasification Working Group) que incluye a especialistas en el
estudio de RV de todo el mundo. Dicho grupo, propuso mas recientemente que las
distintas cepas de RVA se denominen usando la siguiente nomenclatura (fig. 4): Grupo
RV / especies de origen / nombre de pais de identificacion / nombre comun / afio de
identificacion /G y P tipo, similar a la utilizada para el virus Influenza A (Matthijnssens et
al., 2011).
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1.4.5 Evolucién molecular

La naturaleza segmentada del genoma del rotavirus proporciona una oportunidad para
la redistribucion de segmentos genodmicos (en inglés, Reassortment), la cual, junto con
la mutaciones puntuales, recombinacion genética y rearreglos de segmentos (en inglés,
Rearrangements), se han identificado como los mecanismos de evolucién viral y
generacion de diversidad para los rotavirus en la naturaleza. (Tsugawa et al., 2008).
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Fig 4- Combinaciones de G y P de cepas de RVA humanos. En rojo las combinaciones mas frecuentemente
identificadas, en naranja combinaciones inusuales (rango de prevalencia de 0.2 - 2 %) y en amarillo cepas rarag
con una prevalencia de < 0.2%), en blanco las cepas aun no reportadas (Matthijnssens et al., 2009; Banyai ef
al., 2012).

Los estudios de 2008 evidenciaron que las cepas humanas de RVA, con pocas
excepciones, tienen constelaciones de genes internas que consistian enteramente de
genes Wa-like o Ds-1-like (Matthijnssens et al., 2008). Estos resultados apoyan la idea de
gue los RVA humanos han mantenido evolutivamente constelaciones preferidas de genes,
tal vez debido a presiones selectivas que favorecen el mantenimiento de los conjuntos de
proteinas virales que funcionan idealmente en la replicacion del virus. Por lo tanto, a pesar
de que los RVA pueden intercambiar genes por Reassortment, pueden surgir virus que
sean menos aptos evolutivamente que los parentales, haciendo que dichos virus con
Reassortment tengan como costo un bajo éxito en su expansion dentro del pool de
virus circulantes (Patton et al., 2012).

Los Reassortments entre RVA que parten de huéspedes iguales o diferentes y ocurren
después de coinfecciones en un huésped han demostrado ser uno de los mecanismos
mas importantes para generar diversidad viral (Martella et al., 2010; Bilcke et al.,

2009). Los Reassortments pueden generar nuevas combinaciones de genotipos G y P,
las cuales evaden la respuesta inmune del hospedero y pueden eventualmente ser mas
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patogénicas que las que existian previamente. En este sentido, los animales juegan un
importante rol en la evolucion de los RVA en humanos, ya que son reservorio de
muchos genotipos que comunmente no circulan en la poblacion humana pero que
potencialmente pueden saltear la barrera inter-especie e infectar al humano, ya sea
mediante una infeccion heterdloga (cuando un virion de origen animal es capaz de
infectar al humano y provocar enfermedad), o mediante un evento de Reassortment
humano-animal. Esta Ultima es la mas frecuentemente observada, durante una
infeccion mixta de RVA humano-animales y se cree que tienen una influencia
significativa en la evolucion de los RVA (Matthijnssens et al., 2006; Matthijnssens et

al., 2008; Tsugawa et al., 2008; Matthijnssens et al., 2009; Matthijnssens et al., 2010).

Las mutaciones puntuales se acumulan en el genoma de RVA constantemente en cada
ciclo de replicacion debido a la ARN polimerasa - ARN dependiente (sigla en inglés
RdRp) viral, la cual comete errores y carece de mecanismos de correccion de los
mismos, quedando expuestas a la accion de la seleccidon negativa o positiva. La
velocidad a la que estas mutaciones se acumulan en el genoma para el grupo A de RV

ha sido poco estudiada. Dichas mutaciones son las responsables del surgimiento de
linajes y sublinajes dentro de los diferentes genotipos G y P de RVA. Ejemplos claros

de esto lo representan el surgimiento de los linajes y sublinajes que han sido
identificados dentro de los genotipos G9 y G12 (Matthijnssens et al., 2010).

Existen otros mecanismos de variabilidad genética que han sido observados en RVA
con menor frecuencia, como los rearreglos de segmentos (Rearrangement) y la
recombinacion genética, que se cree son menos importantes para la evolucion
molecular de estos virus (Desselberger et al., 1996; Matthijnssens et al., 2006; Cao et al.,
2008; Schnepf et al., 2008).

Algunos RVA muestran perfiles electroforéticos inusuales en los que los segmentos de
ARN de doble cadena standard se sustituyen por formas mas grandes, reorganizadas,
denominados rearreglos de segmentos (en inglés, Rearrangements) (Desselberger et
al., 1996). Los Rearrangement genéticos fueron aislados por primera vez de nifios
inmunocomprometidos que tenian infeccion cronica (Hundley et al., 1987, Pedley et al.,
1984) y se puede obtener in vitro por pases consecutivos en cultivo celular con una alta
multiplicidad de infeccion (MOI) (Hundley et al., 1985; Shen et al., 1994; Kojima et al.,
2000). Recientemente, se han identificado los Rearrangement en pacientes
inmunocompetentes con infecciéon aguda por RVA (Schnepf et al., 2008). El
Rearrangement del gen normalmente consiste en una duplicacién parcial de cabeza a
cola de una secuencia del segmento. En la mayoria de los casos, la duplicacion de la
secuencia se produce después del codén de parada, dejando el marco de lectura
abierto (ORF) intacto sin cambios (Desselberger et al., 1996). Menos frecuentemente,
la duplicacién se produce dentro de la ORF y puede dar origen a una proteina
modificada que la mayoria de la veces es no-funcional (Gault et al., 2001).

1.4.6 Epidemiologia

En 2008 se realiz6 un estudio a nivel mundial en el que se le atribuye a la diarrea
causada por RVA el resultado de 453000 muertes (IC del 95% 420000-494000), 37%
de las muertes atribuibles a la diarrea en nifios menores de 5 afios y lo que representa
un 5% de todas las muertes de nifios menores de 5 afos (Tate et al., 2012). La
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mayoria de estas muertes se producen en los paises en desarrollo, en particular los
situados en el Africa subsahariana y el sudeste asiatico.

Son cinco paises en los que se encuentra distribuida mas de la mitad de todas las
muertes atribuibles a la infeccion por RVA: Republica Democratica del Congo, Etiopia,
India, Nigeria y Pakistan, la India por si sola representa el 22% de las muertes (98,621
defunciones) (Tate et al., 2012).

Casi todos los nifios de 5 afios de edad han sido infectados por RVA al menos una vez,
sin importar si viven en paises desarrollados o en vias de desarrollo (Velazquez et al.,
2009). Sin embargo, infecciones multiples son la norma en los primeros afios de vida.
Un estudio (Veldzquez et al., 1996) mostré que el 13% de los nifios mejicanos se
habian sometido a 5 infecciones por RVA a los dos afios de edad. La primera infeccion
por RVA es la que tiene mas probabilidades de producir enfermedad con diarrea
moderada a grave. La incidencia de las diarreas moderadas a severas disminuye con la
segunda infeccibn y las terceras infecciones suelen ser asintométicas. Los RVA
asociados a segundas infecciones tienen genotipos G y P[] que por lo general difieren
de los que causan la infeccién primaria. Por ejemplo, en el estudio de Velazquez, los
genotipos G1 y G3 son la causa mas frecuente de las infecciones primarias, mientras
que el genotipo G2 fue la causa mas frecuente de las segundas. Estos resultados
sugieren que las infecciones primarias inducen respuestas protectoras que son al
menos parcialmente genotipo especificas. Es esta posibilidad -“que las infecciones por
RVA inducen fuertes respuestas inmunitaria especificas con anticuerpos especificos
por VP7 (G)” (O'Ryan et al., 1994) que ha dado el impulso para el desarrollo de
vacunas polivalentes que incluyen multiples virus con diferentes tipos G (Christy et al.,
1988; Patton et al., 2012)

Los RVA poseen una amplia distribucion mundial y son responsables del 40% de las
hospitalizaciones debido a diarreas virales reportadas en todo el mundo,
independientemente del nivel econdmico. Se estima que cada afio en todo el mundo se
producen alrededor de 111 millones de episodios de gastroenteritis de las cuales hay

25 millones de consultas médicas, 2,4 millones de hospitalizaciones y miles de
decesos (Parashar et al., 2009; Parashar et al, 2003). A pesar de gue los indices de
mortalidad que existen en los paises desarrollados respectos a los paises en vias de
desarrollo, son significativamente menores, la incidencia de la enfermedad provocada
por RVA es similar en todo el mundo, lo que indica que las mejoras en las condiciones
sanitarias y de higiene que existen en los paises desarrollados no reducen esta
incidencia (Chandran et al., 2010). Debido a esto, es que se plantea la vacunacién
como la mejor alternativa para prevenir los casos graves de GA por RVA en todo el
mundo. Actualmente existen varias vacunas desarrolladas contra RVA (anti-RVA), que
estan siendo aplicadas en diferentes paises en todo el mundo y han demostrado ser
eficaces en reducir los casos graves de GA, reduciendo asi el numero de
hospitalizaciones y muertes provocadas por RVA (Chandran et al., 2010). En este
sentido es imprescindible estudiar y establecer la epidemiologia molecular de RVA que
circulan en cada pais antes de la implementacion de una vacuna. Los resultados de
éstos estudios permitirdn evaluar cual sera la mejor vacuna a aplicar de acuerdo a las
cepas virales mayoritarias que circulan, asi como estudiar los aspectos moleculares de
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los RVA que circulan inmediatamente posterior a la vacunacion para evaluar si la
misma esta funcionando a nivel de la poblacion.

La GA provocada por RVA presenta un caracter epidémico en paises de clima
templado, con brotes y epidemias en los meses mas frios y secos del afio. Por otro
lado, en paises de clima tropical la GA provocada por RVA presenta un caracter
endémico y los casos de GA por RVA ocurren de forma uniforme durante todo el afio
(Chandran et al., 2010).

En la actualidad no existe un tratamiento especifico disponible para la infeccion
por rotavirus (Parashar et al., 2006), a excepcion de la prevencion mediante la
vacunacion que ha ganado la aceptacion en muchos paises desarrollados y en vias de
desarrollo (Ruiz -Palacios et al., 2006; Okoh et al., 2010; Parashar et al., 2003; Santos &
Hoshino., 2005).

Para comprender la situacion a nivel regional de las cepas circulantes de RVA
en la poblacién es necesario conocer los resultados de trabajos de vigilancia en paises
de Latinoamérica. Un estudio regional incluyé 5 paises latinoamericanos, en el cual
1989 muestras que fueron caracterizadas. De ellas el 12% (233) fueron por infecciones
mixtas con mas de 1 cepa y el 20% (402) no fueron completamente tipificables. 1354
muestras fueron descritas completamente, el 83% representd los 4 genotipos mas
comunes en humanos: G1P[8] (40%), G2P[4] (30%), G3P[8] (6%) y G4P[8] (7%). Las
cepas inusuales (no comunes) proporcionan interesantes ideas sobre la evoluciéon del
virus: algunas cepas (G5) fueron comunes en la regién, las nuevas cepas G9 se
distribuyeron ampliamente., muchos RVA animales y humanos reordenados estaban
presentes y algunos genotipos comunes (G3 y G4) fueron de origen animal. También
un genotipo inusual, el G12, fue detectado en Argentina (Castello et al., 2004).
Centrandonos en paises con los que compartimos frontera como Argentina, en 2001 se
publicé un estudio de monitoreo de 20 afios de duracion, el cual se llevé a cabo en
nueve localidades de Argentina. Se estudi6 la prevalencia de la enfermedad, la deteccion
de RVA y la genotipificacion de RVA. Los resultados mostraron que un 42% de los
ingresos por diarrea estuvieron asociados a RVA (Bok et al., 2001).

Entre 2005 y 2009 se realizé un estudio de vigilancia que comprendi6 18 estados
de Brasil, donde se colectaron 6109 muestras. RVA fue detectado en 20,3% (n=1242)
de las muestras, en niflos menores de 2 afios de edad, independientemente del estado
de vacunacion anti-RVA. Las tasas de deteccion de RVA fueron de 33,8% en 2005,
23,7% en 2006, 16,8% en 2007, 22,9% en 2008, y 18,3% en 2009 (Carvalho-Costa et
al., 2011).

Estudiando los antecedentes de registro de rotavirus en Uruguay, solo contamos
con cuatro trabajos publicados, dos de ellos en revistas nacionales (Ribeiro et al.,
1999; Pérez et al., 2011) y dos internacionales (Torres et al., 2001; Berois et al., 2003)
todos ellos realizados con pacientes de Montevideo. El trabajo publicado por Berois en
2003, fue el Unico que presenta datos de biologia molecular para RVA vy caracteriza
las cepas en nuestro pais.

25



1.4.7 Virologia ambiental

Volcandonos hacia la deteccion de este virus en el ambiente, punto en el que se
centra esta tesis, tanto global como regionalmente, tenemos evidencia de la
presencia de RVA en el ambiente, particularmente en cuerpos de agua superficiales.

En el 2007, un muestreo de un afio de duracién se llevé a cabo en arroyos de la
cuenca hidrografica que rodea a la ciudad de Manaus, Estado de Amazonas, en
Brasil. Se colectaron 52 muestras distribuidas en 13 puntos distintos. En el 42%
de las muestras estuvo presente RVA, resultando ser el virus mas frecuente en la
totalidad de las muestras colectadas (Miagostovich et al., 2008).

También en Brasil, en 2010, se realiz6 un estudio de aguas residuales tratadas y
barro activado, provenientes de una planta de tratamiento de la ciudad de Floriandpolis.
El fin del estudio era estudiar la presencia de RVA y su viabilidad. La viabilidad viral,
estudiada por PCR integrada a cultivo celular (en inglés, Integrated Cell Culture - PCR,
sigla: ICC-PCR), en el lodo fue de un 25% (dentro de un 33% de muestras
con genomas positivos), mientras que un 0% fue registrado para el agua tratada
(donde si hubo 41,6% de muestras positivas por deteccion de genoma) (Schlindwein et
al., 2010).

Deteniéndonos en Argentina, encontramos estudios como el realizado en
Cordoba en el afio 2010, (Barril et al., 2010), donde no solamente se verifico
la presencia de RVA en ambiente sino que también se los correlacion6 con las cepas
de RVA identificadas en muestras clinicas. Se estudiaron los RVA en aguas
residuales, y se los correlacionaron con muestras del mismo periodo de tiempo
obtenidas de pacientes con diarrea. La distribucion proporcional de los genotipos
de RVA en las aguas residuales y muestras clinicas durante la estacion climética
fria del afio fue similar: G1 fue identificado en el 26,6% de los aislamientos de aguas
residuales y en el 28,8% de las infecciones clinicas., los aislamientos positivos
para el genotipo G3 representaron el 21,9% y 25,8%, el genotipo G2 tuvo 15,6% y
10,6%., el genotipo G4 presentd una proporcién de 17,2% y 21,2%, el genotipo G8
1,6% y 0%, y el genotipo G9 17,2% y 13,6%, en el ambiente y en muestras clinicas
respectivamente. Un cuadro similar de deteccion de genotipos de RVA fue
obtenido en muestras de aguas residuales colectadas durante las estaciones
frias y céalidas del afio. Los resultados indican que existe una correlacién entre los
genotipos de RVA aislados de pacientes humanos con diarrea y los procedentes de
muestras de aguas residuales.

1.5 Norovirus

1.5.1 Historia: el virus y estructura

Un gran avance se dio en 1972 con el descubrimiento de virus de Norwalk (NV)
por Kapikian y colaboradores. Los investigadores analizaron mediante la técnica de
Inmunomicroscopia electrénica (IEM), muestras de materia fecal de individuos con
gastroenteritis aguda de un brote que ocurrié en una escuela en Norwalk, Ohio, USA,
en octubre de 1968., de ahi el nombre inicial del virus (Norwalk), el cual posteriormente
se cambio a Norovirus (Kapikian et al., 1972). El virion de NV no posee envoltura
lipidica, y esta formado por una cubierta proteica de simetria icosaédrica que esta
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compuesta por 90 dimeros de la proteina viral VP1, estos dimeros forman proyecciones
con forma de “caliz” (o copa) en la superficie de la particula viral, estructura
caracteristica de los virus pertenecientes a la familia Caliciviridae, de ahi el nombre de
esta familia viral (Green et al., 2000).

Figura 5- Estructuras simil copa en la superficie del virién son el sello de los calicivirus. A) Imagen de la
reconstruccion de Pan-1, calicivirus de primate a partir de crio-microscopia electrdénica. B) Imagen de
reconstruccién de particulas recombinantes de Norwalk de crio-microscopia electrénica. C)
Microfotografia electrénica de contraste negativo de Pan-1 del virus en los extractos de cultivo de
tejidos. D) Microfotografia electrénica de contraste negativo de Norwalk-like virus en muestras de
heces humanas. Las barras representan los 50 nm (Green et al., 2000).

El genoma de NV esta constituido por una Unica molécula de ARN simple hebra, de
polaridad positiva de aproximadamente 7,7 kilobases (Kb) de largo, que se divide en 3
“‘marcos abiertos de lectura” ORF-1 a 3 (del inglés, Open Reading frame - ORF), que
codifican para las proteinas estructurales y no-estructurales del virus. La ORF-1
codifica para las proteinas no-estructurales, incluidas la ARN polimerasa viral y la
proteina VPg que se une al extremo 5" del genoma viral. La ORF-2 codifica para la
proteina estructural principal de la cépside viral, la VP1. Y la ORF-3 codifica para la
proteina estructural secundaria, la VP2 (Fig. 6).
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A. Productos de ARN y proteicos de NV
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Figura 6- Organizacion del genoma y funciones proteicas de NV.

(A) Contienen tres marcos abiertos de lectura (ORF), uno codifica una poliproteina de 7 productos
proteicos no estructurales (en verde), uno codificando la proteina estructural principal VP1 (en naranja), y
una codificando la proteina estructural menor VP2(en violeta).

(B) Funciones conocidas e hipotéticas de las proteinas maduras de NV (Karst et al., 2010).

1.5.2 Patologia e inmunidad

Debido a la falta de un sistema de cultivo celular y de modelos animales de
infeccidon para NV humanos, el conocimiento sobre patogénesis de la infeccion por NV
proviene principalmente del estudio histologico, y los estudios bioquimicos de
voluntarios humanos infectados. En los ultimos afios, el trabajo en modelos de NV

28



porcino y bovino también ha comenzado a contribuir a nuestra comprension de la
patogénesis causada por el NV.

En los adultos inmunocompetentes, el curso de la infeccibn causada por el NV
es rapido, con un periodo de incubacion de 24-48 horas y la resolucion de los sintomas
dentro de 12-72 horas (Estes et al., 2006). Los sintomas incluyen vomitos y diarrea con
0 sin nauseas y calambres abdominales. Fiebre baja y malestar también se pueden
desarrollar. Si bien la infeccion causada por el NV generalmente causa un ataque
agudo de gastroenteritis que se resuelve en pocos dias del inicio de los sintomas, la
enfermedad inducida por el NV puede ser mucho mas grave y prolongada en los
grupos de riesgo especificos. Por ejemplo, los bebés y nifios pequefios pueden
desarrollar la gastroenteritis mas grave tras la infeccién por el NV, con sintomas que
duran hasta seis semanas (Kirkwood et al., 2008; Zintz et al., 2005). Los NV han sido
reportados como la segunda causa mas importante de gastroenteritis aguda en la
infancia, luego de los RVA (Sakai et al., 2001; Glass et al., 2009) teniendo en cuenta el
reciente éxito en la vacunacion de nifios contra las infecciones por RVA, algunos
especialistas especulan que NV probablemente se convertira en la causa mas comudn

de enfermedad diarreica en la infancia en el futuro previsible.

