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RESUMEN 

 

Los astrovirus (AstV) son virus entéricos que causan casos de gastroenteritis aguda en 

diferentes mamíferos entre los cuales se encuentra el ser humano. Estos virus presentan 

transmisión hídrica por lo cual es importante su estudio en diferentes matrices de aguas 

ambientales. El objetivo de este estudio fue detectar, cuantificar y caracterizar los AstV 

humanos (HAstV) circulantes en Uruguay en dos grupos de muestras de aguas residuales. 

El primer muestreo fue realizado de manera quincenal desde Marzo de 2011 a Febrero de 

2012 en las ciudades de Bella Unión, Salto, Paysandú y Fray Bentos, totalizando 96 muestras. 

Dichas ciudades vierten las aguas residuales en el Río Uruguay, sin tratamiento (con 

excepción de Bella Unión donde existe una laguna de decantación). El segundo muestreo 

se realizó desde Setiembre 2011 a Abril de 2013 de manera bimensual en dos plantas de 

tratamiento de agua residual (PTAR) de Melo y Treinta y Tres, colectándose muestras de 

afluente y de efluentes terciarios pre y post desinfección con luz ultravioleta, totalizando 57 

muestras. Los virus fueron concentrados por ultracentrifugación y detectados y cuantificados 

por PCR cualitativa y cuantitativa, respectivamente. Finalmente se realizó la secuenciación 

de los AstV detectados para efectuar los estudios filogenéticos y de coalescencia. Fueron 

evidenciadas concentraciones de HAstV en el rango de 3,2E+3 a 3,2E+6 copias genómicas 

por litro en las muestras de agua residual en las ciudades que vierten las mismas en el 

Río Uruguay. Fue detectada una disminución en la frecuencia de muestras positivas para 

HAstV desde el afluente hasta el efluente final del 100% (4/4) y del 75% (6/8), así como 

un descenso en la carga viral promedio desde afluentes hacia efluentes finales de 7 y 2 

órdenes logarítmicos en las PTAR de Melo y Treinta y Tres, respectivamente. Se detectó la 

presencia de los genotipos HAstV-1 (linaje 1a), HAstV-2 (linajes 2c y 2d) y HAstV-5, así 

como del genotipo emergente MLB-1, para el cual se propuso una circulación mundial bajo 

la forma de dos linajes a los cuales se denominó MLB-1a y MLB-1b. La tasa de evolución 

del genotipo MLB-1 fue estimada en 1,72E-03 sustituciones por sitio por año y la edad del 

ancestro común más reciente para la totalidad de cepas reportadas hasta el momento se 

estimó en el año de 1970. En este estudio se confirmó una frecuente y elevada concentración 

de HAstV en aguas residuales en las ciudades localizadas sobre el Río Uruguay así como 

también una co-circulación de varios genotipos. También se evidenció el importante rol de 

las PTAR en la reducción de las concentraciones virales a lo largo del proceso de tratamiento 

de las aguas residuales que son vertidas a cursos hídricos utilizados para recreación y/o 

consumo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Virus entéricos y su transmisión hídrica 

Los virus son uno de las agentes etiológicos más importantes en las enfermedades 

relacionadas al agua. Los denominados virus entéricos, infectan y replican en células del 

aparato gastrointestinal pudiendo producir diversas enfermedades siendo excretados en altas 

concentraciones en las heces de los individuos infectados (Bosch et al. 2008). Por ello, se 

encuentran en altas concentraciones en las aguas residuales y los tratamientos que se 

realizan para lograr efluentes de calidad por lo general remueven entre un 20 y 80% de la 

carga viral inicial, permitiendo que una carga viral importante y diversa sea liberada al 

ambiente durante la descarga del efluente y sea posible su diseminación hacia el agua 

subterránea, agua de ríos, arroyos, estuarios y mares (La Rosa et al. 2012). 

El agua residual contiene una gran diversidad de virus, parte de la misma, desconocida 

para nosotros (Aw et al. 2014). No obstante, podemos reconocer una gran variedad de virus 

transmitidos por aguas contaminadas, que causan diversas enfermedades en humanos, 

incluyendo hepatitis, gastroenteritis, meningitis, fiebre, rash, conjuntivitis, enfermedades 

respiratorias, enfermedades renales y diabetes (Bosch et al. 2008). 

 No obstante, los síntomas de gastroenteritis son los más frecuentemente 

relacionados a los virus entéricos (La Rosa et al. 2012). Billones de casos de gastroenteritis 

ocurren anualmente a nivel mundial, siendo la diarrea responsable de la muerte de unos 

800 mil niños menores de cinco años de edad (Liu et al. 2012). Se calcula que una parte 

importante de las causas de estos casos es atribuible a un suministro de agua de mala 

calidad, instalaciones de saneamiento o prácticas de higiene precarias (W.H.O., 2004). 
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El estudio de virus en matrices acuáticas comenzó a gestarse a partir de un brote 

de hepatitis declarado en Nueva Deli entre diciembre de 1955 y enero de 1956. En ese 

entonces, el agua del río Junma era tratada con aluminio y cloro para abastecer con agua 

potable a la población, no obstante, unas semanas antes de declarado el brote, el río fue 

contaminado con agua residual. Esa fue posiblemente la causa de los 30 mil casos de 

hepatitis ocurridos entre la población (Bosch, 1998). 

La virología ambiental ha contribuido al conocimiento de la incidencia y 

comportamiento de los virus en las distintas matrices acuáticas, a determinar el riesgo de 

infección debido a la presencia de los virus en el agua, a evaluar la eficiencia de los 

procesos de tratamiento y desinfección, así como a realizar monitoreos rutinarios de calidad 

de agua mediante el empleo de directrices. De esta manera ha contribuido al conocimiento 

del impacto de los virus de transmisión hídrica en la salud pública. Además, mediante esta 

disciplina, al identificar las distintas estirpes virales que circulan en el ambiente es posible 

estudiar la epidemiología de estos virus de transmisión hídrica y obtener una aproximación 

de las estirpes que circulan en la comunidad, incluyendo los virus que causan tanto 

infecciones sintomáticas como asintomáticas (Bosch et al. 2008). 

El alto grado de persistencia de los virus entéricos en el ambiente acuático nos lleva a 

prestar especial atención al tratamiento que reciben las aguas residuales domiciliarias, ya que 

éstas transportan por el sistema de saneamiento aquellos virus que se excretan en las heces 

que eventualmente pueden ser volcados en cuerpos de aguas utilizados para el consumo, pesca, 

riego o recreación humana (Bosch et al. 2008). Procesos tales como lodos activados, lagunas 

de oxidación, tratamientos con carbón activado, filtración y cloración remueven gran parte de 

los virus presentes en las aguas residuales, aunque en muchas ocasiones, una carga viral 
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significativa permanece en los efluentes pudiendo contaminar arroyos, ríos y otros cuerpos de 

agua (Cloette et al. 1998).  

Numerosos estudios a nivel mundial evidencian la resistencia de los virus entéricos a los 

diversos tratamientos realizados para mejorar la calidad del agua residual previo a su descarga 

en cursos naturales de agua y se ha demostrado que incluso éstos pueden conservar su 

capacidad infectiva en los efluentes (Morsy El-Senousy et al. 2007; Schlindwein et al. 2010; 

Francy et al. 2012; Hata et al. 2013; Kitajima et al. 2014). 

Los virus entéricos generalmente están presentes en el agua adsorbidos a partículas 

sólidas. La remoción física de las partículas por procesos como la coagulación, floculación, 

sedimentación y filtración, ayuda a la remoción de los virus en los efluentes de aguas residuales 

(Templeton et al. 2008).  

La remoción adicional de los contaminantes biológicos puede ser realizada mediante 

desinfección con cloro, ozono, ácido paracético o irradiación con luz ultravioleta (UV) 

(Mezzanotte et al. 2007). La calidad microbiológica del agua generalmente es determinada por 

la determinación de la concentración de coliformes totales y fecales y eventualmente por 

bacteriófagos. Sin embargo, existe un consenso mundial con respecto a la ausencia de 

correlación entre la contaminación bacteriana y viral presente en diferentes matrices acuáticas 

(Bosch et al. 1998; Pusch et al. 2005; Payment y Locas, 2011; He et al. 2012). La estabilidad 

y persistencia de los virus entéricos en el ambiente aumenta el riesgo de infección para el ser 

humano que entra en contacto con aguas contaminadas (ingesta, pesca, recreación, riego en 

agricultura), o con alimentos que estuvieron en contacto con estas (Fong y Lipp, 2005). 
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1.2. ASTROVIRUS 

 

1.2.1. Historia 

Madeley y Cosgrove (1975) observaron por primera vez mediante microscopía 

electrónica directa, una partícula viral pequeña, redondeada, que presentaba forma de 

estrella con 5 ó 6 puntas, de unos 30 nm de diámetro en la materia fecal de niños 

hospitalizados por diarrea y de brotes de diarrea generados en guarderías. A su vez, 

Appleton y Higgins (1975) encontraron partículas similares en la materia fecal de niños con 

diarrea leve y vómitos. Ineludiblemente, debido a su forma, estas partículas fueron 

denominadas astrovirus (AstV), aunque recién en 1982 se confirmaría que se trataba de un 

virus diferente a los previamente conocidos Norwalk like virus (Caul y Appleton, 1982). 

Los experimentos realizados por Lee y Kurtz (1981) fueron trascendentales, ya que 

lograron aislar astrovirus humanos (HAstV) y realizar pasajes en cultivos primarios de células. 

Ello posibilitó más tarde, junto a técnicas inmunológicas el reconocimiento de varios serotipos 

de HAstV (Kurtz y Lee, 1984; Belliot et al. 1997a). 

Tan pronto como fueron descubiertos los HAstV, partículas similares fueron 

identificadas en asociación con gastroenteritis en distintas aves y otros mamíferos. 

Actualmente, la lista de animales en los cuales se ha reportado la presencia del virus es 

bien extensa: gatos (Hoshino et al. 1981), vacas (Woode y Bridger, 1978), ciervos (Tzipori 

et al. 1981), perros (Toffan et al. 2009), ratones (Kjeldsberg y Hem, 1985), ratas (Chu et al. 

2010), cerdos (Bridger, 1980), ovejas (Jonassen et al. 2003), visones (Englund et al. 2002), 

murciélagos (Chu et al. 2008), chitas (Atkins et al. 2009), conejos (Martella et al. 2011), 

delfines, leones marinos (Rivera et al. 2010), pavos (Koci et al. 2000), pollos (Pantin-Jackwood 
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et al. 2011), patos (Asplin, 1965), palomas (Zhao et al. 2011), gallinas de guinea (Canelli et 

al. 2012) y otras aves acuáticas (Chu et al. 2012). 

Desde su descubrimiento, las infecciones en humanos producidas por HAstV han sido 

reportadas en todo el mundo, principalmente en bebés y niños pequeños (Madeley y 

Cosgrove, 1975; Guix et al. 2002; Victoria et al. 2007; De Grazia et al. 2013), incluso se han 

postulado como la segunda causa más común de gastroenteritis infantil luego de la infección 

por rotavirus (Méndez y Arias, 2013). 

Recientemente, gracias a distintos estudios utilizando la metodología de metagenómica, 

se han descubierto nuevos AstV altamente divergentes, capaces de infectar distintas especies 

de animales, incluyendo al humano y posiblemente causando, en algunos casos, patologías 

distintas a la diarrea (Finkbeiner et al. 2008; Blomström et al. 2010; Quan et al. 2010; Holtz 

et al. 2011b; Li et al. 2013). 

 

1.2.2. Clasificación 

Los AstV pertenecen a la familia Astroviridae que fue creada en 1995 en el sexto 

reporte del Comité Internacional para la Taxonomía de los Virus (ICTV). Características 

distintivas de esta familia son la morfología del virión, la falta de un dominio de ARN-

helicasa codificado en el genoma y el uso de un mecanismo de frameshifting ribosomal 

para traducir la ARN polimerasa ARN dependiente (Jiang et al. 1993; Risco et al. 1995). 

Esta familia está dividida en dos géneros en función del tipo de hospedero: géneros 

Mamastrovirus y Avastrovirus, incluyendo partículas virales capaces de infectar mamíferos o 

aves, respectivamente (Méndez y Arias, 2013). Los HAstV eran clasificados únicamente en 

ocho genotipos hasta el 2008 cuando fueron descubiertos AstV emergentes capaces de 
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infectar a humanos, pero más relacionados genéticamente con AstV de ratas (HAstV MLB), 

ovejas y visones (HAstV HMO/VA) que con los HAstV clásicos (Finkbeiner et al. 2008; 

Finkbeiner et al. 2009a, c; Kapoor et al. 2009; Chu et al. 2010; Méndez y Arias, 2013). 