La prolongacion de la sintomatologia ha sido bien documentada en los pacientes
trasplantados y otras personas inmunodeprimidas, con sintomas que llegan a durar
hasta mas de dos afios (Gallimore et al., 2004; Westhoff et al., 2009). Del mismo modo, la
infeccion por NV puede ser particularmente grave en los ancianos, incluso resultar en la
muerte (CDC 2007; Karst et al., 2010).

1.5.3 Transmision

Los NV humanos se excretan en las heces de pacientes infectados en altas
concentraciones, por lo tanto, la via fecal-oral a través del consumo de agua o
alimentos contaminados es un modo predominante de su transmision. Los NV se han
detectado, mediante técnicas moleculares como la PCR, en diversos tipos de muestras
de agua, tales como aguas residuales (Lodder et al., 1999; Lodder et al., 2005), agua

del rio (Hérman et al., 2004; Haramoto et al., 2005), agua de mar (Griffin et al., 1999;
Katayama et al., 2002), e incluso agua del grifo  (Haramoto et al., 2004). Los NV
humanos se han detectado con frecuencia en muestras de agua durante la estacion de
invierno, mientras que muchas de las muestras colectadas en verano fueron negativas
(Haramoto et al., 2006)

1.5.4 Clasificacion

Los Norovirus (NV) pertenecen a la familia Caliciviridae. La familia esta compuesta por
5 géneros, Norovirus, Sapovirus, Lagovirus, Vesivirus y Nebovirus y 3 géneros
propuestos, Recovirus, Valovirus y Calicivirus de pollo (Farkas et al., 2008; L’'Homme et
al., 2009; Wolf et al., 2011). Los NV y Sapovirus, son denominados “Calicivirus
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humanos”, o sea, lo Unicos dentro de esta familia capaces de infectar al hombre.
Recientemente, Smits y colaboradores (2012), identificaron en Bangladesh Calicivirus
en la materia fecal de casos de diarrea en humanos, los cuales fueron clasificados
dentro de un nuevo género propuesto en la familia, el género Recovirus (Smits et al.,
2012). Basado en el alineamiento de la secuencia de aminoacidos para la proteina mas
importante de la capside (VP1), las cepas de NV se clasifican actualmente en cinco
genogrupos (Gl a GV) (Ando et al., 2000; Zheng et al., 2006) Los NV humanos se
encuentran en el Gl, Gll y GIV, los NV bovinos pertenecen solo a Glll, los porcinos
pertenecen a Gll y los murinos a GV  (Fankhauser et al., 2002; Green et al.,
2000; Wolf et al., 2010; Vinjé et al., 2000). Recientemente, NV de GIV fueron
identificados en un cachorro de lebn muerto y en un perro (Martella et al., 2008;
Martella et al., 2007). Dentro de GllII, existen dos genotipos de NV bovino (Oliver et al.,
2006). Estos estan representados por el Jena Virus (JV), que fue aislado de ganado en
Alemania (Gunther et al., 1987; Gunther et al., 1984; Liu et al., 1999), y el virus
Newbury 2 , el cual fue identificado en las heces de terneros con diarrea en el Reino
Unido (Woode et al., 1978). Recientemente, los NV estrechamente relacionadas con
los Glll bovinos fueron identificados en las muestras de heces de cerdos y ovejas en
Nueva Zelanda, que posiblemente representa un tercer genotipo dentro de Glll (Otto et
al., 2011).

Los cinco genogrupos, a su vez, se subdividen en genotipos: 8 genotipos dentro de Gl,

21 genotipos en Gll [161 CDC (2011)], 2 en Glll, 1 en GIV, y 1 en GV (Zheng et al.,
2006). Los NV de los genogrupos Gl, Gll y GIV se encuentran en los seres humanos.
Recientemente, estudios de epidemiologia molecular han demostrado que el 70% de los
brotes de NV son causados por la variante genotipica Gll.4 (Gallimore et al., 2004; Tu et
al., 2007; Morillo et al., 2011).

1.5.5 Evolucién molecular

La recombinaciéon es una fuerza importante en la evolucién viral y también
contribuye en la variacion genética de los NV (Worobey et al., 1999). La recombinacién
del virus puede afectar la formacion de grupos filogenéticos, aumentar la virulencia del
virus, causar estudios confusos de epidemiologia molecular y hacer que el disefio de
vacunas resulte mas dificil (Bull et al., 2007). La clonacion de genomas completos en el
analisis de los genomas, y el estudio de la recombinacion de NV, son maneras
eficientes de evaluar las caracteristicas epidemiolégicas y moleculares de NV vy el
descubrimiento posterior de los genotipos y los nuevos tipos antigénicos (Shen et al.,
2012).

En NV, el genoma de un virus recombinante agrupa en 2 grupos filogenéticos
diferentes cuando dos regiones (normalmente genes estructurales y no estructurales)
del genoma estan sujetas a analisis filogenético. La recombinacion fue registrada por

primera vez en 1997 (Hardy et al., 1997). Desde entonces se ha incrementado la
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identificacion de ocurrencia natural de recombinacion maltiple en NV a nivel mundial
(Bon et al., 2005; Bull et al., 2005; Etherington et al., 2006; Phan et al., 2006). Han sido
datados al menos 22 tipos de recombinantes ocurridos naturalmente. Estos eventos de
recombinacién han sido observados tanto intra-Genogrupo, como inter-Genogrupo
(Etherington et al., 2006; Waters et al., 2007; Symes et al., 2007; Nayak et al., 2008).
De los cuales uno fue para Gl, 16 para GlI, 2 para Glll, 2 en GV y un recombinante
intergenogrupo. El alto nimero de NV recombinantes sugiere que es un mecanismo
importante de evolucién.

Figura 7 Virus represantando los 19 tipos de Norovirus recombinantes

Genogrupo Genotipo  Genotipo Pto. corte
sawy  Tesipreledsc  wimp_ gles Mhwels Wrimerdpobchin
| WUGLO1 /P G2 Glé $ Katayama et o,
(2002)
" Pcton0VAY Gib Gu.y -26 But ot al (2005)
Snow Mountan/76/US Gl Gu2 ~55 Hardy o 3/ (1997)
E397/Crete Ghs Gu2 -25 Bult et ol (2005)
Pont de Rode B7304/Fr Gabp Gu.2 -21 Bon et L (2005)
SydneyC1402/AU Gab Gu3 +23 Buesa et aL (2002).
Lole et &t (1999
Sydney221298/AU Gha Gu3 -59 Jang er al (1999)
Chida1/04)P G4 Gn3 -7 Vidal et 3l (2006)
TT105MRL GuLAGHd Gua ~595-212 Waters o¢ ol (2007)
Nylregyhaza/1057/02MUN  GED Gu4 Gallimore et af. (2004)
S629Fr Gn2 Gus «35 Buil ef al (2005)
Hokkaido133/00/ 0P Gig Gus -18 Bet ot ol (2007)
Kunming04/CH Gu1.6 Gn.7 2 Phan et al. 20060}
Mc3701/Th Gu 4 G110 .4 Hansman et al. (2004)
SatamalU102/9P Gn4d GN,12 -33 Katayama et al
2002)
Mnato14/99/P Gue Gu.1s -53 Sasaki et al. (2006)
Vannesi2299US GusS Gu.1S =31 Bull or oL (2005)
L) B-1SVDO3/US Gu.2 G -20 Bul er 2L (2007)
cvs2imus GuLY G2 -10 Han et al. (2004)
v S28/06/C€ NO» NOD 17 Mulier et ol (2007)
MNV-4/08/US NO NO +55 Mutier ot 2l (2007)
i LB7750610 GL3 Gu4 22 Nayak et o, (2008)
a Datos de secuencia para RdRp y capside no estan disponibles para esta cepa
] El punto de corte promedio se determiné por 2 métodos: Simplot y método chi cuadrado maximo

(Bull et al., 2007) La numeracion es en relacidn al principio del ORF2

¢ ND, genotipo no definido.

Figura 7 -Norovirus recombinantes. Adaptado de Hansman et al., 2010)

Los CV han sido detectados en un amplio rango de mamiferos incluyendo humanos,
ratones, vacas y cerdos (Wang et al., 2008) con una fuerte evidencia de transmision
zoondtica (Widdowson et al., 2005; Chao et al., 2012).
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En cuanto a la mutacion puntual, los NV tiene una elevada tasa de mutacion, inclusive
ha sido recientemente observada una tasa mayor que la determinada para el virus HIV
para el caso de su genotipo mas prevalente en el todo el mundo, el Gll.4 (Victoria et al.,
2009). Existe una gran variabilidad genética, principalmente por mutacion puntual, en
Gll.4, que genera el surgimiento de nuevas variantes genéticas en intervalos regulares
de tiempo que estan asociadas con un importante aumento en el numero de brotes,
donde la emergencia de una nueva variante acaba remplazando a la dominante que
circulaba en el periodo anterior (Pang et al., 2010). Otro punto muy importante que
esta siendo discutido actualmente, y que también esta relacionado a la evolucién
molecular de NV y su efecto en la patogénesis del virus en humanos, es la posible
ocurrencia de eventos de transmision interespecie de NV animales a humanos. Los CV
han sido detectados en un amplio rango de mamiferos incluyendo humanos, ratones,
vacas y cerdos (Wang et al., 2008) con una fuerte evidencia de transmisioén zoonética
(Widdowson et al., 2005; Chao et al., 2012). Se sospecha que este tipo de eventos
pueda ocurrir, ya que existen NV animales en los mismos Genogrupos que infectan al
humano, como es el caso de las cepas de NV de ledn y caninos encontradas dentro del
Genogrupo 4 (GIV), y principalmente las cepas de NV porcinos dentro del Genogrupo
Gll, el mas importante epidemiol6gicamente para humanos (Martella et al., 2008).

1.5.6 Epidemiologia

La transmision de NV es muy eficiente debido a la alta infectividad del virus, la
probabilidad media de desarrollar una infeccion con una sola particula viral es del 50%
(Teunis et al., 2008). Los individuos infectados pueden eliminar el virus en las heces
después del periodo sintomatico durante mas de 20 dias resultando en una posible
fuente de contaminacion de los nuevos casos de gastroenteritis (Rockx et al., 2002).

Por estas caracteristicas, los brotes de gastroenteritis causados por NV ocurren
principalmente en ambientes de uso colectivo, tales como hospitales, clinicas
geriatricas, escuelas, cruceros y restaurantes, afectando a individuos de todas las
edades (Rockx et al., 2002; Widdowson et al., 2005). La infeccion se produce por la via

de transmision fecal-oral, siendo la ingestion de agua contaminada y alimentos dos de los
principales mecanismos de infeccion, dando lugar a brotes de gastroenteritis en las
personas que entran en contacto con estas aguas o alimentos (Hoebe et al., 2004,
Hewitt et al., 2007; Arvelo et al., 2012; Nihon et al., 2012).

El patrén de estacionalidad para las infecciones de NV no esta bien establecido, se
producen casos de gastroenteritis aguda causada por la NV durante todo el afio. Sin
embargo, en paises con climas templados, los picos de deteccion se han identificado con
frecuencia en el periodo invernal (Patel et al., 2009).

Los NV tiene una distribucion bastante ubicua, detectandose tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo (Schnagl et al., 2000; de Wit et al., 2001;
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Parashar et al., 2004; Vardy et al., 2007; Patel et al., 2008). Los NV causan cada afo
900.000 de episodios de gastroenteritis aproximadamente, casos que requieren una

visita a la clinica y alrededor de 64.000
hospitalizaciones en nifios menores a 5 afios de edad residentes en paises de ingresos
altos. Si

se asume que la proporcion de hospitalizaciones asociadas con la diarrea infantil (=
124 millones) y las muertes (= 1,8 millones) en los paises en desarrollo se aproximan a
la proporcion total de nifios (12,1%), con enfermedad grave por NV (Patel et al., 2008),

NV puede causar hasta a 1,1 millones hospitalizaciones y 218.000 muertes cada afio en
nifios en los paises en desarrollo.

Estudios de caracterizacion molecular de NV llevados a cabo en todo el mundo, en los
casos de gastroenteritis aguda, han mostrado una frecuente co-circulacion de
diferentes genotipos de Gll y Gl, pero las cepas de GIl son las que tienen mayor
prevalencia, representando un 75% a 100% de las cepas caracterizadas, siendo Gll.4
la méas frecuente. Debido a la rapida evolucion de estos virus, nuevas variantes surgen
con frecuencia remplazando las variantes antiguas, diseminandose rapidamente en las
diferentes regiones del mundo. Este fendmeno se ha evidenciado particularmente con
las variantes de GlI.4. La aparicidon de nuevas variantes se relaciona con un aumento
considerable en el nUmero de brotes notificados (Kroneman et al., 2006; Siebenga et
al., 2007; Siebenga et al., 2009)

En Wisconsin, USA, se realiz6 un estudio relevante, con un muestreo diverso y
representativo que incluyd varias comunidades alimentadas por un sistema de agua
publico que proveia a las mismas de aguas subterraneas sin desinfeccion. Se relacion6
la presencia de virus entéricos mediante gPCR (PCR cuantitativa) en agua de grifo de

14 comunidades con un suministro de agua subterranea no desinfectada, y la
incidencia de la enfermedad aguda gastrointestinal (AGI). La incidencia de AGI fue
estimada de registros sanitarios diarios completados semanalmente por los hogares
dentro de cada comunidad de estudio durante cuatro periodos de 12 semanas. Se
colectaron muestras de agua mensualmente a partir de cinco a ocho hogares por
comunidad. Se midi6é la infectividad viral por cultivo celular y la presencia viral fue
evaluada por gPCR. La incidencia de la AGI fue relacionada con la deteccidn del virus
utilizando la regresion de Poisson con efectos aleatorios. Las temporadas y las
comunidades con mayores registros virales tenian una alta incidencia de AGI
correspondiente. Esta asociacion fue particularmente fuerte para los NV del genogrupo
| (NV-GI) y entre la AGI en adultos y los Enterovirus cuando predominaron serotipos de
Echovirus. En las concentraciones medias de 1 y 0,8 copias gendmicas / L de NV-Gl y
Enterovirus, respectivamente, las proporciones de incidencia de AGI (por ej el riesgo
relativo) aument6 en un 30%. Los adenovirus en el agua del grifo fueron bajos y no se
asociaron positivamente con AGI. La fraccion estimada de AGI atribuibles a los virus
transmitidos por el agua del grifo fue entre 6% y 22%, dependiendo del modelo
seleccionado de incidencia AGl/exposicion viral, y podria haber sido tan alta como 63%
entre los niflos menores de cinco afios de edad durante el periodo en que el NV-GI
estaba muy presente en el agua potable. Aqui se vio que en la mayoria de los sistemas
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publicos de provision de agua subterranea en los EE.UU el agua se encontraba sin
desinfectar. Estos hallazgos sugieren que las poblaciones atendidas por sistemas de
este tipo pueden estar expuestos a virus transmitidos por el agua y con los
consiguientes riesgos para la salud (Borchardt et al., 2012).

En Brasil, varios estudios han detectado NV en los casos de gastroenteritis aguda en

nifos y adultos. Se han reportado altas tasas de deteccion alcanzando valores de 40%,
como se demuestra en el estudio en Vitoria, Espirito Santo (Ribeiro etal., 2008).
Diferentes genotipos de Gl y Gll se han detectado, siendo Gll.4 el méas frecuente
(Victoria et al., 2007; Campos et al., 2008; Ribeiro et al., 2008). Es importante destacar
gue el estudio de Nakagomi y colaboradores (2008) (Nakagomi et al., 2008), al analizar
los casos de nifios hospitalizados por gastroenteritis aguda observé una gravedad
similar entre los casos de gastroenteritis causadas por RVA'y NV.

En un estudio de vigilancia realizado en Brasil, en el estado de San Pablo, se
analizaron las infecciones causadas por RVA y NV en nifios hospitalizados <5 afios con
gastroenteritis aguda durante un periodo de seis afios (2004-2009). Este estudio
retrospectivo, se llevé a cabo en 61 centros médicos, con muestras de heces
colectadas por conveniencia, analizadas por EIA, PAGE, RT-PCR y secuenciacion para
caracterizar los genotipos. Las infecciones por NV y RVA se detectaron en el 29,6%
(144/487) y el 29,2% (26/89) de las muestras, respectivamente. Los genotipos de RVA
detectados con mayor frecuencia fueron G9P[8] en 2004, G1P[8] en 2005, G9PJ[8] en
2006, y G2P[4] durante los afios 2007, 2008 y 2009. La tasa de deteccion se redujo de
36,3% (33/91) en 2004 a 4,2% (4/95) en 2009. Se encontraron NV pertenecientes al
genogrupo Gll en el 61,6% (16/26) de las muestras, y el 11,5% (3/26) pertenecieron a
Gl. Las infecciones mixtas de RVA y NV se observaron en el 2,2% (2/89) de las
muestras, las cepas involucradas fueron Gl + G9P[8] y Gl + G2P[4]. La distribucién de
genotipos de RVA varié con los afios, acompafiada por una reduccion en el nimero de
casos detectados. Es necesaria la intensificacion de la vigilancia posterior a la
implantacion de la vacuna para RVA, a fin de vigilar las cepas circulantes y su eficacia
potencial frente a los genotipos emergentes. Los NV han sido cada vez mas
identificados como importantes agentes etiolégicos entre nifios hospitalizados vy
desempefian un papel importante en la etiologia viral de la gastroenteritis aguda en
niflos en San Pablo (Cilli et al., 2011).

Por otro lado, en Nicaragua, el programa de vacunacién nacional de RVA con la
vacuna pentavalente RV5 (Rota teq ® del laboratorio Merck) se llevé a cabo en octubre
de 2006. Para determinar si la vacunacion contra RVA disminuyé el numero total de
infecciones por este virus, se investigd la presencia de RVA y NV en aguas residuales
en la ciudad de Leon, en el periodo comprendido entre julio 2007 y julio del 2008, y se
compard con los datos precedentes a la vacunacion. El resultado principal fue la baja
prevalencia de RVA en comparacion con NV en todos los puntos de muestreo (11% vs
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44%, p, 0.05), y la concentracién de RVA fue menor en comparacion con NV. Los
autores concluyeron, que la introduccion de la vacuna para RVA redujo la transmision
de este virus en la comunidad en Nicaragua. Sin embargo, la prevalencia de la diarrea
en el pais sigue siendo alta, y la alta prevalencia de NV en el hospital y las aguas
residuales municipales es notable. Este estudio pone en evidencia la necesidad de una
evaluacion adicional de NV luego de la introduccion de la vacuna contra RVA (Bucardo
etal., 2011).

En otro estudio realizado en Argentina, en afio 2004, ocho brotes de gastroenteritis
aguda se analizaron para Calicivirus Humanos (CVHs) como posibles agentes
etiolégicos. Los CVHSs se encontraron en 39 de las 100 muestras analizadas. En 37 de las
39 muestras positivas para CVHs, se detecté NV, mientras que los dos restantes fueron
positivas Sapovirus. Los andlisis filogenéticos de 13 muestras positivas para NV revelaron
la presencia de cepas de genogrupo Gl, Gll y GIV. Este estudio constituy6 el primer
reporte de la epidemiologia molecular de CVHs humanos asociados a los brotes de
gastroenteritis en Argentina (Gomez et al., 2007).

En Chile, se reporté un brote en el afio 2010 que duro desde el 8 de marzo al 28 de
abril de ese afo, con 31.026 casos. Se estudiaron muestras de materia fecal y
muestras ambientales. Se detectdé la presencia de NV-GIl tanto en muestras
ambientales como clinicas. Este brote fue causado por el consumo de verduras crudas,
gue fueron regadas, y por lo tanto contaminadas, con aguas residuales tratadas que
contenian una baja concentracién de cloro residual libre. Posteriormente, el brote se
propagd de persona a persona en un ambiente sanitario deficiente (Diaz et al., 2012).

1.5.7 Virologia ambiental

Los NV son muy ubicuos y se encuentran en variados reservorios. Un estudio
relativamente reciente que analizé la distribucion de los NV en un ambiente estuarino,
constato la presencia de NV en ostras, aguas superficiales y plancton (Gentry et al.,
2009). Las altas concentraciones de muestras de plancton con presencia de NV en
comparacion con las muestras de agua y de ostras proporcionan novedades
inesperadas en la presencia y distribucion de los NV humanos en el medio acuatico
(Gentry et al., 2009). Ya en 1982 se relacioné a un brote que afecté a mas de 1500
personas, ocurrido en Georgia (EEUU), con la presencia de los NV en aguas de
consumo. Un aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos contra NV se encontré en
12 de los 19 pares de sueros de los pacientes estudiados. La enfermedad por NV
asociada con un sistema municipal de agua potable de gran tamafio no habia sido
documentada con anterioridad (Kaplan et al., 1982).
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Ya en un estudio mas contemporaneo realizado en Argentina, se evalu6 la presencia
de NV en muestras de aguas residuales y aguas colectadas del rio Suquia de la ciudad
de Cordoba. El analisis filogenético demostré que el genotipo principal detectado era
Gll.4, perteneciente a la variante 2006b, la cual esta ampliamente distribuida, seguido
por cepas relacionadas con el virus putativo recombinante Gll.g. Los NV detectados
estaban filogenéticamente mas relacionados con virus recientes de otros paises que
con las secuencias anteriores locales, lo que sugiere una rapida y amplia propagacion
de cepas del virus que evita que una filogenia esté geograficamente estructurada. Las
muestras ambientales mostraron una mezcla de ambos tipos virales, que apunta a la
co-circulacion y el riesgo de infecciones mixtas y de recombinacion. Este es el primer
informe sobre la deteccion y caracterizacion de NV en aguas residuales en Argentina
(Gomes et al., 2007).

En Brasil, un estudio destac6 la contaminacion ambiental de los arroyos urbanos por
NV en la ciudad de Manaos (Miagostovich et al., 2008). Se estudi6 la presencia de
varios virus entéricos, y NV aparecio con una frecuencia de 5,8%. Posteriormente en el
2010, se realiz6 un monitoreo de un afio colectando muestras de agua en diferentes
puntos de la ciudad de Florianépolis, desde junio de 2007 a mayo de 2008. En este
estudio, los NV fueron detectados en 23% (22/94) de las muestras analizadas, entre
ellas: agua de mar, agua potable, agua superficial (agua salobre de arroyo y laguna) y
aguas residuales tratadas. Las cargas virales medias de genogrupos Gl y Gll en
muestras de aguas residuales tratadas fue de 297 y 440 copias gendmicas (cg)/L,
respectivamente, mientras que las muestras de agua de arroyos contenian 2603 y 1361
gc/L, respectivamente. Seis muestras fueron secuenciadas: dos muestras fueron Gll.4,
dos GIl.2 y dos GI.3 (Victoria et al., 2010). En el mismo afio, pero en una planta de
tratamiento de Rio de Janeiro, se publico un estudio de un monitoreo durante un afio de
dicha planta, donde se estudio la presencia de NV. NV se detect6 en siete (15%), 14
(29%) vy 28 (58%) muestras usando RT-PCR, gPCR y Seminested-PCR,
respectivamente. Las mayores concentraciones de NV fueron detectadas en los meses
mas frios, con 53.300 cg/L (copias gendémicas por litro). La secuenciacion de
nucledtidos y el analisis filogenético
reveld que cinco cepas se agruparon con cepas Gl y seis con Gll (Victoria et al., 2010).

Los trabajos realizados en los laboratorios de vigilancia ambiental sugieren
consistentemente la importancia de los estudios de virologia ambiental, ampliamente
documentada en el mundo y en la region desde mediados de los 90s, con mas razén
porque en Uruguay no existen registros publicados de monitoreos ambientales de NV ,
agui yace la importancia de mi tesis como pionera en este aspecto.

1.6 Enterovirus

1.6.1 El virus: historia y estructura
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El género Enterovirus (HEV) pertenece a la familia Picornaviridae y es uno de
los 9 géneros que integran la misma. Dentro de EV que infectan a humanos
encontramos a los Poliovirus, y a los virus no polio antes clasificados como coxsackie A
y B, Echovirus y Enterovirus. Actualmente fueron reclasificados en Enterovirus A, B, C
y D (Tabla 2). Son agentes etiolégicos responsables de varias enfermedades
(poliomielitis, miocarditis aguda y meningitis aséptica) y desempefian un papel
importante en las enfermedades crénicas comunes, como miocardiopatia dilatada y la
diabetes mellitus insulino-dependiente. La identificacion de los EV es esencial para la
vigilancia epidemioldgica, la identificacion de los poliovirus (PV), el estudio de las
correlaciones entre los subtipos de EV y enfermedades, la identificacion de nuevos
tipos de EV, y el tratamiento adecuado de las infecciones por EV en los recién nacidos
y en pacientes inmunodeficientes (Palacios et al., 2002). Las primeras descripciones
clinicas de la poliomielitis (el mayor protagonista en la historia del género HEV) se
hicieron en la década de 1800, con informes de casos de paralisis por la fiebre. En
1840, Von Heine (Heine: 1840) public6 una monografia, que describe la afliccion. Sus
contribuciones y las publicaciones posteriores de Medin en 1891 (Medin :1891)
condujeron a denominar la hoy conocida poliomielitis paralitica como “Enfermedad de
Heine-Medin”.

TABLA 2. Clasificacion de enterovirus

Taxonomia tradicional Taxonomia actual
Poliovirus Human Enterovirus A (HEV-A)

PVi-3 CAV2-8,10, 12, 14, 16; EVT1, EV76 EVEB0, EVO0, EVO1
Coxsackle A virus Human Enterovirus B (HEV-B)

CAV1-22 24 CAVY, CBV1-6; E1-7, 9, 11-21, 24-27, 20-33; EVER, EV73-75, EV77-8, EV79-88, EV100-101
Coxsackie B virus Human Enterovirus C (HEV-C)

Ccav1-8 CAV1, 11,13, 17,1022, 24, PV13
Echovirus Human Enterovirus D (HEV-D)

E1-7,9, 11-21, 24-27,20-33 EVES8, 70

Enterovirus numerados

EVES.71

Los Enterovirus 79-101, los cuales no estan incluidos atn en el International Committee on Taxonomy of Viruses classification (ICTV) se muestran en
itallcas. Los saltos en la numeracién son resulftado de camblos en la clasificadén. Desde el momento de su descubrimiento y su inicial clasificacién,
algunos serotipos han resultado ser idénticos a otros enterovirus (por ejemplo, coxsackievirus A15 es el mismo que coxsackievirus All). A su vez,
algunos serotipos han sido reclasificados como miembros de otros géneros de picornavirus o de otras familias virales.

Los trabajos sobre la poliomielitis han tenido un impacto considerable que sigue
existiendo en el campo de la virologia molecular. PV fue el primer virus animal clonado y
secuenciado completamente (Kitamura et al.,1981), el primer virus de ARN animales del
que se construyé un clon infeccioso y el primer virus humano que tenia su
estructura tridimensional resuelta por cristalografia de rayos X (Hogle et al., 1985). En
1989, Mendelsohn y colaboradores (Mendelsohn et al., 1989) identificaron el receptor de
PV, CD155, un hallazgo que fue seguido por la generacion de ratones portadores de
CD155 como un transgen (Koike et al., 1991; Ren et al.,1990).

El virus Coxsackie (grupo A, CVA) fue aislado por primera vez durante una
epidemia de poliomielitis en 1948 de las heces de los nifios paralizados en Coxsackie,
Nueva York (Dalldorf et al.,1948). Estas cepas fueron obtenidas mediante la
inoculacion de ratones lactantes; la patogenicidad en ratones diferencia claramente a
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estos virus de los PV. Al afio siguiente, el primer virus Coxsackie del grupo B (CVB) fue
aislado de casos de meningitis aséptica (Melnick et al., 1949). Los aislados del grupo
original de CVA producian miositis con paralisis flacida las extremidades posteriores en
ratones recién nacidos, mientras que los virus CVB produjeron una paralisis espastica y
una infeccidn generalizada en ratones recién nacidos, con miositis, asi como la
participacion del cerebro, el pancreas, el corazén y la grasa parda. En 1951, los
Echovirus (EchV) se aislaron por primera vez de las heces de personas asintomaticas
(Robbins et al.,1951). El nombre de ECHO procede del acronimo de “enteric cytopathic
human orphan" o "virus huérfano citopatico entérico”. Estudios posteriores han
demostrado que los EchV, de hecho, causan una variedad de enfermedades humanas.
Estructuralmente, los EV contienen un genoma monocatenario de ARN de sentido
positivo de 7500 pb, protegido por una capside icosaédrica de unos 30nm de diametro
sin envoltura lipidica. El genoma codifica cuatro proteinas estructurales (VP1 a VP4)y
siete proteinas no estructurales implicadas enla replicacion viraly la maduracion.
Las proteinas de la capside (VP1, VP2y VP3) estan situadas en la superficie de la
cépside, y por lo tanto contienen epitopes de anticuerpos. Como la mayoria de los
miembros de la familia Picornaviridae, la capside de los HEV esta compuesta por 60
copias de cada una de las 4 proteinas estructurales (VP1-VP4), organizadas para
formar una estructura icosaédrica (Kim et al., 2007) (Figura 8).
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Figura 8- a) Capside de EV: icosaédrica de 60 capsémeros, conformados de cuatro proteinas estructurales
(VP1 a VP4). Genoma monocatenario de ARN sentido positivo (~ 7.400 bases). Extremo 5 'unido a la proteina
VPg. Unico ORF, que produce cuatro proteinas estructurales y siete proteinas no estructurales; b) Replicacion
de Enterovirus. Union a un receptor especifico (1), endocitosis (2), Particula transportada por las vesiculas
endociticas (3), al aparato de Golgi (4) y luego a través del Reticulo endoplasmico liso (REL) (5) y el rugoso
(RER) (6); ARN viral traducido en RER (7); Vesiculas de replicacion, (8, 9). EI ARN viral es encapsidado con
proteinas estructurales (10) y las nuevas particulas virales son liberadas (11) (Hober et al., 2010).

1.6.2 Clasificacion

El género Enterovirus (EV) dentro de la familia Picornaviridae estd compuesto por mas
de 300 serotipos, la mayoria de los cuales son conocidos patégenos humanos y
circulan ampliamente en todo el mundo. El género EV comprende al menos 10
especies, incluyendo 3 especies de rinovirus humanos y 4 especies de EV humanos
(sigla en inglés, HEV) (A a D), junto con otras especies que infectan a cerdos y vacas
(enterovirus bovino-en inglés, BEV y porcino) y primates no humanos (Hyypia et al.,
2005). Los aislados de cuatro especies de EV se clasificaron originalmente por sus
propiedades antigénicas y patogénicas en los seres humanos y animales de
laboratorio: estaban divididos en los Poliovirus (PV) (3 serotipos), los virus CVA (23
serotipos), los virus CVB (6 serotipos), los EchV (28 serotipos) y los EV 68 a 71. Mas
recientemente, se ha demostrado que secuencias de VP1 son predictivas del serotipo
de EV y han permitido la identificacion del serotipo a través de comparaciones
genéticas en lugar de la laboriosa clasificacion serologica (Norder et al., 2001; Oberste
1999). En efecto, la secuencia de VPl se ha considerado adecuada para la
designacion de nuevos tipos en la ausencia de datos seroldgicos por el Internal
Committee for Taxonomy of Viruses (ICTV), Picornavirus Study Group (PSG) (Stanway
et al., 2005), lo que ha permitido a muchos otros EV ser formalmente clasificados en
especies y tipos (EV 73 en adelante) sin que necesariamente exista la informacion de
reactividad antigénica cruzada para asignar el serotipo. Estos tipos genéticamente
caracterizados se han numerado cronoldégicamente (33 a finales de julio de 2010),
dando lugar a un total combinado de 97 serotipos (Harvala et al., 2011).

Se han descubierto recientemente otros picornavirus que infectan a los humanos, o que
antes se consideraban EV y se reclasificaron como un género aparte. Este género es
genéticamente distinto del género EV, pero comparte cierta similitud fisica y estructural
con EV. Sobre la base de una relacidon genética muy baja, las diferencias en las
proteinas virales y el procesamiento de las mismas, y una proteasa novedosa, los EchV

22 y 23 fueron reclasificados como un nuevo género, los Parechovirus (Ito et al.,
(2004).

1.6.3 Patologia e inmunidad
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La patogenicidad de EV esta mediada por un motivo RGD (arginina-glicina-acido
aspartico) el cual se encuentra en las proteinas de la cpside viral de la familia de los
picornavirus (Williams et al., 2004). Se han identificado alrededor de siete receptores
distintos de EV a partir de células humanas: el receptor del PV (en inglés, Polio Virus
Receptor - PVR, CD155), tres integrinas (a2B1, avB3 y av6), factor acelerador de
deterioro (en inglés, Decay-Accelerating Factor - DAF, CD55), el receptor de
Coxsackie-Adenovirus (en inglés, Coxsackievirus and Adenovirus Receptor - CAR), y la
molécula de adhesidn intercelular 1 (en inglés, Intercellular Adhesion Molecule 11CAM-

1) (Palacios et al., 2005). Tipicamente, el sitio primario de la infeccion son las células
epiteliales del tracto respiratorio o gastrointestinal. Desde el sitio de la infeccion
primaria, los virus pueden propagarse a sitios secundarios particulares a raiz de la
viremia. La infeccidon secundaria del sistema nervioso central resulta en la meningitis
aseéptica o, con menos frecuencia, en encefalitis o pardlisis (Palacios et al., 2005).

La mayoria de las infecciones por EV son asintométicas o resultan solo en
enfermedades leves, como enfermedad febril no especifica o infecciones leves del
tracto respiratorio superior. Sin embargo, los EV también pueden causar una amplia
variedad de enfermedades clinicas incluyendo la conjuntivitis hemorragica aguda,
meningitis aséptica, erupcién cutanea indiferenciada, pardlisis flacida aguda,
miocarditis y enfermedad tipo sepsis neonatal (Bauer et al., 2002). Los EV son los
agentes etioldgicos mas comunes de la miocarditis viral humana y estan asociados con
algunos casos de miocardiopatia dilatada (MCD), la Unica que afecta aproximadamente

de cinco a ocho personas por cada 100.000 al afio en todo el mundo (Peng et al.,
2000). Los EV son citopéaticos, la mayoria de las infecciones resultan en la destruccion
de células de tejidos especificos, a pesar de que algunas manifestaciones de la
enfermedad puedan ser resultado de la respuesta inmune del huésped (Palacios et al.,
2005). Una de las enfermedades mas distintivas ocasionadas por EV es la poliomielitis.

Es casi invariablemente causada por uno de los tres serotipos de PV. PV también
puede causar meningitis aséptica o enfermedades secundarias no especificas (Hyypia

et al., 1997). La ruta normal de la infeccion por el virus de la polio en los hospederos
naturales permisivos, comienza con una infeccidén del sistema entérico a través de la
ingestion oral del virus (Daley et al., 2005). El receptor de la célula para los tres
serotipos de PV es CD155, una glicoproteina que es un miembro de la super familia de
proteinas de las inmunoglobulinas (Racaniello et al., 2006). Las particulas virales
replican inicialmente en el sistema gastrointestinal, pero la replicacion en este sitio no
da lugar a ninguna patologia detectable (Daley et al., 2005). A partir de los sitios
principales de la multiplicacién en la mucosa, el virus pasa a los ganglios linfaticos
cervicales y mesentéricos y luego a la sangre, causando una viremia transitoria. La
mayoria de las infecciones naturales de los seres humanos finalizan en esta etapa con
una enfermedad leve que comprende sintomas inespecificos como dolor de garganta,
fiebre, y malestar general. Se cree que la replicacion en los sitios extraneurales
mantiene la viremia mas alla de la primera etapa y aumenta la probabilidad de la
entrada del virus en el sistema nervioso central. Tales sitios extraneurales pueden
incluir grasa marrén, tejidos reticuloendoteliales, y musculo (Racaniello et al., 2006).
Asi como se extiende la viremia, la infeccion de las células dendriticas y los
macroéfagos puede ayudar en el transporte de los virus a través de la barrera sangre-

40



cerebro o el transporte a lo largo de las vias neurales para infectar las células del
cerebro (Daley et al., 2005; Fuselli et al., 2010).

1.6.4 Transmision

Los EV se pueden encontrar en fuentes de agua tales como pozos
semisurgentes, que se contaminan cuando las heces de personas infectadas entran en el
agua a través de diferentes vias: desbordamientos de aguas residuales, sistemas de
alcantarillado que no estan funcionando correctamente, y la escorrentia de aguas
pluviales contaminadas. Los pozos pueden ser mas vulnerables a la contaminacion
después de una inundacion, sobre todo si los pozos son de poca profundidad, se han
excavado accidentalmente o que han sido sumergidos por las inundaciones por largos
periodos de tiempo (Rotbart et al., 1995).

Los EV se han encontrado en aguas superficiales y subterraneas en todo el
mundo. En los trépicos, la supervivencia del virus es mas prolongada en el agua
subterranea, ya que es mas fria que el agua superficial. En el caso de las piscinas, EV
se puede encontrar incluso después de la cloracion, y aun en ausencia de coliformes
fecales. En los paises industrializados, la transmisién de EV en agua potable al parecer
es poco comun, pero es una fuente constante de preocupacién para los investigadores
de salud publica, debido a que las condiciones habituales en las que se clora el agua
potable de las ciudades puede ser insuficiente para inactivar completamente los EV
(Rotbart et al., 1995).

Los EV, especialmente los PV, se encuentran con regularidad en las aguas
residuales. Son mas frecuentes en aguas residuales de zonas con condiciones
socioecondmicas precarias o con una gran proporcion de nifios pequefios. Ademas, se
ha demostrado que los trabajadores de aguas residuales tienen una mayor prevalencia
de anticuerpos séricos a EV que trabajadores de otras areas (Rotbart et al., 1995).

La transmisién fecal oral es el modo clasico de transmisién de enterovirus y
probablemente explica los patrones de dispersion en los paises en desarrollo, donde la
higiene y sanidad son probablemente imperfectas incluso en los centros de atencién.
(Rotbart et al., 1995).