Actualmente, el género Mamastrovirus, incluye dos genogrupos (figura 1, tabla 1), GI 

y GII, que incluyen 19 especies virales. Ambos genogrupos incluyen virus de origen humano 

y animal. Los ocho genotipos clásicos de los HAstV  (HAstV-1 a HAstV-8) se encuentran 

agrupados dentro de la especie viral Mamastrovirus 1 del genogrupo 1 del género 

Mamastrovirus. Este genogrupo también incluye a la especie viral Mamastrovirus 6 (genotipo 

HAstV MLB-1). Por otro lado, los genotipos VA/HMO forman las especies virales 

Mamastrovirus 8 y 9, ambas dentro del genogrupo 2. El género Avastrovirus se divide en 

dos genogrupos, GI y GII, que incluyen 2 y 1 especies virales, respectivamente (Bosch et al. 

2010). 

Recientemente, Phan y colaboradores (2014) propusieron, la inclusión del vigésimo 

genotipo dentro del género Mamastrovirus debido a la detección de un nuevo y divergente 

AstV en un estudio de metagenómica de un caso inexplicado de diarrea humana.  

Aquellas cepas con una diferencia genética a nivel de la proteína de cápside que sea 

superior a 0,30 son consideradas de diferentes genotipos. Mientras que, en promedio, la 

distancia media aminoacídica (distancia p) entre dos géneros es de 0,83, las distancias 

medias dentro del género son de 0,72 y 0,64 para los mamastrovirus y avastrovirus, 

respectivamente (Bosch et al. 2014). 
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Figura 1. Esquema de clasificación de los astrovirus. 

Las flechas azules indican los distintos genotipos capaces de infectar a humanos. ANV: Virus 

de la Nefritis Aviar, TAstV: Astrovirus de Pavo, DAstV: Astrovirus de Pato, OAstV: Astrovirus 

Ovino, CslAstV: Astrovirus de León Marino Californiano, MAstV: Astrovirus de Visón, HAstV: 

Astrovirus Humano, RAstV: Astrovirus de Rata, PAstV: Astrovirus Porcino, BdAstV: Astrovirus 

de Delfín, CaAstV: Astrovirus Canino, FAstV: Astrovirus Felino, CcAstV: Astrovirus de Ciervo. 

Adaptado de Méndez y Arias (2013). 
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Tabla 1. Clasificación de la familia Astroviridae según el Comité Internacional de Taxonomía 

de los Virus (ICTV). 

 

ANV: Virus de la Nefritis Aviar, TAstV: Astrovirus de Pavo, DAstV: Astrovirus de Pato, OAstV: 

Astrovirus Ovino, CslAstV: Astrovirus de León Marino Californiano, MAstV: Astrovirus de Visón, 

HAstV: Astrovirus Humano, RAstV: Astrovirus de Rata, PAstV: Astrovirus Porcino, BdAstV: 

Astrovirus de Delfín, CaAstV: Astrovirus Canino, FAstV: Astrovirus Felino, CcAstV: Astrovirus 

de Ciervo. Adaptado de Méndez y Arias (2013). 

 

1.2.3. Estructura del genoma y sus proteínas 

Los AstV presentan un genoma de simple hebra de ARN de polaridad positiva, cuyo 

tamaño varía entre 6,17 kb en el caso de HAstV MLB-1 a 7,72 kb en el caso de DAstV-2, 

excluyendo la cola polyA en el extremo 3́ (Finkbeiner et al. 2008; Fu et al. 2009). El genoma 

viral incluye una región no traducible (UTR) en sus extremos 5́ y 3́ y tres marcos abiertos 
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de lectura (ORFs) de longitud variable dependiendo del aislado (figura 2a). Los ORF1a y 

ORF1b se ubican en ese orden a continuación de la región 5́ UTR y codifican proteínas no 

estructurales relacionadas con la transcripción y replicación del genoma viral. El ORF2 es el 

tercero a continuación de los anteriores y se encuentra en el extremo 3́ precediendo la 

región 3́ UTR. Este ORF codifica para la poliproteína estructural, la cual se expresa desde 

un ARN subgenómico y es la región más variable del genoma (Méndez y Arias, 2013). 

En los HAstV clásicos y en otros Mamastrovirus, se ha descripto un cuarto ORF, 

denominado ORFX, solapando el extremo 5́ del ORF2 en el marco de lectura +1. Este ORF 

podría ser traducido a través de un mecanismo de leaking scanning aunque su producto 

proteico no ha sido confirmado experimentalmente (Firth y Atkins, 2010). 

En el extremo 3́ del genoma de algunos AstV, se encuentra un elemento secundario 

altamente conservado denominado motivo stem-loop II. Particularmente está presente en los 

HAstV clásicos, en los VA/HMO, en los AstV de gato, oveja, cerdo y aviares, aunque está 

conservado parcialmente en el genoma de los HAstV MLB. Dicha estructura también se 

encuentra en el extremo 3́ de los genomas de algunos coronavirus, norovirus y rinovirus, 

indicando una fuerte selección evolutiva para su conservación. Si bien su función no ha 

sido determinada, se ha sugerido que podría proveer estabilidad para la estructura 

secundaria del ARN e interaccionar con proteínas virales y celulares durante la función de 

replicación del genoma (Monceyron et al. 1997; Jonassen et al. 1998; Wang et al. 2001; 

Robertson et al. 2005). 

Otra estructura importante en el genoma de los AstV, la constituye la Señal de Cambio 

de Marco para el Ribosoma (RFS). Dicha señal se encuentra en la región de solapamiento 
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del ORF1a con el ORF1b y es de cabal importancia para la traducción de la ARN polimerasa 

dependiente de ARN, codificada en el ORF1b (Jiang et al. 1993; Marczinke et al. 1994). 

Por otro lado, en la región de solapamiento del ORF1b y el ORF2 se encuentra una 

secuencia altamente conservada que podría ser parte del promotor para la síntesis del ARN 

subgenómico (Jonassen et al. 2003) la cual además ha sido identificada como un hot spot 

de recombinación (Walter et al. 2001; Strain et al. 2008; Wolfaardt et al. 2011). 

 

 

Figura 2. Organización del genoma y productos proteicos de astrovirus humano.  
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a) Organización del genoma y del ARN subgenómico, con los marcos abiertos de lectura 

(ORFs) representados como bloques. Las secuencias de nucleótidos representan secuencias 

altamente conservadas localizadas en la señal de cambio de marco del ribosoma (RFS) y 

previas al sitio de inicio de la transcripción del ARN subgenómico. b) Motivos característicos 

de los productos poliproteicos de HAstV. HEL: dominio putativo helicasa, TM: dominios 

transmembrana, CC: dominio coiled-coil, PRO: dominio proteasa, VPg: proteína de unión al 

genoma, HVR: región hipervariable, NLS: señal putativa de localización nuclear, RdRp: dominio 

de la ARN polimerasa dependiente de ARN. El ORF2 codifica la poliproteína estructural (VP90) 

el cual consiste de regiones conservadas (shell y dominio P1), una región variable que 

contiene el dominio P2 (espículas de la cápside) y una región C terminal ácida la cual es 

clivada por caspasas celulares resultando en VP70. Las partículas que contienen VP70 son 

clivadas adicionalmente por tripsina para originar las proteínas VP34, VP27 y VP25. Adaptada 

de Bosch y colaboradores (2014). 

 

El ORF1a codifica un polipéptido denominado proteína no estructural 1a (nsP1a) y 

contiene un dominio putativo de helicasa (HEL), varios dominios transmembrana (TM), dos 

dominios coiled-coil (CC), un dominio proteasa (PRO), un motivo VPg (proteína protectora 

del genoma) y un dominio hipervariable (HVR). Por otro lado, el ORF1b codifica la ARN 

polimerasa dependiente de ARN (Figura 2b). 

El ORF2 codifica para un polipéptido precursor de la proteína de cápside (Figura 2b), 

siendo el extremo N terminal de la proteína, más conservado que el C terminal y 

posiblemente el que interactúa con el ARN genómico del virus (Jonassen et al. 2001; Wang 

et al. 2001; Geigenmuller et al. 2002). Por otro lado, el extremo C terminal muestra una 
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variabilidad considerada, incluso a nivel de diferentes cepas que infectan una misma especie 

y está implicado en la formación de la espícula de la partícula viral (Krishna, 2005; Méndez 

y Arias, 2013). 

 

1.2.4. Estructura y ensamble del virión 

El virión de AstV es una partícula sin envoltura, de simetría icosahédrica con 5 ó 6 

proyecciones características en la superficie en forma de puntas, lo cual le otorga una 

forma de estrella en aproximadamente el 10% de los viriones (Bosch et al. 2014). 

Los virus eliminados en la materia fecal, presentan un diámetro de 28 a 30 nm, 

mientras que los virus generados en cultivo celular presentan un diámetro de 41 nm y 

espículas en su superficie (Risco et al. 1995). 

La poliproteína resultante de la traducción del ARN subgenómico (codificado por el 

ORF2), se denomina VP90 (de 90 kDa aproximadamente), y se ensambla para conformar 

inicialmente el virión, siendo luego procesada por caspasas celulares dando lugar a la 

proteína VP70 (figura 2b), de 70 kDa aproximadamente (Méndez et al. 2004). 

Los viriones con VP70 como proteína de cápside son aun inmaduros y requieren, al 

egresar de la célula, la acción de la tripsina para generar partículas altamente infecciosas 

con proteínas de cápside de 34, 27 y 25 kDa (VP34, VP27y VP25) (Méndez et al. 2002) 

(figura 3). Mientras que VP34 deriva de la región N terminal altamente conservada de la 

poliproteína y constituye la capa esférica de la cápside, VP27 y VP25 derivan del dominio 

C terminal variable (figura 2b) y forman las espículas diméricas (Krishna, 2005; Dong et al. 

2011). 



13 
 

 

Figura 3. Reconstrucción tridimensional de astrovirus humanos obtenida mediante 

criomicroscopía electrónica.  

Partículas de HAstV-8 y HAstV-1 purificadas mediante gradientes de cloruro de cesio, sin 

tratar (izquierda) y tratada (derecha) con tripsina. Se indica la composición proteica para 

cada partícula. Tomado de Méndez y Arias (2013). 

 

1.2.5. Ciclo replicativo 

Una vez que el virus ha ingresado a la célula y se ha decapsidado, las poliproteínas 

no estructurales (nsP1a y nsP1a1b) son traducidas desde el genoma viral. El clivaje de las 

mismas genera proteínas no estructurales relacionadas a la replicación del genoma, lo cual 

permite generar el ARN genómico y subgenómico, el cual traducido da lugar a la proteína 

de cápside. Una vez que se realiza la encapsidación y maduración del virión, el mismo es 

liberado de la célula (figura 4) (Bosch et al. 2014). 

Se desconoce cuál es el receptor principal que HAstV utiliza para ingresar a la célula 

hospedera. Diferentes cepas de HAstV muestran diferente tropismo celular en cultivo, por lo 
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que es probable que las interacciones iniciales con la célula hospedera sean diferentes 

(Brinker et al. 2000). Se ha sugerido que podría existir más de una molécula receptora o 

de unión, dentro de las cuales podríamos encontrar una molécula de naturaleza polisacárida 

(Dong et al. 2011). Incluso ha sido identificado un sitio putativo de unión al receptor, 

conservado en todos los serotipos de HAstV clásicos, el cual podría reconocer una molécula 

de este tipo. El mismo se encuentra en VP25, e involucra los residuos Lys455, Ser554, 

Thr575 y Glu610 (Méndez y Arias, 2013). Anticuerpos anti VP25 y VP27 neutralizan la 

infectividad viral, probablemente debido a que bloquean la unión del virus (Sánchez-Fauquier 

et al. 1994; Bass y Upadhyayula, 1997). 

Por otro lado, se ha confirmado que HAstV utiliza una vía de endocitosis mediada 

por clatrina como mecanismo de entrada a la célula. Esta entrada también depende de la 

acidificación y maduración de los endosomas, donde la decapsidación podría ocurrir (Méndez 

et al. 2014). 

La proteína VPg ha demostrado tener un rol importante en la infectividad viral, una 

vez que el ARN ha sido decapsidado. Cuando se logra remover mediante tratamiento 

proteolítico, la infección es improductiva, lo que indicaría un rol en el reclutamiento de 

factores celulares de inicio de la traducción, como ha sido descripto para calicivirus (Fuentes 

et al. 2012; Thorne y Goodfellow, 2014). La traducción del genoma viral genera las 

poliproteínas nsP1a1b y nsP1a, las cuales son clivadas por la proteasa serina viral (que se 

encuentra en nsP1a) y algunas proteasas celulares, originándose de esta manera las 

proteínas no estructurales individuales (Bosch et al. 2014). 
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El procesamiento proteolítico de la poliproteína nsP1a1b genera la proteína nsP1b 

(ARN polimerasa dependiente de ARN) y la proteína nsP1a, la cual es subsecuentemente 

clivada para generar varios productos (Bosch et al. 2014). 

Las proteínas estructurales son expresadas desde el ARN subgenómico, primero como 

una poliproteína de 90 kDa denominada VP90. La síntesis de dicha proteína es llevada a 

cabo en los mismos compartimientos celulares donde se forman los complejos de replicación 

(Méndez et al. 2007). 

Debido a que, tanto las proteínas no estructurales como el ARN viral han sido 

localizados conjuntamente en el retículo endoplásmico y que en nsP1a se ha predicho la 

existencia de una señal para la retención del retículo, se piensa que las membranas 

intracelulares derivadas del retículo endoplásmico podrían ser el sitio celular para la 

replicación del genoma de HAstV (Guix et al. 2004). 

Inicialmente, los complejos de VP90 ensamblan el virión inmaduro en asociación con 

membranas intracelulares mediante su extremo C terminal. Luego, varias caspasas celulares 

clivan a VP90, disociando así los viriones de las membranas, y generando cápsides virales 

compuestas por la proteína VP70 (Méndez et al. 2007; Banos-Lara y Méndez, 2010). El 

procesamiento de VP90 hacia VP70 es requerido para que el virus pueda salir de la célula 

y parecería que la liberación de las partículas formadas por VP70 ocurre sin lisis celular. 

Una vez en el exterior, los viriones maduran por acción de la tripsina, incrementando la 

infectividad de los mismos entre 3 a 5 órdenes de magnitud (Méndez et al. 2002, 2004). 

Sin embargo, se ha observado efecto citopático en células infectadas con cepas de AstV 

de pollo y cerdo, por lo que se presume que existe más de un mecanismo dentro de la 
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familia Astroviridae para egresar de la célula (Shimizu et al. 1990; Baxendale y Mebatsion, 

2004; Méndez y Arias, 2013) 

 

Figura 4. Replicación de astrovirus humano. Adaptado de Bosch y colaboradores (2014). 
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1.2.6. Patogénesis y manifestaciones clínicas  

Los HAstV son transmitidos mediante la ruta fecal-oral causando gastroenteritis 

principalmente en niños, por lo general menores de 2 años, aunque las personas 

inmunocomprometidas, así como los ancianos, también constituyen un grupo de riesgo alto 

de originar casos de gastroenteritis aguda (De Benedictis et al. 2011). 

Típicamente, el virus induce una diarrea acuosa leve de unos 2 a 3 días de duración 

que puede estar asociada a vómitos, fiebre, anorexia y dolor abdominal. El periodo de 

incubación promedio calculado para HAstV es de 4,5 días, el cual se sitúa por encima del 

de rotavirus y calicivirus (Lee et al. 2013; Bosch et al. 2014). Generalmente, la diarrea que 

causa HAstV es más leve que la causada por estos dos virus y se resuelve espontáneamente, 

aunque en algunos casos puede requerir hospitalización (Bosch et al. 2014).  

En niños altamente inmunocomprometidos, se ha demostrado que las infecciones por 

HAstV clásicos pueden diseminarse sistemáticamente y causar infecciones graves e incluso 

letales (Wunderli et al. 2011). 

La enfermedad en adultos puede ser transmitida por la exposición a AstV, mediante 

fómites, agua o alimentos contaminados (Abad et al. 2001; Belliot et al. 1997b), aunque 

también se ha evidenciado la transmisión de persona a persona (Midthun et al. 1993; De 

Benedictis et al. 2011).  

Se han reportado algunos casos de adultos sanos afectados por el virus (Belliot et 

al. 1997b; Pager y Steele, 2002), en los cuales además, al igual que para los niños, la 

infección puede darse de manera asintomática (Méndez-Toss et al. 2004). 

Los mamastrovirus afectan principalmente las células epiteliales del tracto intestinal. 

La infección involucra las células epiteliales maduras localizadas próximas a las puntas de 
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las vellosidades, haciéndose más extensa en el yeyuno que en el duodeno, pero no en el 

estómago (Sebire et al. 2004).  

 

1.2.7. Transmisión y Epidemiología  

Además de ser responsables de hasta un 20% de los casos de diarrea esporádica 

no bacteriana, los HAstV han demostrado una incidencia entre 0,5 y 15% en los brotes de 

diarrea (Kirkwood et al. 2005; Moser y Schultz-Cherry, 2005). 

Importantes brotes de HAstV han sido asociados al consumo de alimentos 

contaminados (Oishi et al. 1994; Iritani et al. 2014). La transmisión de HAstV mediante agua 

contaminada ha sido sugerida como un riesgo de morbilidad digestiva para la población en 

general (Gofti-Laroche et al. 2003) y HAstV ha sido detectado en el agua superficial en un 

área en la cual un brote de gastroenteritis ocurría continuamente (Pintó et al. 1996). 

Debido a que los tratamientos de agua residual, generalmente, no aseguran la 

completa remoción de los patógenos virales, cuando estas aguas son vertidas en el ambiente 

tanto el agua dulce, como la marina, o el agua subterránea, pueden contaminarse con 

HAstV (Pintó et al. 2001; Nadan et al. 2003; Le Cann et al. 2004; Morsy El-Senousy et al. 

2007). En dichas matrices acuáticas el virus ha demostrado gran estabilidad facilitando de 

esta manera su transmisión hídrica (Abad et al. 1997; Bosch et al. 1997). 

Existen alimentos, con una alta susceptibilidad a ser contaminados con HAstV, en 

etapas previas a la cosecha, como es el caso de moluscos bivalvos cultivados en aguas 

contaminadas y productos frescos regados con agua contaminada, tales como lechugas, 

cebollas de verdeo y otros vegetales, así como frutas del tipo frambuesas y frutillas (Le 

Guyader et al. 2000; Pintó y Bosch, 2008). Dichos productos, por lo general llevan poco, o 
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ningún procesamiento antes de su consumo y así actúan como vehículo en la transmisión 

de HAstV entre otros virus entéricos (Kurtz y Lee, 1987). 

También el uso de agua contaminada, con fines recreacionales, puede originar un 

brote de gastroenteritis por HAstV como lo señala el caso de un brote que afectó a niños 

y adultos usuarios de una piscina cuya agua contenía HAstV (Maunula et al. 2004). 

Las prácticas higiénicas inadecuadas por parte del personal gastronómico, son a 

menudo las responsables de la contaminación de productos tales como ensaladas y 

sándwiches, los cuales se consumen sin cocción o apenas cocidos. Dicho personal, muchas 

veces, presenta infecciones asintomáticas por HAstV y están implicados en brotes de 

gastroenteritis (Todd et al. 2007). 

Los fómites y superficies tienen un rol importante en la diseminación de HAstV a nivel 

de instituciones como hospitales, residenciales de adultos mayores, restaurantes, y guarderías 

ya que pueden contener altas concentraciones del virus (Cubitt, 1999; Abad et al. 2001; 

Gallimore et al. 2005). 

Generalmente las infecciones por HAstV afectan a niños menores de cinco años, 

siendo en niños entre cero y dos años, el rango de edades en la cual la infección es más 

frecuente (Bosch et al. 2014). 

Los HAstV presentan distribución mundial, siendo su incidencia media 11%, con 7% 

y 23% en áreas urbanas y rurales, respectivamente (Bosch et al. 2013). La incidencia es 

usualmente mayor en países en desarrollo (Basu et al. 2003; Kiulia et al. 2007; Reither et 

al. 2007). 

En las últimas décadas, se ha evidenciado una tendencia hacia la disminución en la 

incidencia de los HAstV clásicos, como se ha demostrado en países como Francia y Japón 
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y se ha especulado a partir de la alta seroprevalencia de algunas cepas de HAstV emergentes 

(VA1 y MLB-1), sobre la posibilidad de que estos estén reemplazando a los HAstV clásicos 

(Bosch et al. 2014).  

Si bien las infecciones por HAstV ocurren durante todo el año, en regiones templadas 

tienen una alta incidencia en los meses fríos, la cual desciende dramáticamente en los 

meses de calor (Bosch et al. 2014). Posiblemente la alta incidencia en los meses de invierno 

se deba a la mejor estabilidad del virus en bajas temperaturas (Abad et al. 1997, 2001). En 

áreas tropicales, la mayor incidencia de infecciones por HAstV clásicos tiende a ocurrir en 

los meses lluviosos (Cruz et al. 1992; Maldonado et al. 1998). 

 

1.2.8. Epidemiología molecular 

De forma general, el genotipo HAstV-1 es el predominante a nivel mundial, aunque 

existen algunas excepciones donde la predominancia es del HAstV-2 o del par HAstV-

1/HAstV-8 (Guerrero et al. 1998; Méndez-Toss et al. 2004; Méndez y Arias, 2013). 

Generalmente, con menor frecuencia que el HAstV-1 son detectados los genotipos HAstV-2, 

3, 4, 5 y ocasionalmente el HAstV-8, dependiendo de la región; mientras que los genotipos 

HAstV-6 y HAstV-7 son raramente detectados (Palombo y Bishop, 1996; Mustafa et al. 2000; 

Guix et al. 2002; Méndez-Toss et al. 2004; Gabbay et al. 2007a; Liu et al. 2008; De Grazia 

et al. 2011). 

Un estudio realizado en distintas regiones de India, mostró que  la mayoría de los 

HAstV que circulan en niños menores de 2 años de edad son virus recombinantes (Verma 

et al. 2010). A su vez, virus con la polimerasa y la proteína de cápside de distintos HAstV 

clásicos han sido hallados en diferentes poblaciones de Kenia (Wolfaardt et al. 2011). 
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Un estudio realizado en España mostró que la mayoría de las infecciones por HAstV-

1 y HAstV-3 ocurrían en niños menores de 2 años, mientras que las infecciones por HAstV-

4 ocurrían en niños mayores de 4 años. A partir de estos hallazgos se especuló con que 

la inexistencia de inmunidad heterotípica pudiera incidir de manera importante en la 

prevalencia de los HAstV clásicos (Guix et al. 2002). 

 

1.2.9. Evolución molecular 

La familia Astroviridae actualmente constituye una familia de virus emergentes y 

genéticamente diversos con una larga historia evolutiva y un amplio espectro de especies 

hospederas (van Hemert et al. 2007a). 

La reconstrucción de los eventos evolutivos dentro de la familia Astroviridae indica 

que la separación entre los linajes aviares y de mamíferos ocurrió hace 310 millones de 

años y fue seguida por procesos de divergencia dentro de los virus de mamíferos y de 

varias transmisiones entre especies (Lukashow y Goudsmith, 2002; van Hemert et al. 2007a, 

2007b). 

Mientras las infecciones inter especies han sido bien documentadas en aves de corral 

(Battisti et al. 2012; Bidin et al. 2012) y han sido sugeridas en mamíferos, especialmente en 

cerdos, gatos y humanos (van Hemert et al. 2007a; Ulloa y Gutiérrez, 2010; Lan et al. 2011; 

Xiao et al. 2013), aún se desconoce si los AstV de aves podrían ser capaces de infectar 

mamíferos y viceversa. 

Interesantemente y considerando los HAstV clásicos y emergentes, las distintas 

relaciones evolutivas entre los genotipos indican que han ocurrido varias introducciones de 

AstV en los humanos (Jiang et al. 2013). Como consecuencia, el potencial zoonótico de 
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estos virus es alto y futuras transmisiones de AstV no humanos hacia humanos 

probablemente ocurran. 

La tasa de evolución para el genoma de HAstV fue determinada por Babkin y 

colaboradores en 2012 y se correspondió con lo esperado para aquellos virus de ARN de 

simple hebra de sentido positivo aproximándose a 3,7E-3 sustituciones de nucleótidos por 

sitio por año y 2,8E-3 cambios sinónimos por sitio por año. 