Los patrones de eliminacién y las vias de transmision de los poliovirus son
similares a los observados para otros enterovirus. PV es resistente a la acidez del
estobmago, haciendo que al intestino delgado de un medio propicio para la replicacion
viral después de la ingestidn del virus. PV es muy eficiente en el establecimiento de la
infeccion, y un valor de TCID50 (Tissue Culture Infective Dose 50%) tan bajo como 100
puede infectar a un bebé por via oral. La eliminacion fecal del virus se produce durante
un periodo prolongado, a veces durante mas de 6 semanas. La dispersion del virus
puede ser intermitente y se ve afectada por el estado inmunolégico del individuo, la
cantidad y la duracion de la replicacion del virus puede reducirse significativamente
como resultado de la inmunidad a una infeccién natural con PV salvaje, la vacunacién
con la vacuna oral (en inglés: OPV Oral Poliovirus Vaccine) o la IPV (en inglés:
Inactivated Poliovirus Vaccine), o debido a infecciones entéricas que compiten. Los
virus se pueden recuperar a partir de frotis de garganta y lavados durante la fase aguda
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temprana de la infeccion, pero la secrecion de virus en la saliva se produce durante un
tiempo mucho mas corto que la excrecion fecal.

1.6.5 Evolucion molecular

Entre los mecanismos evolutivos que emplean los EV para generar variabilidad
genética con el fin de lograr una mejor adaptabilidad tenemos:

i) Mutacién puntual. Los virus ARN, debido a la falta de capacidad correctora de la ARN
polimerasa viral, presentan una elevada tasa de mutaciones puntuales por sustitucion
nucleotidica del orden de 10™ sustituciones por sitio por afio (s/s/a), lo que les permite a
estos virus organizarse en cuasiespecies, es decir, circulan en el hospedero como una
nube de mutantes estrechamente relacionadas entre si (Domingo et al., 2000;
Kinnunen et al., 1990). Esta caracteristica les confiere a los virus de ARN una gran
capacidad de adaptacién a los cambios.

La alta tasa de mutacion de PV es del orden de 10™ errores por nt por ciclo de
replicacién del genoma viral, debido a la baja fidelidad de la ARN polimerasa 3D de PV
(3Dpol) y la ausencia de mecanismo de reparacion de errores (Ward et al., 1988). El
error de frecuencia 3Dpol se determind in vitro para en varios sitios en el genoma viral,
pero no hubo variaciéon significativa en los valores (Ward et al., 1992). Sin embargo, la
region de codificacion de la capside, con una tasa de fijacion de sustituciones totales en
el orden de 102 s/s/a (sustituciones por sitio por afio), parece menos genéticamente
estable que la regién que codifica proteinas no estructurales (Combelas et al., 2011;
Rajal et.al., 2011).

Se han realizado estudios de muestras ambientales y de pacientes, para constatar la
presencia de EV.

En uno de ellos, los autores determinaron la diversidad de EV mediante
secuenciacion una region altamente conservada VP1 (de la que hay disponibles un gran
namero de secuencias en GeneBank). La mayoria de las cepas de EV detectadas
agruparon con los genotipos (o especies) conocidos disponibles en el GeneBank (HEV-A,
HEV-B, HEV-C, HEV-D). En este trabajo se hace una descripcion detallada de los
diferentes genogrupos (ejemplo: EV71), clados (siguiendo el mismo ejemplo: C) y
subgenogrupos (siguiendo el mismo ejemplo: C2) encontrados dentro de cada genotipo
identificado (siguiendo el mismo ejemplo: HEV-A). Demostrando, de esta forma, la
gran diversidad genética generada por mutacién puntual, que poseen los EV
encontrados tanto en pacientes como en el ambiente (Apostol et al., 2012).

i) Recombinacién genética. Debido a la circulacién simultdnea de diferentes estirpes
(pertenecientes 0 no a distintos genotipos) en un mismo hospedero, la recombinacion
es un importante mecanismo para la generacion de diversidad genética, pudiendo
ocasionar la aparicion de cepas con mayor capacidad de replicacion, mayor capacidad
de transmision o mas virulentas. Entre los EV los procesos de recombinacion tanto intra
como interserotipica son muy comunes. Los puntos de recombinacion se han
encontrado principalmente dentro de la VP4 (interserotipica) y dentro de 2BC
(intraserotipica) (Lukashev et al., 2003). Oberste y colaboradores (Oberste et al., 2004),
analizaron el genoma completo de las cepas de referencia de los HEV-B demostrando
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que han existido multiples eventos de recombinacion entre ellos en la regidon no
estructural, resultando en un complejo mosaico de secuencias. Encontraron, que la
diferencia aminoacidica entre los HEV-B con los restantes grupos de HEV (A,C y D)
oscila entre 42-53% para la proteina VP1., entre 33-42% para VP2 y entre 27-38% para
VP3. Dentro de los HEV-B la similaridad aminoacidica es del 68-87% para VP1, de 93-
99% para VP2 y de 94-99% para VP3. Lo que demuestra claramente que las proteinas no
estructurales son muy conservadas entre los HEV-B siendo la 2C y la 3D las mas
conservadas mientras que la mas variable resulto ser la 2A. La mayor variabilidad se
da dentro de las proteinas de la capside, siendo la VP1 la mas variable con una
identidad aminoacidica de 56-83% (Oberste et al., 2004).

iii) Uso de codones. Aunque menos estudiado, las variaciones en el uso de los codones
sinbnimos constituyen un importante mecanismo utilizado por los virus a fin de generar
variabilidad genética y adaptabilidad a sus hospederos. Debido a que el Cdédigo
Genético es degenerado la mayoria de los aminoacidos son codificados por mas de un
codon (codones sinonimos). Esos codones codificantes de un mismo aa no
son utilizados equitativamente por muchos organismos, lo que origina la presencia de
un sesgo en el uso de los codones sindbnimos. Para explicar la presencia de dicho
sesgo se han desarrollado 2 modelos: 1) El modelo traduccional o seleccionista, segun
el cual existe una co-adaptacién entre el uso de codones sinbnimos y la abundancia
relativa de los ARN de transferencia (ARNt), a fin de optimizar la eficiencia traduccional,
dandose una correlacion entre el uso de codones y la expresion de los genes., 2) Por
otra parte el modelo mutacional o neutral, establece que la composicién genética esta
influenciada por la probabilidad de que una mutacion se fije por deriva génica. Ambos
modelos no son mutuamente excluyentes. Comprender el alcance y las causas del
sesgo en el uso de codones es esencial para comprender la evolucién viral y en
particular la interaccién virus-célula hospedera, asi como la interaccién del virus con la
respuesta inmune.

1.6.6 Epidemiologia

A pesar de la naturaleza casi omnipresente de las infecciones por EV y la gran
variedad de presentaciones clinicas, las caracteristicas demograficas de las diferentes
infecciones y las enfermedades tienen algunas caracteristicas en comun. En particular,
varios factores, incluyendo edad, sexo y nivel socioeconémico, tienen efectos en gran
parte predecibles.

La excrecion de EV no implica necesariamente la asociacion con la enfermedad, ya
gue la mayoria de las excreciones son asintomaticas. Esto se aplica particularmente a
los paises en desarrollo, donde los EV son ubicuos y las infecciones infantiles son
comunes y generalmente silenciosas.

43



La actividad de EV en las poblaciones puede ser esporadica o epidémica, y ciertos
tipos de EV se asocian con la ocurrencia de enfermedades tanto esporadicas como
epidemias. La prevalencia reportada de una determinada enfermedad por
EV puede verse incrementada real o artificialmente en una situaciéon de brote repentino,
cuando el foco de la atencion mejora el diagnéstico y notificacion de casos, pero esto
también puede aumentar la notificacion de ausencia de casos. Ademas, puede haber
una tendencia de otras cepas a ser excluidas cuando una cepa particular es
predominante en una comunidad, sin embargo, en grandes comunidades con
enfermedad enteroviral de verano, tipicamente se observa la co-circulacion de varios
tipos diferentes de forma simultanea y en ausencia de un patron particular (Fields: 5 ed,
2007).

Un concepto importante en la comprensiéon de la epidemiologia de EV es la variacion:
por serotipo, por tiempo, por ubicacion geografica, y por enfermedad. Este concepto se
ilustra en los estudios de vigilancia de las infecciones por EV no-polio (Fields: 5 ed,
2007).

La variacion segun la ubicacion es también una caracteristica importante de EV. Los
brotes pueden ser restringidos a pequefios grupos (por ejemplo, las escuelas y
guarderias), comunidades selectas, o pueden llegar a ser difundidas a nivel regional,
nacional o incluso internacional. Los brotes en grupos pequefos a veces pueden estar
vinculados epidemiolégicamente a una ruptura en las practicas de higiene (Fields: 5 ed,
2007).

En los climas templados, los EV son detectados con mayor frecuencia durante el
verano y principios del otofio, aunque los brotes pueden continuar en el invierno. De
hecho, la circulaciéon de EV tiene un patréon estacional, que varia segun el area
geografica. En cambio, los PV atenuados (la mayoria de cepas vacunales) son
aislados durante todo el afio, lo que refleja la administraciéon rutinaria de la vacuna
contra la poliomielitis a los nifios.

En las zonas tropicales y semitropicales, las tendencias de circulacién tienden a ser
todo el afio o asociadas con la temporada de lluvias. En USA, 10 afios de vigilancia
indican que el 82% de los aislamientos de EV se hicieron durante los cinco meses de
verano o en el otofio de junio a octubre. En un estudio de 6 afios de la enfermedad
viral del SNC (Sistema Nervioso Central), el 85% de las enfermedades por EV, en
comparacion con el 12% al 26% de las enfermedades causadas por otros agentes
virales, se produjeron entre junio y noviembre (Moore et al., 1982).

Muchos estudios han examinado la prevalencia de anticuerpos contra EV en
poblaciones especificas con varias conclusiones importantes. En primer lugar, el

namero de personas que tienen anticuerpos neutralizantes contra cualquier EV dado,
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es grande, lo que indica una alta incidencia de infeccién en el pasado. Una alta
incidencia de infeccion reciente, también fue sugerida por los estudios de anticuerpos
IgM contra EV, que normalmente muestran un 4% a 6% de positividad. En segundo
lugar, las infecciones con un serotipo de EV pueden aumentar los titulos de anticuerpos
contra otros serotipos de EV como fue medido por IgM o neutralizacion. El patron de la
respuesta heterotipica varia por serotipo y entre los individuos.

Los estudios sobre la epidemiologia molecular de EV no-polio se han centrado en la
inferencia evolutiva derivada de la comparaciéon de las cepas del virus dentro de un
serotipo en el tiempo, asi como la comparacion de las cepas de diferentes serotipos, e
incluso entre diferentes géneros dentro de Picornaviridae. Se han reportado estudios
de epidemiologia molecular mediante secuenciacién para CVB1, CVB5, EchV 30, y
EV71 (Brown et al., 1999; Drebot et al., 1999; Kopecka et al., 1995; Oberste et al.,
1999). Uno de los estudios de cepas de CVB5 examind el patron de cambios genéticos en
tres brotes separados en USA. La secuencia de nucleotidos a partir de aislados
multiples de la epidemia, demostré que cada una de las epidemias fue causada por
un solo genotipo (Oberste et al., 1999).

El genotipo de CVB5 observado en la epidemia de 1967 mostré una mayor similitud
con el virus observado en la epidemia de 1983 que con los virus aislados durante los
afos intermedios (Kopecka et al., 1995), lo que sugiere la transmision discontinua de la
epidemia de CVB5 en los Estados Unidos durante este tiempo. De manera anéloga,
genotipos de EchV 30 han demostrado una sucesion solapada entre los aislamientos
caracterizados en los Estados Unidos (Ogra et al., 1971). Se puede encontrar mas de
un genotipo en ciertos periodos, y el genotipo desplazado se puede encontrar en otras
partes del mundo, después de haber cesado en aislamientos en USA durante muchos
afnos. En los estudios de EV71, tres genotipos distintos se han
caracterizado (Brown et al., 1999). A diferencia de la situacién con EchV 30 y mas
similar al del ejemplo de CVBS, la transicion de un genotipo a otro se produjo durante
un solo afio, 1987, y el genotipo méas antiguo no ha sido aislado en los Estados Unidos
todavia a pesar de que si ha sido aislado en otras partes del mundo.

En 1988, la Asamblea Mundial de la Salud resolvié erradicar la poliomielitis en todo el
mundo (CDC: 2011). La vacuna atenuada antipoliomielitica oral OPV tiene muchas
ventajas que favorecen su uso para la erradicacion de la poliomielitis: se administra
facilmente por via oral, confiere inmunidad intestinal haciendo a los que recibieron
recientemente la OPV resistentes a la infeccion por PV salvaje (en inglés, Wild type
Polivirus - WPVs), proporciona proteccion a largo plazo contra la enfermedad paralitica
a través de inmunidad humoral duradera, y es barata. A pesar de sus muchas ventajas,
con el uso de la OPV se corre el riesgo de aparicion de casos raros de poliomielitis
paralitica asociada a la cepa vacunal entre los receptores inmunolégicamente normales
de la OPV y de sus contactos, y el riesgo adicional para la aparicion de PV derivados

de la vacuna. Debido a estos riesgos, el uso de la OPV se suspendera en todo el
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mundo una vez que el objetivo de erradicar la transmision de todos los WPVs se logre.
El virus vacunal puede causar brotes de poliomielitis en zonas de baja cobertura de
OPV y puede replicar por afios en las personas inmunodeficientes, por lo tanto, las
estrategias para fortalecer la vacunacion global para PV y la vigilancia, son necesarios
para limitar el surgimiento de poliovirus derivados de vacuna VDPV (en inglés: vaccine-
derived polioviruses) (CDC: 2011).

Durante la replicacion, la vacuna oral contra la poliomielitis puede revertir a una forma
neurovirulenta y causar poliomielitis paralitica. En vacunados individuales, puede
adquirir mutaciones puntuales especificas que revierten a formas neurovirulentas, lo
que lleva a poliomielitis paralitica asociada a la vacuna (PPV). Con mas tiempo de
replicacion, OPV puede mutar en poliovirus derivados de la vacuna (VDPV), que
causan brotes de poliomielitis similares a los causados por poliovirus salvaje. Después
de la erradicacion del poliovirus salvaje, una eliminacion segura de la vacunacion
probablemente requiera el uso global de la vacuna antipoliomielitica inactivada (IPV)
hasta el cese de la circulacion de la OPV (Troy et al., 2011).
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Figura 9-Brotes de Poliomelitis reportados debidos a poliovirus circulantes derivados de
vacuna (cVDPVs) desde 1988. Se indica: Pais, tipo de cVDPV, afio del brote y nimero de
casos reportados. Datos disponibles al 3 de mayo de 2011 en WHO/HQ (Combelas et al.,
(2011).

46



En México, donde los nifios reciben la vacuna de rutina, pero en donde la OPV se
administra dos veces al afio durante los dias nacionales de inmunizacion (en inglés:
National Immunization Day-NID), existe un entorno natural para estudiar la duracion de
la circulacion de la OPV en una poblacién principalmente vacunada con la /IPV. Se
desarroll6 un ensayo de PCR en tiempo real para detectar y distinguir OPV serotipo 1
con y sin reversion (OPV-1), OPV-2, y OPV-3 a partir de ARN extraido directamente de
heces y aguas residuales. Las muestras de heces de 124 nifios y 8 muestras de 1 litro
de agua residual de Orizaba, Veracruz, México, fueron recogidas de 6 a 13 semanas
después de un NID y se analizaron. Se encontraron OPV-1 con reversiones en las
heces a las 7 y 9 semanas, y OPV-2 y OPV-3 sin reversiones fueron encontradas en
las heces de dos nifios de 10 semanas después del NID. OPV-1 con reversion y OPV-2
y -3 sin reversion, se detectaron en las aguas residuales a las 6 y 13 semanas después
del NID. El ensayo de PCR en tiempo real fue capaz de detectar pequeiias cantidades
de OPV, tanto en las heces como en las aguas residuales, y de distinguir los serotipos
con reversion y sin reversion, y demostré que la OPV sigue circulando por lo menos 13
semanas después de un N/D en una poblacion mexicana vacunada rutinariamente con
IPV (Troy et al., 2011) (Fig. 9).

Un importante estudio de vigilancia en muestras de materia fecal realizada en
Argentina, fue publicado en 2007, donde se tuvo un panorama de distintos EV
humanos polio y no-polio circulantes entre 1991 y 1998. Este estudio describe los
resultados de la deteccion de los enterovirus humanos (HEV); su aislamiento mediante
cultivo celular, deteccion por PCR y posterior tipificacion molecular en 2167 muestras
obtenidas de pardlisis flacida aguda, meningitis aséptica y encefalitis aguda. EV fue
aislado en 130 de los 666 casos (19,5%) y en 36 de 666 (5,4%). El ARN de EV fue
detectado en 28,8% (231/801) y en el 3,0% (21/700) de los pacientes con meningitis y
encefalitis, respectivamente. Se identificaron EchV4, EchV9, EchV30 y EchV17 de los
brotes de meningitis. Se recuperaron CVA2, CVB2, CVBS5, EchV7, EchV11, EchV19,
EchVv24, EchV29 y EV 71 s6lo de casos esporadicos. Tres serotipos diferentes fueron
identificados en pacientes con encefalitis EchV4, EchV7 y EchV24. Un total de 28
serotipos diferentes de EV no-polio se detectaron en casos de pardlisis flacida aguda.
(Cisterna et al., 2007).

Recientemente en Brasil, se publicé un estudio de vigilancia de EV no polio como
agentes etioldgicos de meningitis. Se sabe que los virus no-polio son responsables de
mas del 80% de las meningitis virales en las que se identifica el agente etiologico. En el
estudio, se mostro la frecuencia de meningitis producida por EV en Brasil desde
diciembre de 1998 a diciembre 2003. Los EV fueron aislados en 162 (15,8%), de un
total de 1.022 muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) analizadas. EchV 30 fue
identificado en 139 de estas cepas (139/162-85.2%). Otros EV identificados fueron:
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CVB5 (3,7%), EchV 13 (3,7%), EchV 18 (3%), EchV 6 (1,2%), EchV 25 (1,2%), EchV 1
(0,6%), y EchV 4 (0,6%). A lo largo del periodo de vigilancia, cinco brotes de meningitis
viral fueron confirmados: cuatro en el sur de Brasil y uno en el noreste de Brasil. EchV

30 fue responsable de cuatro de los cinco brotes, mientras que EchV 13 causo el
quinto. Ademas de los brotes, 734 casos esporadicos también fueron identificados
durante el periodo de estudio y 59 de ellos fueron positivos para el aislamiento del virus
(8%). EchV 30 represent6 el 70% de los aislamientos. Los resultados de este estudio
mostraron que EchV 30 fue el agente etiolégico mas frecuente de meningitis viral en
Brasil, causando brotes y casos esporadicos (Dos Santos et al., 2006).

1.6.7 Virologia ambiental

Regionalmente existen estudios de vigilancia de circulacién de EV en cuerpos de agua
contaminados de paises latinoamericanos como Ecuador, Perud, Chile, Brasil y
Argentina. Y otros estudios llevados a cabo en EEUU. Muchos han hecho hincapié en
la vigilancia de cepas vacunales de PV que como se ha observado en algunos trabajos
(Kew et al., 2004; Cherkasova et al., 2003),cepas atenuadas de la vacuna han
aumentado la virulencia y se han registrado brotes de poliomelitis actual en varios
paises del mundo (CDC :2011).

En Hawaii, se realizé entre junio de 2010 y octubre de 2011, un monitoreo para la
deteccion de EV en aguas ambientales. Se muestrearon playas, ostras y agua residual
de una planta de tratamiento. La evaluacion ambiental realizada, indic6 que once de
veintidos sitios de muestreo estaban contaminados con EV. EV se detect6 en el tejido
de mariscos de seis de los nueve sitios de playa testeados. De los 16 productos de
PCR de EV secuenciados, 12 fueron identificados como CV A o B humanos
(incluyendo EV humano 90). También fue detectado EV humano 68 y 2 EchV humanos
(Connell et al., 2012).