La selección negativa (o purificadora) es la fuerza dominante entre los genes de HAstV 

y pocos sitios de codones, tales como los que codifican para los residuos ubicados en la 

región de la cápside viral que se expone al sistema inmune o aquellos relacionados en el 

reconocimiento celular, son los que muestran selección positiva y adaptación molecular 

durante la evolución (van Hemert et al. 2007b; Strain et al. 2008).  

Cuando se comparan las tasas evolutivas entre diferentes AstV, aquellas más elevadas 

así como una mayor acumulación de sustituciones sinónimas, especialmente en el ORF2, 

han sido descriptas en AstV de cerdos, ovejas, visones y pavos en comparación con AstV 

de humanos, gatos y pollos (van Hemert et al. 2007b). Por otro lado, las fuerzas evolutivas 

más importantes actuando específicamente sobre las posiciones sinónimas son las de 

composición nucleotídica, selección traduccional y uso diferencial de codones (van Hemert 

et al. 2007a).  

Por otra parte, la recombinación luego de una coinfección por diferentes virus en un 

mismo hospedero es otro de los mecanismos principales que han tenido un rol en la 

evolución de los HAstV y en la generación de cepas nuevas (Bosch et al. 2014). Se han 

encontrado recombinantes naturales tanto entre cepas del mismo genotipo como de distintos 

genotipos dentro de los HAstV clásicos (Walter et al. 2001; Pativada et al. 2011, 2013; 
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Wolfaardt et al. 2011; De Grazia et al. 2012; Martella et al. 2013). Además, se han sugerido 

eventos de recombinación que involucran cepas de HAstV clásicos y  de AstV de león 

marino (Rivera et al. 2010) o HAstV clásicos y AstV de cerdos (Ulloa y Gutiérrez, 2010). 

Estos resultados nos llevan al planteo de la hipótesis de un ancestro común o de un evento 

de transmisión zoonótica. 

La gran variedad de especies infectadas, la evidente diversidad genética y la ocurrencia 

de eventos de recombinación indican la transmisión entre especies y la subsecuente 

adaptación del virus a un nuevo hospedero y la co-infección de un mismo hospedero con 

diferentes AstV. 

Los ocho genotipos de los HAstV clásicos dentro de la especie Mamastrovirus 1 

comparten 63 a 84% de similitud a nivel de aminoácidos en la proteína de cápside, por 

otro lado para los Mamastrovirus 6, 8 y 9 (HAstV emergentes), la similitud varía entre 74 y 

90%, 78 y 79% y 75 y 77%, respectivamente, sugiriendo que probablemente muestren 

diferentes propiedades antigénicas (Bosch et al. 2014). Dentro de los HAstV clásicos, se han 

identificado distintos linajes dentro de algunos genotipos, definidos por un cutoff de similitud 

nucleotídica de 93 a 95% con la cepa de referencia (Medina et al. 2000; Walter et al. 2001; 

Guix et al. 2002; Jackab et al. 2003; Liu et al. 2008). Así, se ha definido la existencia de 

seis linages para HAstV-1, cuatro linages para HAstV-2, dos linages para HAstV-3 y tres 

linages para HAstV-4 y HAstV-8 (Colomba et al. 2006; Gabbay et al. 2007a, b; Liu et al. 

2008; De Grazia et al. 2011; Medici et al. 2012; Martella et al. 2013). 
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1.2.10. Prevención y Tratamiento 

Las infecciones de HAstV esencialmente pueden prevenirse mediante el control de las 

rutas de transmisión y controlando la enfermedad a nivel del paciente infectado. Es 

importante poder detectar el virus en el ambiente e inactivarlo tanto en agua de consumo 

como en alimentos así como desinfectar los fómites y superficies contaminadas (Bosch et 

al. 2014). 

Si bien la resistencia de los HAstV clásicos en agua potable es alta, los tratamientos 

de desinfección de 2 horas con 1 mg/L de cloro son efectivos (Abad et al. 1997). Existe 

evidencia que muestra una mayor resistencia al cloro por parte de HAstV-6 y HAstV-7 en 

comparación con los restantes genotipos clásicos (Morsy El-Senousy et al. 2007). 

Hasta el momento y a pesar que ha sido posible desarrollar virus like particles (VLPs) 

de HAstV en distintos sistemas (Dalton et al. 2003; Caballero et al. 2004), no se han 

desarrollado vacunas para el virus. Probablemente ello se deba al bajo impacto de la 

infección por HAstV en pacientes inmunocompetentes y a la necesidad de vacunas 

multivalentes para proteger al menos contra los genotipos más prevalentes, debido a la 

ausencia de protección heteróloga (Koopmans et al. 1998). 

La terapia más común utilizada en pacientes que sufren gastroenteritis grave consiste 

en rehidratación oral o intravenosa (Bosch et al. 2014). 
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1.2.11. Diagnóstico 

Inicialmente, los HAstV eran detectados en la rutina mediante microscopía electrónica 

de transmisión en muestras de materia fecal teñidas negativamente (Appleton y Higgins, 

1975; Madeley y Cosgrove, 1975; Cubitt et al. 1999). Además de las limitaciones de la 

técnica (laboriosa, consume mucho tiempo, brinda un diagnóstico subjetivo e involucra 

personal de mucha experiencia), solamente un 10% de las partículas muestran la 

característica estructura en forma de estrella y la sensibilidad de la microscopía electrónica 

requiere una concentración viral de 10⁷ partículas por gramo de materia (Glass et al. 1996). 

Actualmente, existen al menos dos inmunoensayos enzimáticos comerciales para la 

detección de HAstV clásicos a partir de materia fecal. Si bien la tipificación no es posible, 

son útiles para la rápida detección de los virus cuando se deben analizar grandes cantidades 

de muestras (Medina et al. 2000; Putzker et al. 2000; Rovida et al. 2013). 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa precedida de Transcripción Reversa (RT-PCR) 

ofrece umbrales de detección tan bajos como 10 a 100 copias genómicas por gramo de 

materia fecal, por lo cual los métodos convencionales de RT-PCR son ampliamente utilizados 

actualmente en muchos laboratorios tanto para realizar screening como para caracterizar 

el aislado (Glass et al. 1996). 

Un refinamiento adicional de las técnicas moleculares lo constituye la PCR en tiempo 

real, como técnica de detección y cuantificación a partir de la amplificación de los genomas 

virales presentes en la muestra. Esta técnica posee rapidez, alta sensibilidad y reducción 

del riesgo de contaminación en el diagnóstico de los HAstV (Le Cann et al. 2004; Royuela 

et al. 2006; Dai et al. 2010). 
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La utilización de la línea celuar CaCo-2 combinado con el pre-tratamiento del inóculo 

viral con tripsina constituye la técnica gold strandard para el aislamiento de HAstV clásicos 

a partir de muestras clínicas y ambientales (Willcocks et al. 1994; Brinker et al. 2000), y 

varios métodos de cultivo celular integrados a RT-PCR han sido descriptos (Grimm et al. 

2004). 

 

1.2.12. Presencia de HAstV en aguas ambientales 

Si bien la presencia de HAstV en distintas matrices acuáticas ha sido documentada 

ampliamente desde hace varios años, pocos estudios han caracterizado molecularmente las 

distintas cepas que circulan en el ambiente (Nadan et al. 2003; Meleg et al. 2006; Rodríguez-

Díaz et al. 2009; Aw y Gin, 2010, 2011; Fumian et al. 2013; Zhou et al. 2014). 

En tal sentido, Nadan y colaboradores (2003) reportaron en aguas residuales y 

superficiales de Sudáfrica la presencia de todos los genotipos clásicos de HAstV, con 

excepción del HAstV-6, siendo predominante el HAstV-1, seguido en igual medida por HAstV-

2, 3 y 7. 

En Hungría, Meleg y colaboradores (2006) realizaron un estudio en el cual detectaron 

y caracterizaron molecularmente los HAstV presentes en los afluentes de 22 PTAR reportando 

la presencia del genotipo HAstV-1 (diez muestras) y el HAstV-2 (una muestra). 

 En Singapur, Aw y Gin en 2010, detectaron HAstV en el 100% de las muestras 

colectadas de manera mensual en tres PTAR en un monitoreo de afluentes y efluentes con 

tratamiento secundario. El genotipo HAstV-1 mostró ser predominante, aunque también fueron 
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detectados los genotipos HAstV-2 y HAstV-8. Estos mismos investigadores analizaron la 

presencia de HAstV en muestras de agua superficial de un río y un canal de la ciudad de 

Singapur, reportando una frecuencia del 50% con respecto al total de 80 muestras 

analizadas y detectando la presencia de los genotipos HAstV-1, HAstV-2, HAstV-4, HAstV-6 

y HAstV-8, siendo el primero, el prevalente (Aw y Gin, 2011). 

Recientemente, un estudio realizado en China, con muestras de afluentes en dos PTAR 

demostró la circulación de los genotipos HAstV-1, HAstV-5, HAstV-2 y HAstV-4, con 

prevalencia del primero, seguido por el segundo, y con apenas un caso para los genotipos 

HAstV-2 y HAstV-4 (Zhou et al. 2014). 

En la región de América Latina y el Caribe han sido realizados pocos estudios que 

determinan la diseminación de los HAstV en el ambiente, en particular en matrices acuáticas. 

La información disponible proviene principalmente de los trabajos realizados en Brasil por 

Miagosotovich y colaboradores (2008) y por Guimaraes y colaboradores (2008), quienes 

detectaron HAstV en muestras de aguas superficiales de la red hidrográfica que rodea la 

ciudad de Manaus (norte brasilero) y durante un monitoreo anual en afluentes y efluentes 

de una PTAR en la ciudad de Río de Janeiro. También en Brasil, Fumian y colaboradores 

(2013) detectaron y caracterizaron los HAstV presentes en las muestras de afluente de una 

PTAR también en Río de Janeiro, resultando todas las muestras pertenecientes al genotipo 

HAstV-1. En Venezuela, Rodríguez-Díaz y colaboradores (2009) hallaron un alto porcentaje 

de positividad en muestras provenientes de aguas residuales domésticas y de un río 

altamente contaminado por éstas en la ciudad de Caracas, reportando la circulación 

exclusiva del genotipo HAstV-8.  
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Hasta el momento, no se conoce en nuestro país el rol que juegan los Astrovirus 

humanos en la generación de casos de gastroenteritis a nivel clínico. Un estudio piloto 

realizado por nuestro grupo en el marco de un proyecto financiado por la Comisión Sectorial 

de Investigación Científica (CSIC) junto al grupo de la Sección Virología de la Facultad de 

Ciencias y con la coparticipación de OSE permitió la detección de astrovirus humanos 

clásicos en un monitoreo realizado en las PTAR de Melo y Treinta y Tres (Lizasoain, 2012). 

Estos resultados preliminares nos llevaron a considerar la posibilidad de que dicho virus 

circulara ampliamente en nuestro país en diferentes regiones. Para conocer y caracterizar 

los astrovirus, nos planteamos estudiar la presencia del virus, mediante un abordaje de 

virología ambiental, en aguas residuales cruda y tratada en dos regiones del país (este y 

oeste). 
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2. RELEVANCIA 

Este estudio realiza un aporte sustancial al monitoreo ambiental del recurso acuático 

al constatar la ocurrencia frecuente de HAstV en las aguas residuales de dos regiones en 

nuestro territorio nacional, constituyendo el primer monitoreo de este virus en matrices 

ambientales uruguayas, lo cual además reviste importancia por la carencia de datos 

existentes sobre la prevalencia de este patógeno en los casos de gastroenteritis en la 

población de nuestro país. 

Además, en este estudio, se analiza el proceso de tratamiento terciario con 

desinfección mediante luz UV de aguas residuales a través del análisis de la remoción de 

HAstV en dos PTAR, señalando un importante beneficio para el ambiente y la salud humana 

al generar efluentes con bajas frecuencias y concentraciones de HAstV en la mayoría de 

los casos. En tal sentido, se sugiere la necesidad urgente de tratamiento de aguas residuales 

en las ciudades que vierten las mismas directamente a los recursos hídricos con el fin de 

disminuir el riesgo existente de infecciones por HAstV así como también por otros virus 

entéricos por parte de la población que entra en contacto con esta matriz ya sea con fines 

deportivos, recreacionales o de consumo, entre otros. 

También se realiza una caracterización molecular mediante el análisis filogenético de 

las distintas cepas detectadas, estableciendo una línea de base con respecto al conocimiento 

de los genotipos y linajes que circulan en el agua residual uruguaya como aporte significativo 

a la epidemiología molecular del virus en aguas ambientales tanto en la región como en el 

mundo. En tal sentido, se reporta por primera vez, la presencia en el ambiente de una cepa 

de un genotipo emergente de HAstV (MLB-1) y se propone a partir del análisis filogenético 
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la clasificación en linajes a partir del grado de divergencia encontrado entre las mismas. 

Adicionalmente, se calcula por primera vez la tasa de evolución de este genotipo y se datan 

los ancestros en común que tuvieron las cepas circulantes actualmente dentro de este 

genotipo. También se reporta por primera vez, la circulación de cepas de AstV de origen 

canino en el agua residual y se debate acerca de la importancia de profundizar en el 

estudio del potencial zoonótico de las mismas. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio pretenden ser utilizados como 

fundamento científico para avanzar en materia de legislación ambiental, diseño e 

implementación de sistemas eficaces de monitoreo de calidad de agua, así como también 

para optimizar la gestión de los recursos hídricos con la finalidad de mitigar el impacto 

humano sobre la calidad del agua. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

 Demonstrar la circulación de astrovirus en Uruguay utilizando un abordaje ambiental 

de detección, cuantificación y caracterización molecular de los virus presentes en 

aguas residuales y monitorear su presencia durante el proceso de tratamiento de 

este tipo de aguas. 

3.2. Objetivos específicos 

 Monitorear la presencia de astrovirus humanos clásicos por PCR cualitativa en las 

aguas residuales tratadas y no tratadas en las ciudades de Bella Unión, Salto, 

Paysandú y Fray Bentos y en dos PTAR de las ciudades de Melo y Treinta y Tres. 

 Cuantificar los astrovirus humanos clásicos presentes en el monitoreo de las aguas 

residuales por PCR en tiempo real. 

 Estudiar la dinámica de los astrovirus humanos clásicos durante el proceso de 

tratamiento de las aguas residuales en las PTAR de Melo y Treinta y Tres. 

 Monitorear los astrovirus emergentes por PCR cualitativa en las PTAR de las ciudades 

de Melo y Treinta y Tres. 

 Realizar la caracterización molecular de los astrovirus detectados en las aguas 

residuales de Uruguay. 

 Determinar los patrones temporales y geográficos de los astrovirus humanos clásicos 

detectados en el monitoreo. 

 Determinar la tasa de evolución de MLB-1 y la edad del ancestro común más reciente 

para dicho genotipo y para cada linaje propuesto. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Diseño y caracterización de la colecta de muestras 

Este estudio está basado en el muestreo de aguas residuales en dos regiones del 

país (región oeste y este), las cuales presentan, además de diferencias demográficas y 

económicas, estrategias de saneamiento distintas en lo relacionado al tratamiento del agua 

residual doméstica (Figura 5). 

En la región oeste, se realizó un monitoreo de agua residual con colectas en las 

ciudades de Bella Unión, Salto, Paysandú y Fray Bentos. Dichas ciudades están localizadas 

en la margen del Río Uruguay, el cual conforma una amplia cuenca hidrográfica y constituye 

un importante modelo geográfico para el estudio del impacto de la actividad humana y de 

la contaminación viral del agua superficial. El río Uruguay recorre una distancia de 

aproximadamente 1.838 kilómetros de los cuales 1.262 pertenecen a Brasil y corresponden 

al tramo entre su naciente y la confluencia con el río Quaraí. Los restantes 576 kilómetros 

constituyen el límite entre Uruguay y Argentina. 

Las cuatro ciudades localizadas en la región oeste forman un recorrido hidrográfico 

de unos 330 kilómetros desde Bella Unión hasta Fray Bentos, un 75% de la longitud del 

Río Uruguay en territorio uruguayo. Con la excepción de Bella Unión, donde las aguas 

residuales reciben un tratamiento mediante laguna de decantación antes de ser vertidas en 

el Río Uruguay, las restantes tres ciudades utilizan este río como vertedero de agua residual, 

sin que exista tratamiento alguno para las mismas. 



33 
 

En dicha región, se colectaron 42 ml de agua residual directamente desde los caños 

emisores en cada ciudad, de manera quincenal en el período comprendido entre Marzo de 

2011 a Febrero de 2012. En Bella Unión, la colecta fue realizada en el efluente de la laguna 

de decantación. 

Por otro lado, en la región este, el muestreo se focalizó en las ciudades de Melo y 

Treinta y Tres. Dichas ciudades, a diferencia de las anteriores, cuentan con Plantas de 

Tratamiento de Agua Residual (PTAR), las cuales depuran las aguas residuales domésticas 

mediante un tratamiento terciario con un proceso final de desinfección de efluentes con 

radiación ultravioleta. Dichos efluentes depurados son vertidos en cuerpos naturales de agua. 

En ambas PTAR, fueron colectadas muestras de agua residual cruda (afluente), de efluente 

con tratamiento terciario previo a la desinfección con UV (efluente pre UV)  y de efluente 

con tratamiento terciario sometido a radiación UV (efluente post UV). Las colectas se 

realizaron bimensualmente desde setiembre de 2011 hasta abril de 2013. En cada PTAR, el 

muestreo de los tres puntos se realizó el mismo día, colectando 42 ml de muestra en cada 

caso, siendo la muestra de afluente, una colecta compuesta de muestreo. Todas las muestras 

fueron preservadas a -20 °C hasta el momento de su análisis. 
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Figura 5. Localización de las ciudades uruguayas donde se colectaron las muestras de agua 

residual. 

En las ciudades de Bella Unión (1), Salto (2), Paysandú (3) y Fray Bentos (4) las aguas 

residuales domésticas son vertidas directamente al Río Uruguay mediante emisarios. En las 

ciudades de Melo (5) y Treinta y Tres (6) las aguas residuales domésticas son depuradas 

en Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales, las cuales realizan un tratamiento terciario 

con un proceso de desinfección final de efluentes con luz ultravioleta. 

 

4.2. Concentración viral 

La concentración viral en las muestras de agua residual se realizó mediante la técnica 

de ultracentrifugación siguiendo el protocolo de Pina y colaboradores (1998), con 

modificaciones (Fumian et al. 2010). 42 mL de muestra fueron centrifugados a 100.000 xg 

por una hora a 4 °C. El pellet fue eluído en 3,5 mL de tampón glicina 0,25 N (pH 9,5) y 

fue incubado en hielo por 30 minutos con agitación cada 5 minutos. Posteriormente, fueron 
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adicionados 3,5 mL de PBS 2X (pH 7,2) y se centrifugó a 12.000 xg por 15 minutos. Luego, 

el sobrenadante fue centrifugado a 100.000 xg por 1 hora a 4 °C. Finalmente, el pellet fue 

resuspendido en 200 μL de PBS 1X y fue almacenado a -70 °C hasta su posterior análisis. 

 

4.3. Control interno 

Previo a la concentración viral, todas las muestras fueron inoculadas con 500 μL de 

una suspensión de cultivo conteniendo el fago PP7, utilizado como un control interno del 

proceso de concentración. Dicho fago fue cedido por la Dra. Verónica Rajal, de la Universidad 

Nacional de Salta, Argentina y fue cuantificado en el Laboratorio de Virología Comparada y 

Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) de Río de Janeiro Brasil, resultando en 

1x10⁸ copias genómicas por mililitro. 

 

4.4. Extracción del ácido nucleico y síntesis del ADN copia (ADNc) 

200 µl de PBS 1X fueron adicionados al mismo volumen de muestra concentrada  

para obtener un volumen final de 400 µl con el fin de realizar la extracción de ácidos 

nucleicos mediante el método de guanidina/sílica descripto por Boom y colaboradores 

(1990). La transcripción reversa del ARN viral se realizó con cebadores randómicos 

hexaméricos (SBS Genetech Co. Ltd., Shangai-China) y con la transcriptasa reversa 

SuperScript™ II (Invitrogen™, Estados Unidos) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

En todos los procedimientos (extracción del ácido nucleico, síntesis del ADNc y PCRs), agua 

libre de ARNasas y ADNasas fue utilizada como control negativo.   
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4.5. Detección del control interno (fago PP7) 

Para la detección del control interno, se realizó una PCR cualitativa en un volumen 

final de 25 µl conteniendo una concentración final de 0,4 µM de los cebadores 247f y 320r, 

20 mM de Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,6 mM MgCl₂, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de ADN 

Taq Polimerasa (Invitrogen™, Estados Unidos) y 5 µl de ADNc. La amplificación fue realizada 

con 40 ciclos (94 °C por 30 seg., 60 °C por 60 seg.  y 72 °C por 30 seg.) con un paso de 

extensión final a 72 °C durante 10 minutos (Rajal et al. 2007). 

 

4.6. Detección por RT-PCR de HAstV clásicos 

La detección de los HAstV clásicos mediante RT-PCR cualitativa se realizó con los 

cebadores Mon269 y Mon270 (región del ORF2) con los mismos reactivos y concentraciones 

descriptos para la PCR de detección de PP7. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 

40 ciclos de 94 °C por 30 seg., 50 °C por 30 seg. y 72 °C por 60 seg.; con una extensión 

final de 10 minutos a 72 °C (Noel et al. 1995). 

Como control positivo se utilizó una suspensión fecal al 10% de un caso de diarrea 

infantil previamente caracterizado como HAstV-1 (número de acceso en GenBank: JQ796912). 
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4.7. Detección de HAstV emergentes por RT-PCR 

La detección de los HAstV emergentes mediante RT-PCR cualitativa se realizó con los 

cebadores SF0073 y SF0076 (región del ORF1b) en un volumen final de 25 µl conteniendo 

una concentración final de 0,5 µM de dichos cebadores, 1,6 mM de MgCl₂, 0,2 mM de cada 

dNTP, 1,5 U de ADN Taq Polimerasa (Invitrogen™) y 5 µl de ADNc (Finkbeiner et al. 2009b). 

La amplificación fue realizada con 40 ciclos (94 °C por 30 seg., 53 °C por 30 seg., 72 °C 

por 50 seg.) con un paso de extensión final a 72 °C durante 10 minutos. 

 

4.8. Detección de HAstV MLB-1 mediante RT-PCR 

Los casos positivos resultantes de la PCR que utiliza los cebadores SF0073 y SF0076 

que fueron caracterizados como MLB-1 mediante análisis filogenético del segmento del 

ORF1b, fueron sometidos a una One Step RT-PCR con los cebadores SF0053 y SF0061 cuyo 

blanco de amplificación es un segmento de 402 pb del ORF2, para lo cual se utilizó el 

sistema SuperScript® III One-Step RT-PCR (InvitrogenTM, Estados Unidos) (Finkbeiner et al. 

2009b). 

 

4.9. Cuantificación de HAstV clásicos mediante PCR en tiempo real 

Las muestras positivas por RT-PCR de HAstV clásicos fueron cuantificadas utilizando 

la técnica de PCR en Tiempo Real con tecnología TaqMan®. Se utilizó el kit SensiMixTMII 

Probe ‖ (BIOLINE Reagents Ltd, Inglaterra) siguiendo las indicaciones del fabricante, y el 

termociclador Rotor Gene Q ‖ (Qiagen®, Alemania). 5 μl de ADNc fueron añadidos al mix de 
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PCR para lograr un volumen final de 25 µl, el cual contenía los siguientes reactivos con las 

correspondientes concentraciones finales: 2X SensiMix™II Probe  (1X), los cebadores AstVF 

y AstVR (0,8 µM) y la sonda TaqMan® marcada con el fluoróforo FAM (0,4 µM). Para cada 

reacción se adicionó el volumen de agua estéril libre de nucleasas (AMRESCO®, Estados 

Unidos) necesario para llevar la reacción a un volumen final de 25 μl (Dai et al. 2010). En 

cada caso, la fluorescencia se midió en cada paso de elongación y el Ct fue calculado 

determinando el punto al cual la fluorescencia excede el límite umbral. La amplificación fue 

realizada con 40 ciclos (95 °C por 15 seg. y 55 °C por 60 seg.), precedidos de un paso 

inicial de desnaturalización inicial a 95 °C por 10 minutos. Los cebadores AstVF y AstVR 

amplifican una región de 76 pb del ORF1b del genoma de los HAstV clásicos. 