En Ecuador, se realizé un estudio para determinar la circulacién de VDPV en aguas
residuales de zonas con mas riesgo de infeccion por PV debido a la cobertura irregular de
vacunacion y con un numero bajo de casos de paralisis flacida aguda reportados. De
las 14 muestras ambientales colectadas y analizadas para determinar la presencia de
PV, 13 (93%) tenian efecto citopético (en inglés: citopatic effect CPE) en células RD (en
inglés: rahbdomiosarcoma), y seis (43%) eran CPE-positivas sobre las células L20B.
Los PV se confirmaron en los seis cultivos de células L20B-positivas tanto por
neutralizacién con un pool de anticuerpos polivalentes tipo 1, 2 y 3., y por RT-PCR
utilizando cebadores PV-especificos. La secuenciacion completa de los genes de VP1 de
estas cepas de PV reveld que todas eran idénticas a las cepas Sabin de OPV (> 99%
de similitud de secuencia) (Dayan et al., 2004).

En Argentina, en la provincia de Cordoba, se realiz6 un estudio de monitoreo del virus
de la poliomelitis en aguas residuales de poblaciones con diferentes esquemas de
vacunacion (la vacuna antipoliomielitica oral (OPV) o la vacuna antipoliomielitica
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inactivada (/IPV), entre mayo de 2005 y abril de 2006. Desde enero de 2003 a diciembre
de 2005, Cordoba utilizd IPV para la vacunacion infantil de rutina, con la excepcion de
uso intermitente de la OPV en agosto de 2005. Entre mayo de 2005 y abril de 2006, se
recogieron muestras semanales de aguas residuales en la ciudad de Cérdoba y tres
grandes ciudades de la provincia, donde se hizo uso continuado de OPV en todo
momento. Durante los meses de uso de /PV en Cordoba Ciudad, la proporcion total de
muestras positivas para PV fue de 19%. Durante el uso intermitente de IPV 'y OPV, la
proporciéon aumentd a 100% en 2 meses. Durante los 3 meses en los cuales se volvio a
introducir la IPV para sustituir a la OPV, una proporcion sustancial de las muestras
(25%) se mantuvo positiva para PV. En los sitios que se uso6 la OPV, en promedio, el
54% de las muestras fueron positivas para PV. Setenta y siete por ciento de los
aislamientos de PV mostraron al menos una mutacién en la secuencia que codifica
para VP1., la maxima divergencia genética de la cepa Sabin fue de 0,7%. Varias cepas
mostraron mutaciones en los marcadores de atenuacion en la region codificante de
VP1. La frecuencia o el tipo de mutacion del virus no fue diferente entre los periodos de
uso IPV' y OPV o por los serotipos de virus. Este estudio indica que la transmision
sostenida del virus de la OPV se limitd durante el uso de /PV en un pais de ingresos
medios con un clima templado. La continua importacion de PV y de la inestabilidad
genética de las cepas de la vacuna, incluso en la ausencia de circulacion sostenida,
sugieren que la alta cobertura de la vacuna de PV tiene que ser mantenida para todos
los paises hasta que el riesgo de reintroduccion de PV salvaje, o bien derivado de
vacuna, sea cercano a cero en todo el mundo (Mueller et al., 2009).

En Brasil, uno de los unicos y primeros estudios de deteccion de EV en aguas
residuales se publicd en este mismo afio. La deteccion molecular de estos virus se
llevé a cabo en muestras de aguas superficiales recogidas del Arroyo Diluvio, un
cuerpo de agua que atraviesa la ciudad de Porto Alegre (Rio Grande del Sur),
recibiendo grandes voliumenes de aguas residuales sin tratar en el area de un gran
centro urbano. El muestreo se realiz6 durante el afio 2009, en tres instancias distintas
(enero, abril y setiembre). La tasa de detecciéon para EV fue de 64,28% (Vecchia et al.,
2012).

En lo relativo a nuestro pais, hasta la fecha no hay datos de circulacion de RVA, NV y EV
en el ambiente, por lo cual este trabajo sera el primero en aportar informacién sobre la
circulacion de estos patdgenos en aguas del Rio Uruguay.
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2. Objetivos

2.1 General:

Estudiar y analizar por primera vez la presencia de virus gastroentéricos en cuatro
puntos estratégicos claves del Rio Uruguay a fin de determinar las relaciones
filogenéticas existentes entre éstos durante el periodo de un afio.

2.2 Objetivos especificos:
1. Desarrollo de metodologias para concentracion de virus en aguas.

2. Implementacién de la técnica de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la
polimerasa para la deteccion de los genomas de rotavirus, norovirus y enterovirus en
ecosistemas acuéticos. De la misma manera desarrollar la puesta a punto de la
cuantificacién por la técnica de PCR en tiempo real o gPCR.

3. Analizar la presencia de Rotavirus, Norovirus y Enterovirus en muestras de agua
extraidas del rio Uruguay provenientes de 4 puntos: Bella Union, Salto, Paysandu y
Fray Bentos; la cuales se obtendran quincenalmente entre los meses de mayo de 2011 a
abril de 2012.

4. Documentar la prevalencia de virus en muestras ambientales, comparar su presencia en
distintos puntos altamente poblados del rio Uruguay.

5. Realizar estudios filogenéticos, de variabilidad genética, evolutivos, y bioinforméticos
de secuencias de Norovirus, Rotavirus y Enterovirus en las aguas del rio Uruguay a fin
de conocer en profundidad las estirpes que circulan durante cada periodo estacional,
establecer su genotipo o la existencia de nuevas variantes genéticas, compararlas
con estirpes de otras regiones del mundo, etc.
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3. Materiales y métodos

3.1 Obtenciéon de muestras: Se realizaron colectas quincenales en el periodo
comprendido entre marzo de 2011 y febrero de 2012. Las mismas fueron realizadas en la
zona de salida o eliminacién de aguas residuales al rio Uruguay, en las ciudades de
Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos. Se colectaron 40 ml en cada punto. En
Bella Unidn la colecta de muestras se hizo a la salida de un lagunaje de pre-tramiento
facultativo. En Salto, Paysandu y Fray Bentos, se colectaron aguas residuales no
tratadas vertidas directamente al rio Uruguay.

3.2 Concentracidén Viral: La concentracion de los virus en las muestras de agua
residual fue realizada mediante la técnica de ultracentrifugacion siguiendo el protocolo
de Pina y colaboradores (1998), con modificaciones. Brevemente, fueron centrifugados
40 mL de muestra a 100.000 xg por una hora a 4°C. El pellet fue eluido en 3,5 mL de
tampon glicina 0,25 N (pH 9,5) e incubado en hielo por 30 minutos con agitacién cada 5
minutos. Posteriormente, fueron adicionados 3,5 mL de PBS 2X (pH 7,2) y
centrifugados a 12.000 xg por 15 minutos. El sobrenadante fue ultracentrifugado a
100.000 xg por 1 hora a 4 °C. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 200 uL de
PBS 1Xy almacenado a -70 °C para su posterior analisis.

3.3 Control Interno: Antes de realizar la concentracion viral, todas las muestras fueron
inoculadas con 500 pL del bacteri6fago PP7 como control interno de todo el proceso:
concentracion, extraccion, RT y PCR

3.4 Extraccion del ARN viral: EI RNA viral fue extraido a partir de 140 uL de la
muestra concentrada mediante la utilizacién del kit comercial “QlAamp® Viral RNA Mini
Kit” (QIAGEN®), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.5 Sintesis del ADN copia (ADNc), Transcripcion Reversa: La sintesis de ADNc se
realiz6 a partir de 5 pl del ARN obtenido a partir de la extraccion. La sintesis del ADNc
fue realizada utilizando cebadores hexaméricosrandomicos (SBS Genetech Co., Ltd.) y
la enzima Transcriptasa Reversa “RevertAid™” (Fermentas), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

3.6 Deteccion mediante PCR cualitativa: Todas las reacciones de PCR cualitativas
fueron realizadas utilizando la enzima “Maxima® Hot StartTag DNA Polymerase”, 10X
Maxima® Hot StartTaq Buffer, 25mM de MgCl, (Fermentas), Mix de dNTPs 10mM
(Bioron International) y agua libre de nucleasas (AMRESCO®). Los cebadores
utilizados fueron adquiridos en la empresa Integrated DNA Technologies, IDT® y se
utilizaron a una concentracion de 10uM.

3.6.1 Deteccion del PP7 por PCR cualitativa: La detecciéon del control interno PP7 fue
realizada por PCR utilizando los cebadores 247f y 320r: tamafio esperado del producto de
PCR de 73 pb, de acuerdo al protocolo descripto por Rajal y cols et al., 2007.

Mix para 1 reaccion:
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Agua 12 pL

Buffer 10X 2,5uL
MgCl, 50mM 0,8 uL
dNTP’s 10mM 0,5 puL
Cebadores 10uM 2,0 uL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,2 pL

Molde de ADNc 5,0 L

Condiciones de ciclado: 94°C durante 2 minutos. Luego 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 60 segundos, 72°C por 30 segundos. Extension final a 72°C
durante 10 minutos.

3.6.2 Deteccion de RVA por RT-PCR cualitativa: La deteccion de RVA fue realizada
mediante la amplificacion parcial de los genes que codifican para VP4 y VP7.

En el caso de VP4, se realizé una PCR semi anidada utilizando los cebadores
consensuales 4con3 (sentido) y 4con2 (antisentido) (Gentsch et al., 1992) para el
primer “round” de PCR: tamafno esperado del producto de 876 pb. Para el segundo
‘round” de PCR, se utilizaronlos siguientes cebadores: 4con3 (sentido) y1T-1, 1T-1Wa,
1T-1VN, 2T-1, 3T-1, 4T-1, 5T-1, ND2 y p4943 (antisentido), disefiados para la
deteccion especifica de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9], P[10], P[11] y P[14]
(W.H.O., 2009).

En el caso de VP7, se realiz6 una PCR semi anidada utilizando los cebadores
consensuales 9con1 (sentido) y 9con2 (antisentido) para el primer “round”: tamafo
esperado de producto de 904 pb (Das et al., 1994., Fischer et al., 2000). Para el
segundo “round” fueron utilizados los cebadores 9con1(sentido) y 9T-1, 9T-2, 9T-3, 9T-
4, 9T-9, FT5 (antisentido)., disefiados para la deteccién especifica de los genotipos G1,
G2, G3, G4, G9y G5, respectivamente (WHO, 2009).

Tanto en el caso de VP4 como de VP7, los cebadores antisentido utilizados en el
segundo “round” de PCR originan fragmentos de distinto tamafio en funcion del
genotipo G y/o P que se amplifigue (ANEXO1-Tabla 7) y determinan los genotipos de la
cepa de RVA.

Reacciéon de genotipaje para G y P.
Mix para 1 reaccion de primer round:

Agua 15,6 uL
Buffer 10X 2,5uL
MgCl, 50mM 1,6 puL
dNTP’s 10mM 0,5 uL
Cebadores 10uM 1,0 yuL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,3 uL

Molde de ADNc 2,5 UL

Mix para 1 reaccion de segundo round:
Agua 17,1 yL
Buffer 10X 2,5 L
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MgCl, 50mM 1,6 uL

dNTP’s 10mM 0,5 pL
Cebadores 10uM 1,0 uL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,3 pL

Molde Producto lerround 1,0 pL

Condiciones de ciclado para ambos rounds: 95°C durante 4 minutos. Luego 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, y 72°C por 60 segundos. Extension final
de 10 minutos a 72°C.

A fin de poder secuenciar VP4 y VP7 los productos se realizé un segundo “round” de
PCR a partir del producto de la PCR realizada con los cebadores consensuales. En
este segundo “round” fueron utilizados los cebadores VP4-F/VP4-R y VP7-F/VP7-Rdeg
para los genes VP4 y VP7, originando fragmentos de 663pb y 881pb, respectivamente
(Iturriza-Gomara OMS 2009).

Mix para 1 reaccion de Amplificacién de G y P para secuenciar:

Agua 16,7 uL
Buffer 10X 2,5 UL
MgCl, 50mM 2,0 uL
dNTP’s 10mM 0,5 pL
Cebadores 10uM 1,0 uL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,3 pL

Molde Producto lerround 1,0 pL

Condiciones de ciclado: 95°C durante 3 minutos. Luego, 35 ciclos de 95°C por 60
segundos, 50°C por 60 segundos para P y 52°C para G, y 72°C por 60 segundos.
Extension final de 10 minutos a 72°C.

3.6.3 Deteccion de NV Gl y Gll por PCR cualitativa: Para la deteccion de NV fue
realizada una PCR semi anidada para los genogrupos Gl y Gll (Kitajima et al., 2010),
que amplifica el gen de la capside de NV.EI primer “round” fue realizado con los
cebadores COG1F y G1SKR para la deteccién del Gl y con los cebadores COG2F y
G2SKR para la deteccion de Gll: tamafio de productos esperados de las PCR de 380 y
390 pb respectivamente. El segundo “round” fue realizado utilizando los cebadores
G1SKR y G1SKF para el Gl y G2SKR y G2SKF para el Gll: tamafio de productos
esperados de PCR de 330 y 340 pb respectivamente.

Mix para 1 reaccion de primer round de NV Gly Gll

Agua 13,1 yL
Buffer 10X 2,5uL
MgCl, 50mM 1,6 uL

dNTP 10mM 0,5 uL
Cebadores 10uM 1,0 yuL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,3 uL
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Molde de ADNc 5,0 yuL

Condiciones de ciclado: 95°C durante 4 minutos. Luego 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos, y 72°C por 60 segundos. Extensién final de 10
minutos a 72°C.

Mix para 1 reaccion de segundo round de NV Gl y GlI

Agua 16,1 pL
Buffer 10X 2,5 UL
MgCl, 50mM 1,6 uL

dNTP 10mM 0,5puL
Cebadores 10uM 1,0 uL de c/u
Enzima (5U/uL) 0,3 pL

Molde Producto lerround 5,0 pL

Condiciones de ciclado: 95°C durante 3 minutos. Luego 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos, y 72°C por 60 segundos. Extensién final de 10
minutos a 72°C.

3.7 Productos de PCR enviados a secuenciacion: En el caso de NV se enviaron a
secuenciar los productos obtenidos del segundo “round” de las PCR utilizadas para la
deteccion de Gl y Gll.

Controles positivos y negativos fueron utilizados durante todos los procedimientos
desde la extraccion del ARN viral. Se siguieron estrictamente todos los protocolos de
manipulacion requeridos para evitar contaminaciones durante el procesamiento de las
muestras. Los controles positivos para RVA y NV Gl y GIl fueron proporcionados por el
Laboratorio de Virologia Comparada y Ambiental del Instituto Osvaldo Cruz de Rio de
Janeiro, dirigido por el Dr. José Paulo Gagliardi Leite. El control positivo de EV fue
proporcionado por el MSc. Ricardo Recarey del Centro de Investigaciones Nucleares
de Facultad de Ciencias.

3.8 Electroforésis en geles de agarosa: Los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa. Las electroforesis se realizaron con las
siguientes condiciones: 100 Volts por 1 hora y 20 minutos, y con una concentracion del
gel de agarosa al 3% en Buffer TAE 1X. Para la visualizacion de los productos de PCR,
fue utilizado el agente intercalante de acidos nucleicos “GoodView™ NucleicAcidStain”
(Beijing SBS Genetech Co., Ltd.), el cual fue incorporado en el gel antes de su
solidificacion. Este agente intercalante una vez unido al ADN, al ser expuesto a luz UV
en un transiluminador, emite fluorescencia, permitiendo visualizar en el gel el fragmento
de ADN generado por la PCR. 2 pL de 5x “DNA Loadding Bufferblue” (BIOLINE®)
fueron adicionados a 10 pL de producto de PCR para aumentar su densidad y permitir su
visualizacion antes de la aplicacion de dicho producto de PCR en los pocillos del gel,
ademas permite tener una idea de la migracion de los diferentes fragmentos de ADN en el
gel durante la electroforesis.

54



Los geles fueron visualizados en transiluminador de luz ultravioleta (CleaverScientific
Ltd.) y la fotografia fue registrada mediante el sistema de captura de imagen
‘FOTODYNE Incorporated FOTO/Analyst® Express”.

3.9 Purificacién y secuenciacién: Las purificaciones de los productos de PCR fueron
realizadas utilizando el kit comercial “AxyPrep™ PCR Cleanup Kit” (AXYGEN®). EI kit
“‘AxyPrep™ DNA Gel Extraction kit” (AXYGEN®) fue utilizado para purificar la banda del
tamafio esperado directamente del gel de agarosa cuando ademas del amplicon
esperado también se observaron bandas inespecificas. En ambas ocasiones se
siguieron las recomendaciones del fabricante. Los productos de PCR purificados fueron
enviados al “Servicio de Secuenciacion de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
Pasteur de Montevideo” para obtencion de su secuencia de ADN. Se secuencidé en
ambos sentidos con respecto a la hebra molde.

3.10 Cuantificaciéon viral mediante PCR en Tiempo Real: Las muestras positivas
mediante la técnica de PCR convencional fueron cuantificadas utilizando la técnica de
PCR en Tiempo Real con tecnologia TagMan®.

Para la realizacion de las PCR cuantitativas fue utilizado el kit “SensiMixTMIIProbe Kit”
(BIOLINE) siguiendo las indicaciones del fabricante, y el termociclador “Rotor Gene Q”
(Qiagen®). Se utiliz6 como molde 5 pL del producto de la Transcripcion Reversa con
cebadores randémicos (detallada anteriormente) conteniendo ADNc. Estos fueron
afiadidos al mix de PCR (1 mix por cada virus, y en caso de NV 1 mix por genogrupo),
el cual contenia 12,5 puL de 2X SensiMix™IIProbe en una concentracion final de 1X, 10
MM de cebadores sentido y antisentido con respecto a la hebra molde (a una
concentracion final de 400 nM para RVA y NV y 800 nM para EV), 10 uM de sonda (en el
caso de RVA y NV a una concentracion final de 200 nM para cada una de las sondas y
para EV a una concentracion final de 400 nM). Para cada reaccion se agregoé el
volumen de agua estéril libre de nucleasas (AMRESCO®) necesario para llevar la
reaccion a un volumen final de 25 pL.

En cada caso, la fluorescencia se midié en cada paso de annealing y el Ct fue
calculado determinando el punto al cual la fluorescencia excede el limite umbral.

3.10.1 Cuantificacién de RVA: Los RVA fueron cuantificados utilizando los cebadores
NSP3-F y NSP3-R que amplifican un segmento de 86 pb del gen que codifica para la
proteina NSP3, de acuerdo con el protocolo descrito por Zeng y colaboradores (2008).
Condiciones de ciclado: Desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, luego 45 ciclos
de 15 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 60 segundos a 60°C para el annealing y
la extension.

3.10.2 Cuantificaciéon de EV: Para la cuantificacion de los EV fueron utilizados los
cebadores EV-rtF y EV-rtR que amplifican un segmento de 149 pb dentro de la region
5'UTR, de acuerdo con el protocolo descrito por Oberste y colaboradores (2010).
Condiciones de ciclado: Desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, luego 40 ciclos
de 15 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 60 segundos a 50°C para el annealing y
la extension.
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3.10.3 Cuantificacion de NV Gl y Gll: La cuantificacion de NV fue realizada de forma
independiente para cada genogrupo, siguiendo el protocolo descrito por Kageyama y
colaboradores (2003). Para cuantificar el Gl se utilizaron los cebadores COG1F y
COGI1R (que amplifican un segmento de 106 pb) y para Gll se utilizaron los cebadores
COG2F y COG2R (que amplifican un segmento de 118 pb). Ambos pares de
cebadores amplifican una region de la union del ORF1 con el ORF2.