 

4.10. Electroforesis y visualización de los productos de PCR 

Los productos de las PCR cualitativas se analizaron mediante electroforesis en geles 

de agarosa. Las electroforesis se realizaron con las siguientes condiciones: 100 volts por 

80 minutos, con una concentración del gel de agarosa al 3% en Buffer TAE 1X. Para la 

visualización de los productos de PCR, fue utilizado el agente intercalante de ácidos 

nucleicos GoodView™ Nucleic Acid Stain ‖ (SBS Genetech Co., Ltd. China), el cual fue 

incorporado en el gel antes de su solidificación. Dos μl de 5x DNA Loadding Buffer blue ‖ 

(BIOLINE Reagents, Ltd, Inglaterra) fueron adicionados a 10 μl de producto de PCR. En cada 

corrida electroforética fue utilizado un marcador de peso molecular de 100 pb y de 50 pb 

(BIOLINE Reagents, Ltd, Inglaterra) para auxiliar en la identificación del tamaño de las bandas 

esperadas para cada una de las reacciones de PCR. Los geles fueron visualizados en 
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transiluminador de luz UV (Cleaver Scientific Ltd., Inglaterra) y la fotografía fue registrada 

mediante el sistema de captura de imagen FOTODYNE Incorporated FOTO/Analyst® Express 

(Fotodyne Incorporated, Estados Unidos). 

 

4.11. Purificación y secuenciación de los productos de PCR 

Las purificaciones de los productos de PCR fueron realizadas utilizando el kit comercial 

AxyPrep™ PCR Cleanup Kit (AXYGEN®, Estados Unidos). El kit AxyPrep™ DNA Gel Extraction 

(AXYGEN®, Estados Unidos) fue utilizado para purificar las bandas del tamaño esperado 

directamente del gel de agarosa cuando además del amplicón esperado también se 

observaron bandas inespecíficas. En ambas ocasiones se siguieron las recomendaciones del 

fabricante. Los productos de PCR purificados fueron enviados al Servicio de Secuenciación 

de la Unidad de Biología Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo para la obtención 

de su secuencia de ADN. Se secuenció en ambos sentidos utilizando el kit BigDye® Terminator 

Cycle Sequencing (Life Technologies™, Estados Unidos) y el secuenciador automático 

ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem™, Estados Unidos). 

 

4.12. Análisis Bioinformático de las secuencias de ADN de Astrovirus 

4.12.1. Edición, alineamiento de secuencias y construcción de matrices de identidad 

El programa SeqMan™ (DNAStar Incorporated) fue utilizado para ensamblar y editar 

las secuencias nucleotídicas obtenidas en este estudio. Las secuencias de las cepas prototipo 

de los diferentes genotipos y otras provenientes de diferentes países de la región y del 

mundo fueron obtenidas de la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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y alineadas con las secuencias obtenidas en este estudio mediante la herramienta Clustal 

W en el programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013). 

Distintas matrices de identidad nucleotídica/aminoacídica fueron realizadas a partir 

de los diferentes alineamientos realizados utilizando el programa BioEdit versión 7.2.5 (Hall 

1999). 

 

4.12.2. Análisis filogenéticos y de coalescencia 

Las distintas reconstrucciones filogenéticas fueron realizadas calculando la distancia 

genética mediante el modelo de sustitución nucleotídica de Kimura 2-parámetros, utilizando 

el método de Neighbor-Joining con Bootstrap de 1.000 réplicas en el programa MEGA 6.0 

(Tamura et al. 2013). 

Para realizar el estudio de coalescencia del genotipo MLB-1 fueron seleccionadas 

desde la base de datos de GenBank la totalidad de secuencias disponibles parciales del 

ORF2 del genoma de MLB-1 que estuvieran asociadas a una publicación en una revista 

científica arbitrada, a las cuales se les añadió la secuencia parcial de ORF2 generada en 

este estudio a partir de una cepa uruguaya, totalizando 29 secuencias nucleotídicas de 

distintos países del mundo (Estados Unidos, Italia, Egipto, India, Bután, China, Australia y 

Uruguay) las cuales fueron datadas a partir de la información disponible en la base de 

datos o los artículos. En el anexo 1 se observan los números de acceso a GenBank, el país 

de origen y el año en que circuló cada cepa cuya secuencia fue utilizada en este análisis. 

Previo al análisis de coalescencia, la herramienta GARD (Genetic Algorithms for 

Recombination Detection) disponible en la web www.Datamonkey.org fue utilizada para 

detectar posibles puntos de recombinación en las secuencias del alineamiento.  

http://www.datamonkey.org/
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El programa Beauti del paquete Beast v 1.8.0 fue utilizado para preparar los datos 

para el análisis de coalescencia (Drummond et al. 2012). El modelo de reloj molecular 

utilizado fue el relajado lognormal no correlacionado y el modelo de sustitución nucleotídica 

que mejor se ajustaba a nuestro conjunto de secuencias fue determinado previamente con 

la herramienta FindModel de la Base de Datos de HIV de Los Álamos 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html) resultando en el 

modelo de Tamura Nei 93 + gamma (Ho et al. 2005; Drummond et al. 2006). 

Se realizó el análisis utilizando como datos previos de árboles coalescentes el modelo 

de tamaño constante, el de crecimiento logístico, el de crecimiento expansional, el de 

crecimiento exponencial y el modelo bayesiano de skyline. En cada caso, se estimó la tasa 

de evolución tomando valores en una distribución uniforme entre 0 y 1 con un valor inicial 

de 1,0E-03 sustituciones por sitio por año. 

Se realizó un muestreo Monte Carlo vía Cadenas de Markov (MCMC) de 1x10⁸ 

generaciones. Cada combinación de datos fue corrida en el programa Beast v 1.8.0 y los 

resultados fueron luego visualizados con el programa Tracer v 1.5 descartando como 

calentamiento el 10% inicial de la corrida. Los valores del número efectivo de muestreo 

(ESS) fueron chequeados a fin de evaluar la convergencia del análisis, aceptando solamente 

valores mayores a 200 para todos los parámetros. El cálculo de Factor de Bayes fue 

realizado en el programa Tracer v 1.5 para decidir qué modelo contaba con un soporte 

más fuerte. La incertidumbre estadística de los datos se expresó mediante valores de 95% 

HPD (Highest Probability Density). Los árboles generados en cada corrida fueron anotados 

con el programa TreeAnnotator v 1.8.0 y luego visualizados y editados con el programa 

FigTree v 1.4.2. 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html
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5. RESULTADOS 

5.1. Monitoreo y cuantificación de HAstV clásicos en las ciudades localizadas en la región 

oeste de Uruguay 

Fueron colectadas un total de 96 muestras de agua residual (24 muestras en cada 

ciudad citada anteriormente) para las cuales la amplificación del control interno (fago PP7) 

arrojó resultados positivos en todos los casos (anexo 2).  

Del total de muestras, 45% (43/96) fue positivo para HAstV clásicos por RT-PCR. La 

ciudad de Salto presentó una positividad de 63% (15/24), seguida por Fray Bentos con un 

46% (11/24), Bella Unión con un 42% (10/24) y Paysandú con 29% (7/24).  

De las 43 muestras positivas para HAstV clásicos, 39 (91%) pudieron ser cuantificadas. 

Los valores mínimos y máximos de concentración de HAstV clásicos en las aguas residuales 

corresponden a 3,2E+03 y 2,0E+05 en Bella Unión, a 1,6E+04 y 1,4E+06 en Salto, a 1,5E+04 

y 5,3E+05 en Paysandú y a 3,7E+03 y 3,2E+06 en Fray Bentos, respectivamente, siendo 

dichos valores expresados en copias genómicas por litro (figura 6). 
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Figura 6. Carga viral de astrovirus humanos clásicos en aguas residuales vertidas al Río 

Uruguay en la región oeste de Uruguay. 

En la figura se observa la carga viral en las ciudades de Bella Unión, Salto, Paysandú y 

Fray Bentos expresada en las ordenadas como el Log₁₀ de las copias genómicas del virus 

por litro de agua residual. El valor de cada mes es el promedio de los dos valores obtenidos 

en ese mes. nc: muestra positiva no cuantificada. 

 

5.2. Monitoreo y cuantificación de HAstV clásicos en las PTAR de Melo y Treinta y Tres 

Fueron colectadas un total de 27 muestras en la PTAR de Melo siendo 10 de afluente, 

nueve de efluente Pre UV y ocho de efluente Post UV. En la PTAR de Treinta y Tres se 

colectaron 30 muestras (10 para cada punto). La amplificación del control interno (fago 

PP7) arrojó resultados positivos en todos los casos (anexo 2). 

Considerando los afluentes de Melo, el 60% (6/10) fue positivo para HAstV clásicos 

y en Treinta y Tres el 80% (8/10). Al considerar los efluentes pre UV, la positividad fue del 

33% (3/9) en Melo y del 20% (2/10) en Treinta y Tres. La positividad en efluentes post 
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UV fue del 20% (2/10) en Treinta y Tres y no hubo detección de HAstV clásicos en las 

muestras de efluentes post UV de Melo (tabla 2). 

 

Tabla 2. Resultados del monitoreo cualitativo para la detección de astrovirus humanos 

clásicos en las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de Melo y Treinta y Tres en el 

periodo Setiembre 2011 – Abril 2013. 

 

A: muestra de afluente, B: muestra de efluente con tratamiento terciario previo a la 

desinfección con luz ultravioleta, C: muestra de efluente con tratamiento terciario posterior 

a la desinfección con luz ultavioleta, +: muestra positiva, -: muestra negativa, 0: muestra no 

colectada, PTAR: Planta de Tratamiento de Agua Residual. 

 

De las 14 muestras positivas en afluentes en ambas PTAR, fue posible cuantificar 12 

de ellas, las cuales presentaron valores de concentración entre 1,7E+04 a 2,9E+07 y 5,0E+04 

a 7,6E+07 copias genómicas por litro en las PTAR de Melo y Treinta y Tres, respectivamente.  

De las cinco muestras positivas de efluentes pre UV en ambas PTAR se cuantificaron 

tres de ellas, tomando valores de 3,0E+04 copias genómicas por litro en Melo y de 2,0E+5 

y 3,8E+05 copias genómicas por litro en Treinta y Tres. 

Finalmente, las dos muestras positivas de efluentes post UV de la PTAR de Treinta y 

Tres tomaron valores de 3,8E+05 y 5,7E+05 copias genómicas por litro. 
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5.3. Dinámica de los HAstV clásicos durante el proceso de tratamiento de las aguas 

residuales en las PTAR de Melo y Treinta y Tres 

 Para el estudio de la dinámica de los HAstV en las PTAR fueron excluidos aquellos 

muestreos realizados de manera incompleta en Melo con la finalidad de preservar la 

equivalencia entre el número de afluentes y efluentes. Por lo tanto en Melo fueron 

considerados siete de los 10 muestreos realizados. 

 En la PTAR de Melo, fue posible cuantificar mediante PCR en tiempo real tres de 

los cuatro afluentes positivos detectados por PCR convencional, promediando una carga 

viral de 1,3E+07 copias genómicas por litro de agua residual. También fue posible cuantificar 

uno de dos casos positivos de efluente previo al tratamiento con UV resultando en un valor 

de 3,0E+04 copias genómicas por litro de agua residual. HAstV no fue detectado en las 

muestras de efluente posterior al UV (tabla 3). 

 En la PTAR de Treinta y Tres, fueron cuantificados la totalidad de los casos positivos 

en las muestras de afluente (n=8), efluente previo al tratamiento con UV (n=2) y efluente 

posterior al tratamiento con UV (n=2) resultando en valores promedios de carga viral 

expresada en copias genómicas por litro de agua residual de 1,4E+07, 2,9E+05 y 4,8E+05, 

respectivamente (tabla 3). 

 Para conocer la capacidad de cada PTAR en la remoción de los HAstV clásicos se 

estudió la variación en el número de casos positivos y de la carga viral promedio de los 

mismos en función de las tres etapas del proceso de remoción en las cuales se muestreó: 

el afluente, el efluente previo al tratamiento con UV y el efluente posterior al tratamiento 

con UV. Para ello, los valores de carga viral promedio fueron expresados en Log₁₀ y 
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graficados para cada etapa en cada PTAR, al igual que el número de casos positivos 

detectados por PCR convencional expresados como porcentaje de positividad (figura 7). 

 

Tabla 3. Distribución de astrovirus humanos clásicos en cada una de las etapas del 

tratamiento realizado en las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de Melo y Treinta 

y Tres. 

 

Los valores de carga viral están expresados como copias genómicas por litro. PTAR: Planta 

de Tratamiento de Agua Residual. UV: ultravioleta. 

 

 En la PTAR de Melo, la positividad en afluentes de 60% descendió al 30% luego 

de que las muestras fueran sometidas al tratamiento terciario y al final del proceso, luego 

de ser desinfectadas con luz UV, la positividad fue nula (figura 7). La carga viral promedio 

en el efluente pre UV fue de tres órdenes inferior con respecto a la inicial y finalmente en 

el efluente post UV descendió cuatro órdenes más, resultando en una carga viral nula 

(figura 7). 

 En la PTAR de Treinta y Tres, la positividad inicial en afluentes del 80% descendió 

al 20% debido al tratamiento terciario, valor que se mantuvo aún luego de tratar las 

muestras con luz ultravioleta. En este caso, la carga viral promedio luego del tratamiento 

terciario (efluente pre UV) y luego del tratamiento con luz UV fue de dos órdenes de 

magnitud inferior con respecto a la inicial, por lo que al final del proceso, no todos los 
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HAstV fueron removidos en su totalidad y persistieron con una carga viral promedio de 

4,8E+05 copias genómicas por litro (figura 7). 

 

 

Figura 7. Distribución de astrovirus humanos clásicos en las Plantas de Tratamiento de 

Aguas Residuales de Melo y Treinta y Tres. 

En el gráfico de la izquierda se observa el porcentaje de positividad con respecto al número 

de muestras colectadas en cada etapa del proceso de tratamiento del agua residual en 

ambas Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR). En el gráfico de la derecha se 

muestra el Log10 de la carga viral promedio para cada etapa del proceso de tratamiento 

del agua residual en cada PTAR.  

 

5.4. Monitoreo de astrovirus emergentes en las PTAR de Melo y Treinta y Tres mediante 

amplificación del ORF1b 

Las 57 muestras de las PTAR fueron sometidas a reacciones de amplificación con el 

par de cebadores SF0073 y SF0076, resultando en 13 muestras positivas, correspondientes 

a 12 muestras de afluentes en ambas PTAR y una muestra de efluente pre UV de la PTAR 

de Treinta y Tres (tabla 4). 
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Tabla 4. Resultados del monitoreo cualitativo para la detección de astrovirus emergentes en 

las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de Melo y Treinta y Tres en el periodo 

Setiembre 2011 – Abril 2013. 

 

A: muestra de afluente, B: muestra de efluente con tratamiento terciario previo a la 

desinfección con luz ultravioleta, C: muestra de efluente con tratamiento terciario posterior 

a la desinfección con luz ultravioleta, +: muestra positiva, -: muestra negativa, 0: muestra 

no colectada, PTAR: Planta de Tratamiento de Agua Residual. 

 

5.5. Caracterización molecular de los astrovirus humanos (clásicos y emergentes) y caninos 

de Uruguay 

De las 43 muestras positivas para HAstV clásicos detectadas en las cuatro ciudades 

de la región oeste del Uruguay y de las 14 muestras positivas para HAstV clásicos detectadas 

en los afluentes de las PTAR de Melo y Treinta y Tres, fue posible secuenciar 31 y 12 

muestras, respectivamente. 

Con fines explicativos, cuando dos o más cepas uruguayas comparten una identidad 

nucleotídica de 100%, las mismas fueron agrupadas conjuntamente, definiendo así la 

existencia de 6 grupos de secuencias uruguayas (tabla 5). 
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Tabla 5. Grupos de cepas uruguayas idénticas de astrovirus humanos clásicos. 

 

Cada grupo (1-6) está formado por secuencias con una identidad nucleotídica del 100% 

entre sí. Los nombres de  las cepas uruguayas son codificadas de la siguiente manera: 

número de muestra-código de ciudad-fecha de colecta. BU: Bella Unión, SA: Salto, PY: 

Paysandú, FB: Fray Bentos, ME: Melo, TT: Treinta y Tres. 

 

Las 43 cepas uruguayas agruparon con alto soporte de bootstrap, con los genotipos 

HAstV-1 (n=31), HAstV-2 (n=11) y HAstV-5 (n=1). En la tabla 6 se muestra la distribución de 

los casos positivos según el genotipo asignado mediante el análisis filogenético de acuerdo 

a la ciudad de colecta. HAstV-1 fue prevalente en todas las ciudades, con la excepción de 

la ciudad de Bella Unión en donde se registró el mismo número de casos positivos para 

HAstV-1 y HAstV-2. Dicho genotipo (HAstV-2) ocupó el segundo lugar en prevalencia en las 

ciudades de Salto y Fray Bentos, pero no fue detectado ni en Paysandú ni en Melo. A su 

vez, en Treinta y Tres fue detectado en una sola ocasión, al igual que el genotipo HAstV-

5, cuya detección en esta ciudad constituye el único caso de este estudio. Del total de 57 

muestras positivas, no fue posible genotipar 14 de ellas. 
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Tabla 6. Distribución del número de casos positivos para cada genotipo de astrovirus 

humanos clásicos caracterizados durante los monitoreos de acuerdo a la ciudad de colecta. 

 

Los casos sin genotipar son casos positivos de los cuales no fue posible obtener su 

secuencia nucleotídica. 

 

Todas las cepas uruguayas de HAstV-1 agruparon junto a cepas de otras partes del 

mundo pertenecientes al linaje 1a (figura 8). La identidad a nivel nucleotídico entre las 

cepas uruguayas de HAstV-1a varió de 94,8% a 99,7% (figura 9) y a nivel aminoacídico 

todas fueron iguales, con la excepción de la cepa “URY/A157-ME-02/2013” que presentó 

una divergencia de 0,9% con el resto, provocado por el cambio aminoacídico entre Valina 

e Isoleucina en la posición 160 de la cápside con respecto a la cepa de referencia Oxford 

(número de acceso en GenBank: L23513) (figura 10a). Las cepas del linaje HAstV-1a 

agruparon en dos clústers, el mayor se formó con las cepas “URY/A017-PY-04/2011”, 

“URY/A114-FB-02/2012”, “URY/A157-ME-02/2013”, “URY/A70-TT-09/2011”, “URY/A163-ME-

04/2013” y los grupos 1, 2, 3 y 6 en conjunto con cepas de otras partes del mundo como 

Rusia, Brasil, Honduras y Tailandia. El clúster menor comprende la cepa “URY/A006-FB-

03/2011” y cepas de Japón, Rusia, Singapur y Honduras. 

 

Ciudad 

Casos 

Positivos 

n (%) 

HAstV-1 

n (%) 

HAstV-2 

n (%) 

HAstV-5 

n (%) 

Sin 

genotipar 

n (%) 

Bella Unión 10 (18) 3 (10) 3 (27) 0 4 (29) 

Salto 15 (26) 9 (29) 5 (45) 0 1 (7) 

Paysandú 7 (12) 3 (10) 0 0 4 (29) 

Fray Bentos 11 (19) 6 (19) 2 (18) 0 3 (21) 

Melo 6 (11) 6(19) 0 0 0 

Treinta y Tres 8 (14) 4(13) 1(9) 1(100) 2(14) 

Total 57 31 11 1 14 

 



51 
 

Las cepas uruguayas del genotipo HAstV-2 agruparon con cepas de otras partes del 

mundo de los linajes HAstV-2c y HAstV-2d (figura 8). La identidad entre las cepas uruguayas 

del genotipo HAstV-2 comprendió el rango entre 91,0% y 99,7% a nivel nucleotídico y 

fueron todas idénticas a nivel aminoacídico, a excepción de las cepas del grupo 4 (linaje 

HAstV-2c) que mostraron una divergencia del 0,9% con el resto, divergencia dada por el 

cambio aminoacídico entre Lisina y Arginina en la posición 195 de la cápside con respecto 

a la cepa de referencia Oxford (número de acceso a GenBank: L13745) (figura 10b). Siete 

cepas uruguayas (grupo 5), junto a las cepas “URY/A079-SA-10/2011” y “URY/A88-TT-

11/2011” agruparon con cepas de otras partes del mundo (Italia, Brasil y Honduras) 

pertenecientes al linaje 2d. Las dos cepas uruguayas restantes del genotipo HAstV-2 (grupo 

4) agruparon con secuencias de cepas del linaje 2c de otras partes del mundo (Colombia, 

India, Kenia, Tailandia e Italia). 

La cepa “URY/A160-TT-04/2013” agrupó con cepas del genotipo HAstV-5 de Rusia y 

Brasil y con la secuencia de referencia de dicho genotipo (figura 8). 
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Figura 8. Análisis filogenético de las cepas uruguayas de astrovirus humanos clásicos. 
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Análisis filogenético de secuencias nucleotídicas de la región parcial de 348 nt del ORF2 

de HAstV clásicos de 43 cepas detectas en muestras de agua residual de seis ciudades de 

Uruguay. Los valores de bootstrap mayores a 75% son mostrados en los nodos. Las cepas 

y grupos de cepas uruguayas están precedidas por un círculo negro. Las cepas de referencia 

se indican en negrita. El árbol fue construido utilizando el método de Neighbor Joining y el 

modelo de sustitución de nucleótidos de Kimura 2-parámetros. 

 

 

 

Figura 9. Identidad nucleotídica y aminoacídica entre las cepas uruguayas de astrovirus 

humanos clásicos. 

Los valores corresponden al porcentaje de identidad a nivel nucleotídico (de la diagonal de 

ID hacia abajo) y aminoacídico (de la diagonal de ID hacia arriba). Los porcentajes en beige 

y marrón comparan las cepas del genotipo HAstV-1 entre sí, mientras que en celeste y azul 

las del genotipo HAstV-2. 
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Figura 10. Cambios aminoacídicos resultantes de sustituciones no sinónimas en las cepas 

uruguayas de astrovirus humanos clásicos. 

Alineamiento de aminoácidos de las cepas uruguayas del genotipo HAstV-1 (a) y del genotipo 

HAstV-2 (b). Las posiciones aminoacídicas son con respecto a las respectivas cepas de 

referencia Oxford (Números de acceso a GenBank: HAstV-1: L23513; HAstV-2: L13745). 
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Para conocer si los HAstV emergentes estaban presentes en Uruguay, se trabajó sobre 

el muestreo de las PTAR de Melo y Treinta y Tres. Para ello, las 57 muestras fueron 

testeadas con los cebadores SF0073 y SF0076 resultando en trece muestras positivas. Las 

mismas fueron objeto de reacciones de secuenciación para un segmento del ORF1b pudiendo 

secuenciar 8 de ellas, de las cuales cuatro fueron clasificadas mediante análisis filogenético 

como AstV canino (figura 11) con un porcentaje de identidad a nivel nucleotídico entre las 

mismas del 100% y entre 93,5% a 95,2% con cepas detectadas en 2008, 2011 y 2012 en 

Brasil (números de acceso a GenBank: JX878479 a JX878484) y de 96,1% con la cepa 

detectada en Italia en 2008 “Bari/2008” (número de acceso a GenBank: HM045005). Las 

restantes 4 muestras positivas para el ORF1b presentaron valores de identidad nucleotídica 

entre sí entre 99,4% y 100% y fueron clasificadas mediante análisis filogenético dentro del 

genotipo HAstV MLB-1 (figura 11). Las mismas agruparon junto a cepas referencia del 

genotipo HAstV MLB-1 con las cuales compartieron una identidad nucleotídica en el rango 

de 96,5% a 98,2%. 
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Figura 11. Análisis filogenético de la región parcial del ORF1b de astrovirus amplificado a 

partir de muestras de agua residual de las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de 

Melo y Treinta y Tres. 

Los valores de bootstrap mayores a 75% son mostrados en los nodos. Las cepas uruguayas 

están precedidas por un círculo negro. El árbol fue construido utilizando el método de 

Neighbor Joining y el modelo de sustitución de nucleótidos de Kimura 2 parámetros. 
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A pesar de haber intentado amplificar una región parcial del ORF2 (con los cebadores 

SF0053 y SF0061) de todas las cepas uruguayas MLB-1, esto solamente se logró para la 

cepa URY/A148-ME-12/2012. La secuencia de esta cepa fue alineada con secuencias 

reportadas en otras partes del mundo y se generó el árbol filogenético de la figura 12. Las 

secuencias de HAstV MLB-1 formaron dos clusters con un alto soporte de bootstrap, 

localizándose la secuencia uruguaya en el clúster más numeroso con cepas de Asia (Bután, 

China e India), África (Egipto) y Oceanía (Australia), mientras que el clúster minoritario 

comprendió secuencias de Estados Unidos e Italia. La cepa uruguaya URY/148-ME-12/2012 

comparte una identidad nucleotídica entre 96.1% a 98.3% con cepas del clúster que las 

comprende y 90.8% a 91.9% con las cepas norteamericanas e italiana (anexo 3). 