Condiciones de ciclado para ambos genogrupos: Desnaturalizacion a 95°C durante 10
minutos, luego 45 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion a 95°C y 60 segundos a
50°C para el annealing y la extension.

Para cada virus, los valores de Ct de las muestras de las PTAR fueron extrapolados en
la curva estandar correspondiente y asi se calcud el nUmero de copias para cada
reaccion.

En el ANEXO 1- Tabla 8 se detallan las secuencias, “quenchers”, y fluoréforos de cada
sonda utilizada para la cuantificacion de cada uno de los virus estudiados.

3.11 Estandarizacion de las PCR cuantitativas: Para lograr las curvas patron para
cuantificar cada uno de los virus de este estudio se clonaron los blancos de
amplificacion en vector pJET1.2/blunt para generar cantidades conocidas de ADN
plasmidico molde a ser usadas como estandares. Para ello se utilizd el kit CloneJET
PCR Cloning de Fermentas (Fermentas LifeSciences Inc., Hanover, MD) y bacterias E.
coli XL-1 Blue competentes (Anexo 3).

Los insertos para RVA, EV, NV Gl y GlI fueron obtenidos utilizando los cebadores que
se detallan para cada virus en la seccidén anterior “Cuantificacion viral mediante PCR en
Tiempo Real” en Materiales y métodos. Se utilizaron las siguientes concentraciones de
reactivos y las siguientes condiciones de ciclado para obtener los insertos:

El andlisis de las colonias obtenidas fue realizado mediante rastreo por PCR utilizando
los cebadores especificos para amplicon segun fuera el caso. Las condiciones
utilizadas para preparar el mix de reaccion fueron las mismas que para la obtencion de los
fragmentos clonados.

Los clones positivos fueron crecidos en medio LB con ampicilina durante toda la noche

en agitador a 37°C para luego extraer el ADN plasmidico, lo cual se realiz6 por

el método de fenol-cloroformo segun protocolo modificado de Sambrook (1989) (Anexo

3). La estimacion de la cantidad obtenida de ADN plasmidico fue mediante la

comparacion de la intensidad de los amplicones con otros de concentracion conocida en
geles de agarosa.

Se corroboro la correcta extraccion de ADN plasmidico mediante PCR vy los resultados se
visualizaron en geles de agarosa al 1%.

Luego, se procedio a realizar las diluciones seriadas estandares y se realizé con las
mismas las PCR cuantitativas para cada virus. Todas las reacciones fueron realizadas
por duplicado y se incluyeron controles negativos en cada experimento.
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Se obtuvo una curva estandar para cara virus. Se calculd el coeficiente de linealidad y la
pendiente de cada curva estandar.

3.12 Analisis Filogenético: El programa SeqMan™  (DNAStarincorporated) fue
utilizado para ensamblar y editar las secuencias obtenidas. El alineamiento de las
mismas y la reconstruccion filogenética se realizo utilizando el programa MEGA version

5 (Tamura, et al., 2011) y la distancia genética se calcul6 mediante el Modelo de
Sustitucion Nucleotidica de Kimura-2 Parametros, utilizando el método de “Neighbor-
Joining” con “bootstrap” de 1000 réplicas.

Las secuencias de las cepas prototipo de los diferentes genotipos de RVA y NV y otras
provenientes de diferentes paises de la region y del mundo fueron obtenidas de
"EntrezPubmed -Genbank" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).
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4. Resultados

4.1 Desarrollo de metodologias para concentracién de virus en aguas.

Se logré estandarizar el método de concentracion viral: ultracentrifugacion. Se utilizé
como control interno (CI) el bacteriéfago PP7, como se describié previamente en la
seccion de materiales y métodos. El protocolo funciond correctamente como se puede
visualizar en la figura 10 en los carriles 1, 2, 3, 4, 5, y 7. Se observo la eficiente
recuperacion del Cl. Las bandas corresponden al producto de PCR esperado de 73 pb. La
visualizacion se realizo en eletroforésis en gel de agarosa al 3%.

PM €1 C2 €3 c4 €5 C6 C7)

Figura 10-PCR para deteccion del bacteriéfago PP7 usado como
control interno (Cl) de la técnica de Ultracentrifugacion.

4.2 Implementacion de RT-PCR para deteccion de RV y NV y puesta a punto de
cuantificacion por PCR en tiempo real (QPCR) para RV, EV y NV.

4.2.1 Implementaciéon de RT PCR : Se logré, en relacién al objetivo especifico numero
2, poner a punto la técnica de RT-PCR para la detecciéon de los genes VP4 y VP7 de
Rotavirus A como se puede observar en la figura 11. Cabe destacar que se pusieron a
punto dos metodologias(como se detalla en materiales y métodos), la primera (Das et
al., 1994; Fisher et al., 2000) permite la genotipificacion de RVA (Figl1l-A y B) mientras
que la segunda (Iturriza-Gomara OMS 2009)amplifica al gen VP4 y VP7 para una
posterior secuenciacion y estudio filogenético (Figl1l-C), asi como también la regién D
de Norovirus Gl (Fig 11-D)y GII (Figl1-E) como se describié previamente en
Materiales y Métodos, la cual permite discriminar entre genogrupo | y Il de NV mediante
la amplificacion del gen de la capside, posteriormente confirmados por secuenciacion.
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Figura 11-Resultados de las electroforesis de las estandarizaciones de las PCR para RVA
para los genes VP7 (Ay C), VP4 (By C) y NV genogrupo | (D) y genogrupo Il (E)
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4.2.2 Implementacion de qPCR: Para la puesta a punto de las PCRs cuantitativas para
RVA, NVGI, NVGIl y EV, se amplificaron mediante PCR los respectivos controles
positivos y luego se purificaron (como se describe en Materiales y métodos) los
fragmentos de interés. Tales fragmentos fueron cuantificados resultando en valores
satisfactorios para realizar la clonacion correspondiente. A modo de ejemplo se
observa en la figura 12 A, para el caso de EV. Para la confirmacion de una correcta
clonacién del inserto de interés, se realiz6 un screening de las colonias, donde se
confirmo una correcta recuperacion de los insertos por PCR, como se observa en la
figural2 B.

€3 €4 C5 ¢6 ¢7 c8
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Figura 12- A Cuantificacion por espectrofotémetro (Nanodrop) del plasmido con inserto de 5’UTR de EV de una de las colonias usadas para la
clonacién. B Resultado del screening de las colonias con el inserto de la 5’UTR para EV, por PCR.

La cuantificacion de EV fue realizada mediante la estandarizacion de la metodologia de
gPCR. Se analizaron un total de 60 muestras. La curva estandar fue correctamente
establecida como se visualiza en la figuras 13 y 14 siguiendo los procedimientos
detallados en materiales y métodos.
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Figura 13- Andlisis de cuantificacion para realizacion de la curva estdndar de la gPCR PCR de EV.
Se utilizaron las siguientes diluciones seriadas en duplicados: 10% 107 10° 10° 10* 10° 10% 10" 10°
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Figura 14- Curva estandar de cuantificacion para gPCR de EV.

Se realizaron las curvas estandar correspondientes para cada virus de NVGI (Fig 15 y
16) y GlI (Fig 17 y 18) asi como de RV (Fig 19y 20).
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Figural5-Analisis de cuantificacion para realizacion de la curva estandar de la gPCR de NVGI. Se utilizaron las
siguientes diluciones seriadas: 10® 107 10° 10° 10* 10° 10? 10" 10°
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Figura 16- Curva estandar de cuantificacion para qPCR de NVGI.
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Figural7- Andlisis de cuantificacion para realizacion de la curva estandar de la gPCR de NVGII. Se
utilizaron las siguientes diluciones seriadas: 10® 107 10° 10° 10* 10% 10> 10* 10°
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Figura 18- Curva estandar de cuantificacion para qPCR de NVGII.

63



Norm. Fluoro

5 ,, 7

/ oy s y

Y YA

=~/ J /A SR
/// \\\‘\;f% —= N_ /

Figural9- Andlisis de cuantificacion para realizacion de la curva estdndar de la qPCR de RVA. Se
utilizaron las siguientes diluciones seriadas: 10® 10" 10° 10° 10* 10° 102 10* 10°
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Figura 20- Curva estandar de cuantificacion para qPCR de RVA.

4.3 Analisis de presencia viral en muestras del Rio Uruguay en 4 puntos de
colecta entre marzo de 2011 y febrero de 2012

Se logré analizar la presencia de los tres virus para todas las muestras colectadas en el
periodo comprendido entre marzo de 2011 y febrero de 2012 (n=99), con la excepcion
en el caso de EV, el cual se analiz6 en las muestras de las primeras quincenas de las
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colectas de los cuatro puntos, sumando un total de 60 muestras a lo largo de todo el
ano.
Esto fue posible para el caso de RVA y NV Gl y Gll gracias a la implementaciéon de las
técnicas de PCR cualitativas. En el caso de EV, el analisis de su presencia en las
muestras fue derivado de los datos obtenidos mediante la qPCR, también puesta a
punto previamente en el marco de esta pasantia.

Tabla 3 Resultados de analisis de presencia de Virus gastroentéricos en cuatro puntos de colecta del Rio Uruguay en los primeros 6

meses del muestreo

N° Muestra RV PCR NVGIPCR NVGIIPCR EVPCR N° Muestra RV PCR NVGIPCR NVGIIPCR EVPCR
Al1-SA-02_11 9.85E+01 4.03E+02 3.43E+01 A33-SA-05_11

A2-FB-02_11 4.45E+02 4.85E+02 A34-FB-06_11 3.85E+03 9.61E+02

A3-PY-02_11 1.99E+02 1.92E+01 A35-PY-06_11 4.92E+03 3.68E+02

A5-BU-03_11 4.48E+00 5.37E+00 A36-BU-06_11

A6-FB-03_11 4.46E+00 A37-SA-06_11 1.02E+03 1.09E+02 1.36E+02

A7-PY-03_11 1.84E+02 3.43E+01 A38-FB-06_11 5.05E+01 1.33E+02 8.67E-01
A8-SA-03_11 1.68E+00 A39-PY-06_11

A9-FB-03_11 5.04E+01 1.08E+01 A40-BU-06_11 4.62E+01 7.17E+01 1.00E+02
A10-PY-03_11 A41-SA-06_11 3.55E+02 1.07E+02
A11-SA-03_11 2.97E+00 + 4.15E+00 A42-FB-07_11 5.98E+01 1.17E+02
A13-BU-03_11 3.57E+00 A43-PY-07_11 2.45E+02 + 8.29E+02
Al15-BU-04_11 A44-BU-07_11 8.95E+01

Al16-FB-04_11 3.93E+01 A45-SA-07_11 1.85E+03

Al7-PY-04_11 3.39E+01 1.15E+02 8.34E+00 A46-FB-07_11 3.14E+01 3.06E+02
Al18-SA-04_11 4.52E+02 A47-PY-07_11 1.68E+02
A20-BU-04_11 A48-BU-07_11 5.66E+02 2.06E+01 3.11E+01 2.60E+01
A21-SA-04_11 7.39E+00 A49-SA-07_11 4.29E+01 2.67E+01
A22-FB-04_11 A50-FB-08_11 1.57E+02

A23-PY-04_11 A51-PY-08_11 1.13E+02 6.16E+00

A24-FB-05_11 A52-BU-08_11

A25-PY-05_11 1.51E+02 6.13E+03 A53-SA-08_11 3.26E+02
A27-BU-05_11 1.69E+02 A54-FB-08_11 1.98E+02 1.66E+02 4.84E+02
A28-SA-05_11 8.18E+01 1.41E+03 A55-PY-08_11 1.10E+03 1.84E+01
A29-FB-05_11 2.67E+02 A56-BU-08_11 1.96E+02 7.52E+01
A30-PY-05_11 2.60E+02 8.81E+02 A57-SA-08_11 2.37E+03 4.76E+01
A32-BU-05_11

0 Los nimeros corresponden a copias gendmicas por pl correspondientes a las muestras positivas cuantificadas. El simbolo de + es una

muestra positiva no cuantificada. El nombre de la muestra es: El numero de muestra, el punto de colecta, el mes de muestreo y el afio.
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Tabla 4 Resultados de analisis de presencia de Virus gastroentéricos en cuatro puntos de colecta del Rio Uruguay en los segundos 6 meses del muestreo

N Muestra RVrPCR NV GI rPCR NV Gll rPCR N Muestra2 NVGIPCR  EVrPCR
A58-FB-09_11 + A94-FB-12_11 +
A59-PY-09_11 + A95-PY-12_11

A60-BU-09_11 A96-BU-11_11

A61-SA-09_11 + A97-SA-12_11 +
A62-FB-09_11 A98-FB-12_11

A63-PY-09_11 + A99-PY-12_11

A64-BU-09_11 A100-BU-12_11

A65-SA-09_11 A101-SA-01_12

A66-FB-10_11 A102-SA-01_12 +
A67-PY-10_11 + + A103-BU-01_12

A68-BU-10_11 A104-BU-01_12

A69-SA-10_11 + A105-SA-01_12

A76-FB-10_11 + A106-PY-01_12 +
A77-PY-10_11 A107-PY-01_12

A78-BU-10_11 A108-FB-01_12 +
A79-SA-10_11 A109-FB-01_12

A80-FB-11_11 A110-FB-02_12 +
A81-PY-11_11 + A111-PY-02_12 +
A82-BU-11_11 + Al112-BU-02_12

A83-SA-11_11 A113-SA-02_12

A84-FB-11_11 + + + A114-BU-02_12

A85-PY-11_11 + + A115-BU-02_12

A86-BU-11_11 Al116-BU-02_12

A86-BU-11_11 Al117-SA-02_12 +
A87-SA-11_11 + +

*Para EV solo se detectd por gPCR los segundos 6 meses de muestreo
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4.3.1 Analisis de positividad viral en el ano: En la figura 21 se muestra la proporcion de
positividad detectada segun las técnicas antes descritas.
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Figura 21- Porcentaje de muestras positivas para RV, EV y NV Gl y Gl en el periodo de muestreo
entre Marzo de 2011y Febrero de 2012 en los cuatro puntos de colecta del Rio Uruguay.

En el muestreo comprendido entre Marzo de 2011 y Febrero de 2012, se obtuvieron
los siguientes valores de positividad. Rotavirus fue el virus presente en mayor nimero de
muestras, con un 48.5% de muestras positivas. Luego lo sigue EV, con una
prevalencia del 41.6%, seguido de 39,4% correspondiente a NVGIl y finalmente NVGI, el
menos presente, con un 21% de muestras positivas.

4.3.2 Analisis de positividad de cada virus en cada punto de colecta:

En caso del grupo de RVA (fig 22-A), se encontraron con mayor frecuencia en las
muestras de agua residual correspondientes a la ciudad de Paysandu, departamento de
Paysandu, con un 57% de muestras positivas en la totalidad del muestreo. Los
siguientes puntos en orden descendente fueron, departamento de Salto con 50%, Bella
Unién perteneciente al departamento de Artigas y Fray Bentos, departamento de Rio
Negro presentaron los mismos porcentajes de positividad con un 40%.

Para NVGI (fig.22-B), Paysandu obtuvo los valores mas altos de positividad, con un
39% seguido de Fray Bentos con un 20%, seguido de Salto con 15% de positividad y por

ultimo Bella Unién con 4%.
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Norovirus GllI (fig. 22-C) tuvo un porcentaje de positividad diferente de Gl. Fray Bentos
representd el punto de colecta con mas numero de muestras positivas para este
genogrupo, con un porcentaje de 52%, el siguiente punto fue Paysandu con un 50% de
positividad, seguido de Salto con 31% y por ultimo la ciudad de Bella Unién con una
positividad de 14%.

Para Enterovirus (fig 22-D), el punto con mayor nimero de muestras positivas fue Fray
Bentos con un 75% de positividad seguido de Salto con 66%, Paysandu con 58% y
Bella Union con tan solo 8%.
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Figura 22 -Porcentaje de positividad para RVA Gl y Gll, RV y EV detectado en cada uno de los cuatro puntos de
colecta en el primer semestre de muestreo (Marzo 2011-Febrero 2012)

4.3.3 Anélisis de estacionalidad segun el virus durante el muestreo completo

En este analisis de datos, como se observa en la figura 23 para el caso de RVA, se
detecta una tendencia estacional. En los meses frios (junio, julio y agosto) e incluyendo a
setiembre, el porcentaje de positivos es alto y constante. Luego en los meses calidos
(octubre, noviembre, diciembre, enero) decae.
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RVA

Figura23- Patron de estacionalidad dado por porcentaje de positivos de RVA durante el periodo

comprendido entre Febrero de 2011 y Febrero de 2012 para los cuatro puntos de colecta.

Para NVGI no es clara una tendencia estacional (fig. 24). Se registraron valores altos de
positividad tanto en meses calidos (Noviembre 2011) en meses intermedios (Marzo y
Mayo 2011) y en meses frios (Junio y Julio 2011). En promedio, los valores altos se
registraron mas en los meses calidos (Marzo y Noviembre 2011). En Setiembre de
2011 no se registraron muestras positivas.
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Figura24- Patrén de estacionalidad dado por porcentaje de positivos de NVGI durante el periodo
comprendido entre Marzo de 2011y Febrero de 2012 para los cuatro puntos de colecta.
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Para NVGII de NV (fig. 25), en los meses deJunio 2011 y Diciembre del mismo afo se
registran los valores maximos de muestras de aguas residuales positivas para este
virus. En Los meses frios (Julio 2011 Agosto 2011) y calidos (Noviembre 2011, Enero
2012 y Febrero 2012) se registraron maximos relativos altos. En Marzo y Abril 2011 se
detecta una caida en los casos de positividad al igual que en Setiembre y Octubre de
2011 donde en este ultimo llega a cero.
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Figura25- Patrén de estacionalidad dado por porcentaje de positivos deNVGII durante el periodo
comprendido entreMarzo de 2011 y Febrero de 2012 para los cuatro puntos de colecta.

Para EV (fig. 26), en los meses de Mayo 2011, Julio 2011 Octubre 2011, Noviembre
2011, Enero 2012 y Febrero del mismo afio se registran los valores maximos de
muestras de aguas residuales positivas para este virus. En Los meses de Marzo y
Abril de 2011 se detectan valores bajos de positividad y en Setiembre de 2011 hay una
caida abrupta que llega a cero en los casos de positividad.
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Figura26- Patrén de estacionalidad dado por porcentaje de positivos deNVGII durante el periodo
comprendido entreMarzo de 2011 y Febrero de 2012 para los cuatro puntos de colecta.

4.3.4 Andlisis de estacionalidad de los virus en el Rio Uruguay en el afio.
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Figura 27 -Estacionalidad de RVA NVGI y NVGII en el periodo comprendido entre Marzo de 2011 y Febrero de 2012 en las
99 muestras de los 4 puntos de colecta del Rio Uruguay.

En la figura 27 se observa la evolucidon de la positividad de las muestras de agua
residual en 4 puntos distintos del recorrido del Rio Uruguay para RVA, NV Gl y NV GlI.

Se observa un aumento de la presencia de RVA y NV GlI hacia los meses frios, a partir
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de Junio 2011, donde se registra el valor maximo para ambos virus. En caso de RVA se
mantiene por mas tiempo (Setiembre 2011). En caso de NVGI esta tendencia se dio en
Mayo de 2011 pero llegando a valores menores comparativamente, y también se
sostuvo en el tiempo. Hacia los meses de Setiembre y Octubre de 2011 (Agosto en
caso de NVGI) se registré un descenso en la cantidad de muestras positivas, llegando a
valores nulos en los tres virus. Posteriormente, se dio un maximo relativo en los tres
casos, para NVGI y RVA en Noviembre de 2011 y para NVGII en Enero de 2012.
Luego de estos maximos relativos los tres virus mostraron un aumento en la cantidad de
muestras positivas hacia Febrero de 2012.

4.3.5 Analisis de estacionalidad de RVA, NVGI, NVGIl y EV segun el punto de colecta

En el caso de Bella Unidn, la figura 28 representa la cantidad de muestras positivas
correspondientes a cada virus por mes. En todos los meses hubo 2 muestras por mes a
excepcion de Febrero y Marzo de 2011 que solo hubo 1 por cada mes. Los RVA
estuvieron mas presentes en las muestras de Bella Unién, alcanzando el 100% de
positividad en las muestras en los meses de Marzo 2011, Junio 2011 y Agosto 2011.
En tres meses estuvieron presentes en la mitad de las muestras (Setiembre 2011,
Noviembre 2011 y Diciembre 2011). En los meses restantes no fueron registrados en las
muestras tomadas en la ciudad de Bella Union. Los NVGI fueron detectados en la mitad
de las muestras de dos meses de frio (Junio y Julio de 2011). Para NVGII, una
positividad del 50% se hallé en Junio, Julio y Agosto de 2011. Para EV, en el mes de
julio e 2011 se detectaron el 100% de las muestras positivas.
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Figura 28- Porcentaje de positividad de RVA, NV Gl y NV Gl durante el muestreo del Rio Uruguay comprendido entre
Febrero de 2011 y Febrero de 2012 en el punto de colecta de la ciudad de Bella Unién, departamento de Artigas.

En el caso de Salto, la figura 29 representa la cantidad de muestras positivas
correspondientes a cada virus por mes. En todos los meses hubo 2 muestras por mes a
excepcion de Marzo de 2011 que solo hubo 1 colecta en el mes. Los RVA estuvieron
mas presentes en las muestras de Bella Union, alcanzando el 100% de positividad en
las muestras en los meses de Marzo 2011, Junio 2011 y Agosto 2011. En tres meses
estuvieron presentes en la mitad de las muestras (Setiembre 2011, Noviembre 2011 y
Diciembre 2011). En los meses restantes no fueron registrados en las muestras
tomadas en la ciudad de Bella Unién.Para el caso de NV Gl en dos meses (Marzo y
Julio 2011) fue positivo en la mitad de las muestras y para NV Gll ,en marzo solo la
mitad de las muestras fueron postivas y en Julio el total de las mismas. En EV todos los
meses menos marzo, abril, julio agosto y setiembre, fueron positivos en todos los
muestreos .En el caso de Paysandd, la figura 30 representa la cantidad de muestras
positivas correspondientes a cada virus por mes. En todos los meses hubo 2 muestras
por mes a excepcion de Marzo de 2011 que solo hubo 1 colecta en el mes. Los RVA
estuvieron mas presentes en las muestras de Bella Union, alcanzando el 100% de
positividad en las muestras en los meses de Febrero 2011, Marzo 2011, Junio 2011 y
Agosto 2011.
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Figura 29- Porcentaje de positividad de RVA, NV Gl y NV GlI durante el muestreo del Rio Uruguay comprendido entre
Febrero de 2011 y Febrero de 2012 en el punto de colecta de la ciudad de Salto, departamento de Salto.
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Figura 30- Porcentaje de positividad de RVA, NV Gl y NV GlI durante el muestreo del Rio Uruguay comprendido entre

Febrero de 2011 y Febrero de 2012 en el punto de colecta de la ciudad de Paysandu, departamento de Paysandu.
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En tres meses estuvieron presentes en la mitad de las muestras (Setiembre 2011,
Noviembre 2011 y Diciembre 2011). En los meses restantes no fueron registrados en las
muestras tomadas en la ciudad de Bella Union.

4.3.6 Analisis de frecuencia de cocirculaciones de los tres virus de estudio en las
muestras de todo el ano.

En orden decreciente de frecuencia de aparicion, las cocirculaciones de las distintas
combinaciones de virus halladas en los muestreos del estudio se detallan en la figura
31.

Se hallé que la cocirculacion mas frecuentemente encontrada en las aguas colectadas
sobre el Rio Uruguay es de RVA con NVGII (fig. 31-A), seguida de NVGI con NVGII (fig
31-B).

RVA/NVGII NVGI/NVGII RVA/NVGI EV/ RVA

f%‘,‘ 13% 10% 10%

RVA/NVGI/NVGI EV/RVA/NVGI - EV/RVA/NVGII - RVA/NVGI/NVGI
6% >

Figura 31- Cocirculaciones detectadas para las distintas combinaciones de RVA, EV, NVGI y
NVGII en el muestreo del Rio Uruguay en el periodo comprendido entre Marzo de 2011 y
Febrero de 2012.

Otras cocirculaciones encontradas con cierta frecuencia (10%) fueron las de EV con
RVA y NVGI con RVA (fig. 31C-D).

Las cocirculaciones halladas menos frecuentemente fueron, en orden decreciente:

RVA, NVGI y NVGII (6%), EV, RVA, NVGI y EV, RVA, NVGII con 5% y todos los tipos
virales juntos que se encontran en un 3% de las muestras (fig. 31 E, F, G, H).
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4.3.7 Anélisis de diversidad genética de RVA hallada en el Rio Uruguay.

VP7 . VP4

A B

Figura 32- Diversidad hallada en las muestras de RVA colectadas en el Rio Uruguay entre Marzo de
2011 y Febrero de 2012 en BU, SA, PY y FB. Genotipos obtenidos por PCR cualitativa multilplex. Se
observa la diversidad tanto para VP7 (G) como para VP4 (P)

Para el caso del multiplex que detecta el gen de VP7 para genotipar, se lograron
detectar en su mayoria G2 (57%), seguidos de un 39% de G indeterminados y un 4% de
G1 (fig. 32-A).

Para VP4 fue mas diverso el resultado de las PCR. Se detectdé P indeterminado en un
45%, P[8] en un 33%, P[4] en un 16%, P[10] en un 4% y P[11] en un 2% (fig. 32-B)

4.4 Anédlisis filogenético de RVA, NVGI y NVGII hallada en el Rio Uruguay.

Se han logrado secuenciar hasta el momento las muestras positivas de los primeros 6
meses Yy los resultados también incluyeron algunas secuencias de febrero de 2011.
Para el caso de RVA, en el andlisis de VP4 se incluyd la secuencia de la muestra A3.
Para NV se incluyeron las muestras de Al, A2 Y A3 también correspondientes a
febrero de 2011. Esto se detalla en la tabla 5. Para la construccion de los arboles
filogenéticos se eligieron algunas de las secuencias obtenidas. Se dividié el muestreo
en 3 estaciones: verano, siendo febrero y marzo de 2011, otofio, correspondiendo a
abril, mayo y junio de 2011, e invierno, representado por las muestras de julio y agosto
de 2011. Se eligid, por estacion del afio cuatro muestras por virus, una de cada punto
de colecta, siempre que existiera una secuencia y esta fuera analizable. De ese filtrado,
gue se visualiza en la tabla5 se procedid a la realizacién de los 4 arboles, para NVGI,
NVGII, RVA VP4 y RVA VP7, que analizaremos a continuacion.
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Tabla 5 -Secuencias incluidas en el analisis filogenético de las muestras del Rio Uruguay en las estaciones de Verano,

Otofio e Invierno de 2011 con representantes de los 4 puntos de colecta BU, SA, PY y FB.

Muestra

RVA VP7

RVA VP4

NVGI

NVGII

A1-SA-02_11

A2-FB-02_11

A3-PY-02_11

A5-BU-03_11

A7-PY-03_11

A9-FB-03_11

A11-SA-03_11
A21-SA-04_11
A30-PY-05_11
A35-PY-06_11
A37-SA-06_11
A38-FB-06_11
A40-BU-06_11
A41-SA-06_11
A42-FB-07_11
A43-PY-07_11
A48-BU-07_11
A49-SA-07_11
A51-PY-08_11
A52-BU-08_11
A54-FB-08_11
A56-BU-08_11

A57-SA-08_11

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA

SECUENCIA
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4.4.1 Analisis filogenético del gen VP7 de RVA

El andlisis filogenético de VP7 muestra una gran diversidad filogenética para las
muestras tomadas como representantes de los primeros 6 meses de muestreo del Rio
Uruguay. Como se observa en la figura 33, se encontraron secuencias, que en conjunto
con las cepas referencia y las de la region agrupan en 3 clusters pertenecientes a los
siguientes genotipos: G1, G2 y G3. El arbol se realizd6 como se describe en materiales y
meétodos. El soporte estadistico se realizd6 mediante 1000 réplicas de Boostrap y en los
arboles se indican los valores mayores a 70.

Una de nuestras muestras se agrupa en el cluster de G1 y con otras muestras de
Uruguay(previas a éste estudio), aunque no tan cercanamente como con una de
Bélgica del afio 2008. En conjunto con cepas de la region (Brasil y Argentina),
conforman el sublinaje 1c dentro del linaje 1 de G1.

G2 fue el genotipo que estuvo mas representado, conteniendo 5 de las muestras, las
cuales agrupan juntas y estan formando un cluster Unico que estd muy emparentado
con otro formado exclusivamente por cepas de Brasil, que datan de un periodo
relativamente cercano en el tiempo (2008-2011). A su vez nuestras muestras junto con las
de Brasil forman un cluster aparte dentro del linaje 1l de G2.

Una de las muestras se agrup6 con el genotipo G3, con cepas de Méjico y EEUU con un
elevado valor de boostrap (99). También es cercana filogenéticamente a una cepa de
Brasil del 2011. Por otra parte esta mas emparentada con cepas de RVA de caballo
aisladas en 2011 en Argentina que con otras cepas referencia pertenecientes al cluster de
G3, e incluso cepas humanas de la region pertenecientes a G3.
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Figura-33. Analisis Filogenético de las secuencias de VP7 de RVA de muestras del Rio Uruguay entre Febrero 2011-Agosto 2011. Las secuencias de
este estudio se marcaron con un triangulo.
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4.4.2 Analisis filogenético del gen VP4 de RVA

El andlisis filogenético de las secuencias de muestras uruguayas correspondientes al
gen que codifica la proteina VP4, indica una importante diversidad dentro de los
genotipos P8 y P4 y un fuerte parentesco con cepas de la region (Figura 34).

En el caso particular de P[4], dos muestras se agrupan en el linaje V de P[4], pero en
dos clusters distintos. En el caso de la A57, estd emparentada con varias cepas de
Brasil y una de Paraguay que circularon todas en un periodo cercano temporalmente
(2005-2011). Por otro lado, la A35 se agupa en un cluster junto con dos cepas de Brasil
y esta cercanamente emparentada con una cepa de Méjico. Formando parte del cluster
del linaje V, también hay mas cepas de la region, de Paraguay y varias de Brasil.

El resto de los linajes de P[4] estan formados por muestras de la region,
exclusivamente brasileras, el Il y el IV,cuentan con cepas de Brasil, no tan recientes,
datadas entre el 2000 y el 2004.

Para el caso de P[8], contamos con 4 muestras de nuestro estudio, que forman un
cluster Unico y solo una cepa estd cercanamente emparentada, la cual es del tipo Wa,
procedente de EEUU. Por otra parte, estan emparentadas en menor medida con cepas de
Brasil y Paraguay.

Las muestras que constituyen dicho cluster (A5, A7, A11 y A21 ) forman, junto con el
grupo de secuencias de Brasil y la cepa prototipo de EEUU, el linaje | del genotipo P[8].
En la region, hay representantes de dos de los tres restantes linajes pertenecientes a
P[8]. El linaje Il tiene una cepa de Paraguay, el lll tiene una de Paraguay y una de
Brasil.

En este caso, no hay secuencias disponibles en el GeneBank para ningun aislamiento de
Uruguay, por lo que seria la primera documentacién de estas cepas en el pais. Eso
tampoco nos permite inferir nada con respecto al parentesco con cepas que ya
circulaban en el rio.
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Figura 34- Andlisis Filogenético de las secuencias de VP4 de RVA de muestras del Rio Uruguay entre Febrero 2011-Agosto
2011. Las secuencias de este estudio se marcaron con un triangulo.
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4.4.3 Analisis filogenético de la capside de NVGI

En el arbol de esta region estudiada (fig. 35), se obtuvieron representantes de 4 linajes
diferentes dentro del genogrupo 1.

Tres muestras pertenecieron al linaje 4, agrupando dos junto con una de Brasil,
formando un cluster emparentado cercanamente con otra secuencia de Brasil.
Formando ese linaje también tenemos a la otra muestra de nuestro estudio, la A43, la
cual agrupa con los prototipos Koblenz-DEU y Valetta- MLT y una cepa de Brasil del
2008. Ese grupo de secuencias a su vez esta emparentado con varias cepas de otra
region, usadas como prototipo.

En el linaje 1 encontramos tres muestras muy cercanas filogenéticamente entre si, y
coinciden en la época que circularon (verano de 2011). Dichas muestras junto con una de
Méjico forman un cluster cercano filogenéticamente a las cepas prototipo de Japon 1-
Aich124 y 1-KY89. Este linaje también tiene otra cepa de la region, de Venezuela, y el
resto son prototipos.

Dos muestras, la A40 y la a51 pertenecen al linaje 8 de Gl. Forman parte de un cluster
que esta formado por ellas y dos secuencias muy cercanas filogenéticamente, y
ademas pertenecientes a la regién. Mas lejana en parentesco, define el cluster la
prototipo Boxer-USAQ2.

Exclusivamente formado por muestras de la region, el cluster de Gl del linaje 3contiene
solo una muestra de nuestro estudio, la A30, junto con una de Brasil, la mas cercana
en términos filogenéticos, y una de Méjico. Luego esta emparentado con una de Brasil y
varias cepas prototipo.
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Figura 35- Andlisis Filogenético de las secuencias de capside de NVGI de las muestras del Rio Uruguay entre
Febrero 2011-Agosto 2011. Las secuencias de este estudio se marcaron con un triangulo.



4.4.4 Analisis filogenético de la capside de NVGII

Como resultado del andlisis de los arboles realizados en el estudio filogenético de las
muestras del Rio Uruguay, es de destacar que las muestras estan mas
heterogéneamente distribuidas, siendo parte de 5 linajes distintintos dentro de un
genogrupo (figura 36).

En el linaje | de NVGII, la muestra A41y la A43, estan muy cercanas filogenéticamente
entre si y a su vez separadas de otro cluster con la mayoria de las secuencias
prototipo.

El linaje 13 de NVGII contiene 3 muestras de nuestro estudios, las cuales junto con una
secuencia de Brasil del afio 2009 forma un grupo monofilético, apoyado por un elevado
valor de Boostrap (99).

Por otra parte, otras dos cepas uruguayas aisladas en este estudio, la A1 y la A54, dos
muestras bien distantes en el tiempo, pero que son las Unicas dos que agrupan
separadas; ambas estdn emparentadas con cepas de Brasil, de Méjico y Nicaragua.

En GII.6 encontramos a la secuencia de A3, la cual se agrupa con muestras de Japony
USA, que estan cercanas filogenéticamente. A su vez, A3 esta emparentada con una cepa
de México que se colectd en 2007.

Finalmente, A40 pertenece, se encuentra formando un cluster Unico separado del resto. Se
divide en dos grandes clusters formados casi exclusivamente por cepas prototipo que no
son de la regién, con la excepcién de 3 cepas mejicanas.
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Figura 36- Analisis Filogenético de las secuencias de capside de NVGII de las muestras del Rio Uruguay entre
Febrero 2011-Agosto 2011. Las secuencias de este estudio se marcaron con un triangulo.



5. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio representan los primeros datos
logrados que permiten demostrar el impacto directo que tiene la activididad humana
sobre el Rio Uruguay en términos de eliminacion de virus gastroentéricos a través del
vertido de aguas residuales en su mayoria no tratadas. La multiplicidad de andlisis
realizados sobre el numeroso muestreo; representado en cada una de las cuatro
estaciones del afio, en cuatro puntos distintos en el Rio Uruguay, nos han permitido
generar datos relevantes en el campo de la “Virologia Ambiental” utiles para el pais y la
region. En si mismos, los datos permiten sacar conclusiones directas sobre:
estacionalidad, sensibilidad de técnicas moleculares para su discusion, el grado de
positividad para los distintos virus en estudio y finalmente poder establecer la
epidemiologia molecular.

Se colectaron 99 muestras quincenalmente en los cuatro puntos durante el periodo de
un afo. Ellos fueron seleccionados de manera estratégica con el propdsito de generar
una “foto instantanea” que abarque una region extensa y nos informe sobre la
circulacion viral en el Rio Uruguay a lo largo del tiempo. Como se menciono
anteriormente, el Rio Uruguay tiene muchos centros poblados sobre sus riberas los que
contribuyen con sus aguas residuales a lo largo del todo litoral del territorio nacional.
Con ellas se pudo realizar la concentracion viral de manera satisfactoria mediante la
correcta puesta a punto del método de ultracentrifugacion. La concentracion viral es
una etapa muy importante para una fiel deteccién y posterior cuantificacién de las
muestras ambientales debido a los bajos titulos virales hallados en algunas de las
muestras (Katayama et al., 2009). El desarrollo de ésta metodologia, como uno de los
objetivos especificos de éste estudio, fue una eleccion acertada frente a otros métodos
de concentracion viral porque tiene la ventaja de ser sencilla en cuanto a su
implementacién, mas rapida y mas econdmica que las disponibles comercialmente
(Calgua et al., 2008; Bosch et al., 2008). En este paso cada muestra fue
experimentalmente contaminada con el bacteri6fago (PP7) a ser utilizado como control
interno (ClI), el cual se recomienda en estudios de virologia ambiental ya que valida
todos los pasos sucesivos. Es decir, la extraccion de ARN, la reaccion de RT y
posteriormente la PCR, fueron eficientemente performadas para cada una de las
muestras involucradas en el presente estudio. Es importante destacar que el uso del CI
PP7 permite eliminar los resultados falsos negativos como resultado de los inhibidores,
los cuales estan presentes en elevadas concentraciones en las aguas residuales
(Bosch et al., 2008).

Posteriormente, tanto la RT como las reacciones de PCR y QPCR para cada unos de
los virus implicados en el presente estudio, RVA, NV y EV, se lograron poner a punto
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adecuadamente, permitiendo una correcta obtencion de los cDNA y luego el correcto
estudio de todas las muestras.

Los resultados obtenidos han establecido que RVA fue el mas prevalente, con 48,5 %,
seguido de EV con un 41,6%; de NVGII con un 39, 4% y finalmente NV GI con solo
21%. Los resultados sobre la prevalencia de RVA estan en concordancia con los
obtenidos en otras regiones del mundo como Alemania y China, indicando que es
encontrado en el ambiente en porcentajes entre 32 y 90% (He et al.,, 2011; Hamza et
al., 2009). Resultados de la regién también apoyan esta distribucion ya que Prado y
cols (Prado et al., 2011) detectaron a RVA en el ambiente con una frecuencia de 95%
en muestras de Rio de Janeiro Brasil entre el 2005 y 2008. Pero no en todos los paises
se ha encontrado tal distribucion. Para NV en los paises antes mencionados se lo
encontré entre 3y 31 % en el ambiente, en Brasil en un 28% (Prado et al., 2011)
mientras que en nuestro estudio NVGII fue de 39%, algo superior a lo detectado en la
region. Discriminando por genogrupo de NV, se encontr6 que NVGIlI es mas
frecuentemente identificado en el ambiente que NVGI, lo cual concuerda con la
bibliografia, ya que estudios recientes realizados en aguas residuales (Katayama et al.,
2008; Kitajima et el., 2011), afirman que la distribucién de los genogrupos es mayor
para NV Gll. Para EV no hay muchos trabajos de virologia ambiental en la region. En
un trabajo realizado en Brasil (Formiga-Cruz et al., 2005) fueron detectados un 40% de
muestras ambientales positivas. Por otro lado, a nivel clinico (Cisterna et al., 2007), en
Argentina, se llevd adelante un importante estudio retrospectivo donde se detecto,
caracterizo y tipific6 EV humanos en 2167 casos de paralisis flacida aguda, meningitis
aséptica y encefalitis aguda, desde 1991 hasta 1998. Se identificaron: Echovirus 4

(E4), E9, E30 y E17 a partir de brotes de meningitis; a su vez Coxsackievirus A2
(CAV2), CBV2, CBV5, E7, E11, E19, E24, E29 y enterovirus 71 se recuperaron solo en
casos esporadicos. Tres serotipos diferentes fueron identificados en pacientes con
encefalitis: E4, E7 y E24. Se detectaron 28 serotipos de enterovirus no polio en casos
de pardlisis flacida aguda. Por otro lado, en Japdn se realiz6 un estudio (Katayama et
al., 2008) en aguas residuales tratadas y EV fue detectado en un 65% de las muestras,
apoyando la idea de que las propiedades fisicoquimicas de los picornavirus les
permiten persistir en el ambiente por periodos largos de tiempo e incluso resistir los
tratamientos.

Por otro lado, luego de secuenciar los respectivos productos de PCR, se ha puesto en
evidencia la necesidad de sub clonar los mismos, ya que podemos analizar la
diversidad viral en mayor profundidad.

Recordemos que los resultados obtenidos en este tipo de estudios reflejan la
circulacion viral en la poblacion y que no siempre coinciden exactamente con los datos
y sintomas clinicos, ya que estamos recogiendo virus que son excretados por personas
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sintomaticas y asintomaticas o procedentes de poblaciones donde no se documenta a
nivel clinico porque muchas veces no se realiza la respectiva consulta médica, esto
genera como resultado que las diarreas estan en general subdiagnosticadas en el pais
y en el mundo.

Estos son los primeros resultados que existen en el pais y en la region sobre la
circulacion viral en un Rio con un caudal importante, como es este caso. Si bien se
encontraron valores acorde y superando los que muestra la bibliografia, hay muchas
variables a tener en cuenta al hacer un estudio de las aguas residuales de poblaciones
heterogéneas donde, como se sabe (Miagostovich et al., 2008) el tamafio y las
condiciones sanitarias (Melo et al., 2005) influyen de manera sustancial. También es
importante conocer si la red de colectores tiene una Unica salida al rio colectando el
agua residual de toda la poblacion, o existen varios ramales; en otros estudios (Barril
et al., 2008; Hejkal et al., 1984) se ha establecido que el volumen de salida influye en
los niveles de viremia.

Por otra parte, hay diversos factores que afectan la viabilidad y distribucion de los virus
entéricos en el ambiente, algunos de ellos son: el PH, la temperatura del agua, la
susceptibilidad a la inactivacién por radiacién UV de luz solar, la union de los virus a
solidos suspendidos, la presencia de productos quimicos, las precipitaciones, el flujo de
corriente.

Al analizar detalladamente los puntos de colecta por separado, llama la atencion el
namero de cocirculaciones virales presentes en Paysandu, donde en todos los meses se
detectaron por lo menos dos virus diferentes. En suma, de la comparacion del
namero de muestras positivas por zona, Paysandu supera a Salto en la proporcion de
muestras positivas para NVGI y RVA indicando un alto grado de contaminacion,
teniendo en cuenta a su vez que el tamafio poblacional es menor con respecto a Salto. De
todas formas, para préximos estudios sera de vital importancia conocer en detalle la red de
colectores de ambas ciudades y las areas que cubren, ya que podriamos estar sesgando
nuestro muestreo a ramales que no representan el verdadero flujo de aguas residuales de
una ciudad tan poblada como Salto, por ejemplo.

A nivel general, las co-circulaciones halladas en los otros puntos, también fueron muy
elevadas y hablan de la elevada viremia que esta recibiendo el rio a diario.

Con respecto a la adhesion de los virus a solidos suspendidos, en el caso de la ciudad
de Bella union, sus aguas residuales son primero depositadas en una laguna facultativa
donde la flora microbiana presente en dicho lugar contribuye a la degradacion de la
materia organica, disminuyendo asi los agregados de materia organica que llegan al
rio. Los sedimentos del agua residual, al llegar a un lugar donde el flujo de corriente es
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mucho menor, decantan y muchas particulas virales se asocian a ellos; las que se
protegen del dafio por UV (Fong et al., 2005). Esto podria ser la explicacion por la cual en
Bella Union hubo una deteccion notoriamente baja de todos los virus en relacion a los
demas punto de colecta. A su vez, tal como fue demostrado previamente (Meschke et al.,
1998), los EV son los que mas se adsorben al sedimento, lo cual podria ser la causa
por la cual no estan presentes y asi explicar la ausencia casi total de muestras positivas
para EV en Bella Unién.

Es muy importante realizar el monitoreo de los virus en el ambiente porque entre otros
aspectos es posible estudiar una mas amplia gama de variantes genéticas que aportan
datos sobre la evolucion viral; asi como determinar la re-emergencia de estirpes
peligrosas para la poblacion. Un ejemplo, es la potencial aparicion de variantes
genéticas de poliovirus del cluster C de coxsackievirus A (Jiang et al., 2007) y su
implicancia en un mundo libre de polio. Los vir6logos ambientales debemos estar
listos para manejar este tipo de amenazas a través de la rapida identificacion y
caracterizacion de los nuevos patégenos (Etherington et al., 2006; Ambrose et al.,
2006), por ello entendemos que ésta tesis hace importantes aportes en el desarrollo de
metodologias que han sido eficientemente utilizadas para la investigacion realizada.

No siempre la deteccion clinica precedio la deteccion ambiental, y muchas veces los
virus encontrados en aguas residuales durante la primavera sirvieron para predecir las
cepas que predominarian durante el siguiente verano (Fong et al., 2005).

Al analizar la estacionalidad, no encontramos para todos los virus el mismo patrén. En
NV se observé una marcada estacionalidad, lo que concuerda con lo sugerido por
previas investigaciones (Kitajima et al., 2011). Como es de esperar, se ha observado

una mayor presencia viral en invierno, pero sin embargo, a diferencia de lo reportado
por paises en los cuales no existen en los meses calidos zonas de playas o aguas
recreacionales de uso comun; nuestros estudios revelaron una elevada prevalencia
durante los meses de verano. Se observo una marcada estacionalidad en invierno y
verano para RVA.

Rotavirus, NV y EV son conocidos por su resistencia a varios de los tratamientos en las
PTAR (Ansari et al., 1994; Miagostovich et al., 2008). En nuestro modelo de estudio no
existe pretratamiento o tratamiento de las aguas residuales con la excepcion de Bella
Union. Por lo tanto los resultados obtenidos reflejan de manera muy realistas el grado de
contaminacion del ambiente y permiten determinar las caracteristicas filogenéticas
de las estirpes circulantes en la poblacion general.

La metodologia de PCR en tiempo real fue exitosamente implementada para RVA,
NVGI, NVGIly EV.
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Para EV fue el método utilizado para analizar las muestras. Dicho protocolo contempla la
mayoria de las variantes de EV, por ser la secuencia blanco del genoma viral
altamente conservada (5"UTR).

Los analisis para detectar la presencia y el genotipo de RVA funcionaron
correctamente, con elevada especificidad y sensibilidad. Los porcentajes de positividad
obtenidos en estos estudios estan de acuerdo con otros trabajos realizados en la
region, o incluso nuestros datos han superado el porcentaje de positividad establecido en
otras regiones. Se obtuvo un porcentaje de positividad de 48,5% para RVA, siendo G2 el
genotipo predominante con 52% del total de los RVA.

Para Norovirus, al comienzo se utilizaron otras técnicas de PCR que permitieron la
amplificacion de otras regiones del genoma, por ejemplo el gen de la polimerasa viral
(Boxman et al., 2006); la misma no brind6 resultados adecuados y por ello no fue la
metodologia utilizada en éstos estudios.Luego se implementé el método de PCR que
amplifica el gen de la céapside viral, lo que permiti6 aumentar la sensibilidad y
especificad (Kitajima et al., 2010). Esta region del genoma viral brinda informacién
filogenética que permite distinguir variantes entre cepas del genogrupo 1.4, cepas
relevantes ya que son predominantes en las asociadas a brotes de gastroenteritis. Si
bien en nuestro estudio, sorprendentemente no detectamos este linaje de GllI, no
podemos adjudicarle la falta de sensibilidad a esta técnica ya que fue especialmente
evaluada para detectar variantes dentro de ese tipo (CDC MMWR Recomm Rep.
2011).

Por otro lado, la cuantificacién de NV por PCR en tiempo real, se llevo a cabo segun la
guia del CDC, donde se concluy6 que la regién adecuada para hacer ensayos de
cuantificacion es la region C, la cual es la region de unién entre el ORF 1 y el ORF 2,
region que no casualmente, es la mas conservada del genoma de Norovirus, con un
alto nivel de identidad de secuencia entre cepas de un mismo genogrupo. Sin embargo,
también debido a la elevada variabilidad genética del virus, se utilizan dos sondas
diferentes una para cada genogrupo | y Il respectivamente.

Todas las metodologias utilizadas han sido complementarias y han conducido a
resultados muy robustos, ya que cada muestra fue analizada por dos métodos
diferentes, con la excepcion de EV en el cual solo se detectd por PCR en tiempo real.
Para RVA y NV, las muestras han sido testeadas por 2 o 3 técnicas distintas (RVA con
PCR multiplex, PCR Iturriza Gomara y gPCR), ya que las PCR cualitativas no
amplificaron los mismos fragmentos del genoma que la PCR cuantitativa.

La gPCR no solo reconfirma los casos positivos mediante la amplificacion de otras
regiones de los genomas de los virus de interés, sino que también nos brinda la carga
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viral de esa muestra y éste dato nos permite observar en mayor profundidad el grado
de contaminacion que se esta ejerciendo sobre el ambiente acuatico, en la eliminacion
de aguas residuales sin tratar. A su vez la cuantificacion viral nos aproxima a
determinar el grado de contaminacion de las aguas residuales en las distintas épocas
del afio y en puntos con caracteristicas demograficas Unicas que hacen también a la
viremia detectada en las muestras. Es de destacar que estas aguas residuales llegan
directamente al Rio Uruguay donde hay zonas de playa habilitadas y donde todos estos
virus circulan.

Al observar algunos de los electroferogramas obtenidos para RVA y NV, se pueden
visualizar la co-circulacién de estirpes virales minoritarias; lo que pone de manifiesto
como perspectiva la necesidad de subclonar dichos productos de PCR para luego
detectar de manera efectiva todas las estirpes que estan presentes en una misma
muestra y no solo la mayoritaria, determinando asi la diversidad intrinseca de la
muestra.

El andlisis de la distribucién de genotipos obtenidos por la multiplex esta de acuerdo a los
genotipos mas comunes capaces de producir diarrea en humanos, clasificandose un
elevado porcentaje de muestra como pertencientes a G2. Se ha visto que en Gl
ocurre una deteccion menor a lo esperado (Laird et al., 2003). En los casos que al
principio fueron indeterminados, luego un gran porcentaje fue perteneciente a G1.
También era lo esperado en ambiente, aunque en Brasil se ha detectado G1 con mayor
frecuencia que G2 (Araujo et al., 2007) al igual que en Paraguay (Parra and Espinola
2006). Para Argentina, también coincidié con un genotipo esperado ya que segun Barril y
colaboradores, las cepas de VP7 pertenecen mayoritariamente a G1 y G3 en
ambiente. En nuestros estudios, G3 fue establecida por secuenciacion y posterior
andlisis filogenético y no por métodos de genotipaje por PCR.

A su vez trabajos que correlacionan las cepas detectadas en casos clinicos en relacion
a la ambiente, revelan una estrecha relacién entre las cepas detectadas en pacientes y
cepas de aguas residuales. Tal es el caso del trabajo de Barril, en Argentina en 2010 y
el de Bucardo en Nicaragua 2011. Para VP4 se encontrd una distribucién entre dos
genotipos, P8 y P4 y con menos frecuencia P10 y P11, con 4 y 2% respectivamente.
En nuestros estudios y otros realizados en la region (Parra y Espinola 2006), hubo altos
porcentajes de muestras indeterminadas para VP4 y VP7, esto puede deberse a que
los primers utilizados no tengan en cuenta los polimorfismos presentes en esa zona.

NV posee una alta diversidad genética y se ve reflejada en los arboles filogenéticos
realizados en nuestros estudios. El analisis filogenético de las respectivas secuencias
para Gl y GlI, de la region de la capside, nos permitié establecer con precision los tipos
virales en todas las muestras involucradas en este estudio. Por otro lado, el protocolo
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gue estamos utilizando es muy reciente y por ende hay pocas secuencias disponibles en
el Genebank procedentes de la region. La distribucion entre genogrupos de NV esta de
acuerdo con la bibliografia, ya que fue mas abundante NVGII.

G3 es un genotipo usualmente encontrado en caninos. El trabajo de Laird y
colaboradores en 2003 (publicé la cepa mejicana que estd cercanamente emparentada
con la nuestra) demuestra la circulacion de esta cepa en un nifio evidenciando la
potencial ocurrencia de reassortments con segmentos de RV canino. Centrandonos en los
linajes que nuestras muestras pertenecen en relacion a lo que ocurre con muestras de la
region, Parra y Espinola obtuvieron la mayoria de sus muestras dentro del mismo linaje
de G1 que las nuestras. Un trabajo mas reciente en Brasil, también obtuvo sus cepas
de G1 en el linaje 1l (Goncalvez et al., 2012).

En el caso de VP4 se encontré una distribucion genotipica muy similar a la esperada
para la regién, teniendo dos muestras pertenecientes al linaje V de P[4] y 4 muestras
muy emparentadas entre si que se agrupan con una cepa de estados Unidos, dentro
del linaje 1 de P8. Encontramos una fuerte vinculacién entre las cepas de P[4 ] con las de
Brasil, como se puede visualizar en el arbol.

Es muy importante la informacion obtenida en el presente estudio ya que ha permitido
establecer por primera vez las estirpes virales que circulan en el Rio Uruguay. De la
misma forma este tipo de estudios ha sido de gran utilidad en otros paises tales como
Nicaragua (Bucardo et al.,, 2011) quienes tienen la vacuna de RVA en el esquema de
vacunacién y los estudios post-vacunaciéon han determinado que los genotipos
encontrados cambian en sus proporciones notoriamente y se reduce a su vez la
circulacién de RVA; al mismo tiempo que se detecta un aumento en la circulaciéon de
NV.

En relacién a esto, nuestro pais no cuenta con la vacuna en el esquema de vacunacion y
si bien nuestros paises vecinos estan con ella incluida en el esquema (Brasil) o en
proceso (Argentina), nuestra cepa G1 (la principal en la vacuna) no agrupo en el mismo
linaje que la cepa vacunal.

Para NVGI se detectod la presencia de muestras en 4 linajes diferentes, 3 muestras en
Gl.4, muy emparentadas con cepas de Brasil del 2008, 3 muestras en el linaje GI.1,
mas emparentadas filogenéticamente con una cepa de Méjico. Por otra parte también
cercanas a una cepa de Méjico, dos secuencias de este estudio junto con otra de Brasil de
2009 y el prototipo Boxer-USAQ02 formaron el cluster de GI.8.

Unicamente una muestra formé parte del cluster de GI.3 y compartia parentesco con
una cepa de Brasil del 2007 y mas lejanamente con una de Méjico del mismo afio. En
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NVGI se ve por primera vez en nuestras muestras un parentesco cercano con lo que
circula en Méjico, que no es un pais tan cercano geograficamente. También se observa
un gran parentesco con cepas de Brasil. El linaje GI.3 es esperado en la region, en
Brasil el trabajo de Victoria y colaboradores en 2009 detecté NVGI que agruparon
principalmente en ese linaje.

En el caso de NVGII tuvimos el sorprendente resultado de la ausencia de NVGII.4, el
responsable de la mayoria de los brotes de gastroenteritis causada por NVGII. Este
genotipo era el predominante en trabajos de la region (Victoria et al., 2009). Pero, en
cambio, encontramos una importante diversidad y es importante destacar que dichas
secuencias pertenecen a los primeros 6 meses de muestreo. De los linajes que
estuvieron presentes, el GIl.13 fue el mas representado, con 3 muestras que, en
conjunto con una cepa de 2009 de Brasil, forman un grupo monofilético con las
nuestras, y agrupan con la prototipo del linaje (Faytvil-USA02) para conformar el linaje
GIl.13. Cabe destacar que dichas muestras circularon en puntos diferentes y en
momentos del afio diferentes.

El linaje GlI.2 estuvo representado por dos muestras, muy emparentadas entre si, y
cercanas filogenéticamente a cepas de Nicaragua, Brasil y Méjico.

Gll.1 tuvo dos muestras que agruparon juntas y relacionadas a una cepa prototipo
Hawai-USA94.

Tuvimos una cepa perteneciente a GII.6 y una al linaje GllI.3, cercana filogenéticamente a
una cepa de Méjico. En suma, se observo una gran diversidad y similitud con cepas de
Brasil, Méjico y Nicaragua. En Brasil hay trabajos previos que han reportado cepas en los
lingjes GlI.1, GII.2, GII.3,GII.6 y GII.13 (Ferreira et al., 2008)
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6. Conclusiones y Perspectivas

1 Fue optimizada la metodologia de ultracentrifugacion para realizar la concentracion viral
a partir de muestras de aguas residuales.

1 La utilizacion del fago PP7 como control interno fue adecuada para validar: la
concentracion viral por la técnica de ultracentrifugaciéon, la extraccion de ARN y la
respectiva RT-PCR.

(1 Fueron estandarizadas las metodologias de deteccion y cuantificacion de RVA, NV. [
Fueron estandarizadas las metodologias cuantificacion de EV.

[1 Fue observada, por primera vez en el Rio Uruguay, una amplia circulacién de virus
entéricos: RVA, NV y EV, estando presentes en la mayoria de las colectas,
principalmente en Paysandu.

1 RVA fue el més prevalente, con 48,5 %, seguido de EV con un 41,6%; de NVGiII
con un 39, 4% y finalmente NV Gl con solo 21%.

[0 La caracterizacion molecular de los virus entéricos demostrd la presencia de

diferentes genotipos para cada uno de los virus estudiados evidenciando la gran

variabilidad genética de estos virus y su amplia circulacion en muestras de aguas
residuales.

- Durante la presente tesis, también se puso a punto otra técnica de concentracion
viral, denominada “floculacion” con la profesora Marize Miagostovich, del laboratorio
de Virologia Comparada del Instituto Oswaldo Cruz, de la ciudad de Rio de Janeiro,
Brasil. Cabe destacar que si bien no fue utilizada en el marco de ésta tesis, sera una
técnica muy Util para el procesamiento de futuras muestras ambientales de nuestro
laboratorio.

[1 Como perspectiva, se plantea completar la secuenciacion de todas las muestras a fin
de completar el estudio anual previamente establecido.

[1 Se desarrollara en el futuro en nuestro laboratorio la técnica de ICC-PCR, que nos
permitira establecer la viabilidad viral.
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