 

 

Figura 12. Análisis filogenético de la región parcial del ORF2 de la cepa MLB-1 detectada 

en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Melo. 

Análisis filogenético basado en un segmento parcial de 362 pb del ORF2 de cepas de HAstV 

MLB-1, incluyendo la cepa detectada en la región este de Uruguay en el monitoreo de 
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aguas residuales realizado entre setiembre de 2011 y abril de 2013 junto a cepas detectadas 

en otras partes del mundo. Los valores de bootstrap mayores a 75% son mostrados en los 

nodos. La cepa de este estudio está indicada en negrita. El árbol fue construido utilizando 

el método de Neighbor Joining y el modelo de sustitución nucleotídica de Kimura 2-

parámetros. 

 

La identidad nucleotídica del clúster mayoritario con respecto al minoritario osciló 

entre 90,8% y 92,5% (tabla 7) y cuando se analizó la identidad a nivel del ORF2 y del 

genoma completo, con las secuencias disponibles representativas de cada clúster, se 

obtuvieron valores entre 91,4% a 91,8% y 92,5% a 92,6%, respectivamente (tablas 8 y 9). 

Se propone que cada clúster constituye un linaje distinto, denominando HAstV MLB-

1a y HAstV MLB-1b al mayoritario y al minoritario, respectivamente (figura 12). 

 

Tabla 7. Porcentaje de identidad nucleotídica en el fragmento de 362 pb del ORF2 de cepas 

de astrovirus humanos MLB-1. 

 

En amarillo se señalan las cepas del clúster mayoritario (MLB-1a) y en celeste las del 

minoritario (MLB-1b). 

 

FJ402983_USA/2008 KF417713_ITA/2007

AB823732_BTN/2010 92,5 91,9

KP064302_URY/2012 91,9 90,8

NC014320_HKG/2005 92,2 91,9

HQ674647_EGY/2007 92,2 91,7

JN871238_IND/2005 92,2 91,7

JN871233_IND/2004 91,7 91,1

JN871235_IND/2003 92,2 91,7

FJ222451_AUS/1999 92,5 91,9
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Tabla 8. Porcentaje de identidad nucleotídica en el ORF2 completo de cepas de astrovirus 

humanos MLB-1. 

 

En amarillo se señalan las cepas del clúster mayoritario (MLB-1a) y en celeste las del 

minoritario (MLB-1b). 

 

Tabla 9. Porcentaje de identidad nucleotídica en el genoma completo de cepas de astrovirus 

humanos MLB-1. 

 

En amarillo se señalan las cepas del clúster mayoritario (MLB-1a) y en celeste las del 

minoritario (MLB-1b). 

 

Como se muestra en la tabla 10, 11 polimorfismos conservados de nucleótidos están 

presentes en el segmento estudiado del ORF2, diferenciando los dos clústers formados en 

el árbol filogenético de HAstV MLB-1 de la figura 12. Adicionalmente, cuando la secuencia 

deducida de aminoácidos del ORF2 de cepas representativas de cada clúster es examinado, 

se pueden observar 12 cambios fijos de aminoácidos y la deleción de un codón (tabla 11), 

permitiendo la diferenciación de cada clúster. 

 

FJ402983_USA/2008 KF417713_ITA/2007

FJ222451_AUS/1999 91,8 91,6

NC014320_HKG/2005 91,8 91,5

AB823731_BTN/2010 91,7 91,4

AB823732_BTN/2010 91,7 91,4

FJ402983_USA/2008

FJ222451_AUS/1999 92,5

NC014320_HKG/2005 92,5

AB823731_BTN/2010 92,6

AB823732_BTN/2010 92,6
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Tabla 10. Polimorfismos de nucleótidos conservados en el segmento del ORF2 que difieren 

entre los dos grupos de cepas de astrovirus humanos MLB-1. 

 

Las columnas representan la posición del nucleótido en el ORF2 tomando como referencia 

a la cepa AUS/1999 (número de acceso en GenBank: FJ222451). Las cepas están 

denominadas por su número de acceso en GenBank, el código de país de tres letras (norma 

ISO3166) y el año de detección. La cepa uruguaya de HAstV MLB1 es indicada en negrita. 

Los colores amarillo y celeste señalan los linajes MLB-1a y MLB-1b, respectivamente. 
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Tabla 11. Sitios informativos en la secuencia de aminoácidos de la cápside de astrovirus 

humanos MLB-1. 

 

Las posiciones de los aminoácidos están indicadas con respecto a la secuencia de la 

proteína de cápside de la cepa AUS/1999 (número de acceso en GenBank: FJ222451). Las 

cepas están denominadas por su número de acceso en GenBank, el código de país de tres 

letras (norma ISO3166), el nombre de la cepa y el año de detección. Los colores amarillo 

y celeste señalan los linajes MLB-1a y MLB-1b, respectivamente. Nótese que en la posición 

665 el linaje MLB-1a presenta un aminoácido que está ausente en el linaje MLB-1b. 

 

5.6. Patrones temporales y geográficos de los HAstV clásicos en Uruguay 

Cepas de HAstV clásicos fueron detectadas en el agua residual de las seis ciudades 

de Uruguay que este estudio abarcó. Mientras que el genotipo HAstV-1 fue detectado en 

todas las ciudades, no hubo detección de HAstV-2 en las ciudades de Paysandú y Melo, 

mientras que el genotipo HAstV-5 fue detectado únicamente en la ciudad de Treinta y Tres 

(figura 13). 



62 
 

 

Figura 13. Patrón geográfico de detección para los genotipos de astrovirus humanos clásicos 

caracterizados en este estudio a partir de muestras de agua residual en las ciudades de 

Bella Unión, Salto, Paysandú, Fray Bentos, Melo y Treinta y Tres. 

En a) se muestra en amarillo los departamentos en que se detectó HAstV-1. En b) se 

muestran en color rosa los departamentos donde se detectó HAstV-2 y en c) se muestra 

en color rojo el departamento donde se detectó el genotipo HAstV-5. En color beige se 

muestran los departamentos no incluidos en este estudio.  

 

Las cepas del genotipo HAstV-1 circularon a lo largo de cada período de muestreo 

en cada región del país sin que se presente un patrón de estacionalidad determinado. Por 

otro lado, las cepas del genotipo HAstV-2 que circularon en las aguas residuales de las 

cuatro ciudades de la región oeste de Uruguay entre junio y octubre pertenecieron al linaje 

2d y las cepas que pertenecieron al linaje 2c circularon únicamente en marzo (figura 14A). 

En la región este del país, el genotipo HAstV-2 fue detectado por única vez en el mes de 

noviembre de 2011 perteneciendo al linaje 2d y el HAstV-5 en el mes de abril de 2013 

(figura 14B). 
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Figura 14. Distribución temporal de astrovirus humanos clásicos en aguas residuales de 

Uruguay. 

En A) el gráfico muestra el total de muestras positivas genotipadas para HAstV clásicos 

para cada linaje dentro de los genotipos HAstV-1 y HAstV-2 en las ciudades de Bella Unión, 

Salto, Paysandú y Fray Bentos en el período comprendido entre Marzo de 2011 y Febrero 

de 2012. En B) se suma la detección del genotipo HAstV-5 a los linajes HAstV-1a y HAstV-

2d en el total de muestras positivas genotipadas de HAstV clásicos en las Plantas de 

Tratamiento de agua residual de Melo y Treinta y Tres en el período comprendido entre 

Setiembre de 2011 y Abril de 2013. 
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5.7. Determinación de la tasa de evolución y la edad del ancestro común más reciente de 

los HAstV MLB-1 

Para determinar la tasa de evolución del genotipo HAstV MLB-1 se trabajó con la 

totalidad de secuencias del ORF2 disponibles en GenBank que estuvieran asociadas a 

publicaciones en revistas arbitradas, significando un conjunto de 29 secuencias nucleotídicas 

de 362 pb (fue incluida la secuencia de la cepa HAstV MLB-1 uruguaya). El modelo que 

mejor se ajustó a este conjunto de secuencias fue el Tamura Nei + gamma con un LnL de 

-857,30 y un AIC de 1726,60. No se encontró evidencia de recombinación cuando las 

secuencias fueron sometidas a un análisis con la herramienta GARD. 

Se utilizó el modelo TN93+Gamma y 100 millones de generaciones en un muestreo 

Monte Carlo vía Cadenas de Markov en la prueba de varios modelos de dinámica poblacional 

(tamaño constante de la población, crecimiento exponencial, crecimiento expansional, 

crecimiento logístico y el skyline bayesiano) para estimar la distribución posterior del tamaño 

efectivo de la población a través del tiempo a partir del conjunto de secuencias parciales 

del ORF2 de HAstV MLB-1. Este análisis permitió coestimar la tasa de evolución y la dinámica 

de poblaciones ancestrales dentro de un único análisis. 

Dependiendo del modelo demográfico empleado, la tasa de evolución para el genotipo 

HAstV MLB-1 osciló entre 1,90E-3 y 1,72E-3 sustituciones por sitio por año (s/s/a) y el 

tMRCA (tiempo al ancestro común mas reciente) se estableció entre 36,4 y 43,1 años antes 

del 2012 (año en que fue detectada la cepa HAstV MLB-1 uruguaya, la cual es la más 

recientemente reportada en GenBank (tabla 12). 
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 El tMRCA para los linajes HAstV MLB-1a y HAstV MLB-1b osciló entre 19,5 y 20,5 y 

entre 8,3 y 8,8 años antes del 2012, respectivamente (tabla 12). 

Según el análisis de Bayes Factor, el modelo poblacional de tamaño constante mostró 

ajustarse mejor que el resto a nuestros datos, por lo cual se utilizó este modelo para 

realizar la reconstrucción filogenética datada que se muestra en la figura 15. La cepa 

uruguaya (en rojo) presenta un ancestro en común con una cepa de la India (número de 

acceso a GenBank: JN871239) 8,7 años antes de que se detectara en nuestro país. 

 

Tabla 12. Tasas de evolución y edad del ancestro común más reciente de acuerdo a los 

modelos demográficos para los HAstV MLB-1a y MLB-1b. 

 

La tasa de evolución está expresada en número de sustituciones por sitio por año (s/s/a). 

La edad del ancestro común más reciente (tMRCA) está expresada en número de años antes 

del 2012. La misma se calculó para el genotipo HAstV MLB-1 y para ambos linajes propuestos 

en este estudio (HAstV MLB-1a y MLB-1b). Los valores de min y máx corresponden al 95% 

HPD lower y upper, respectivamente. 

 

 

min max min max min max min max

7,51E-04 2,73E-03 17,6 72,5 14,34 28,32 5,45 13

7,60E-04 2,86E-03 17,0 70,1 14,15 27,88 5,39 12,91

7,74E-04 3,02E-03 14,8 66,2 14,2 27,54 5,32 12,35

6,83E-04 3,23E-03 13,1 60,3 14,03 26,78 5,13 12,27

6,42E-04 3,37E-03 13,0 73,7 14,16 29,32 5,25 13

20,47

Tasa Evolución MLB-1

1,72E-03
Constante

Expansional

Exponencial

Logístico

Skyline
43,0

tMRCA MLB-1a

20,32

20,15

19,88

19,54

8,75

tMRCA MLB-1b

8,48

8,45

8,28

8,34

tMRCA MLB-1

43,1

1,77E-03 41,6

1,84E-03 39,8

1,90E-03 36,4

1,83E-03
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Figura 15. Análisis filogenético reconstruido a partir de un segmento del ORF2 de astrovirus 

humanos MLB-1 con coalescencia estimada en el programa Beast V.1.8.0. 

La edad media de los distintos ancestros se muestra en los nodos (expresada como años 

antes de 2012). El modelo de tamaño constante se utilizó como prior del árbol del 

coalescente. Los valores de 95% Highest Posterior Density para los nodos de coalescencia 

del genotipo HAstV MLB-1, como de cada uno de los linajes que lo componen (señalados 

en amarillo para el linaje HAstV MLB-1a y en celeste para el linaje HAstV MLB-1b) se 

muestran en la tabla 12. La cepa uruguaya de HAstV MLB-1 se muestra en color rojo. Cada 

cepa es nombrada por su número de acceso a GenBank, el código de país de tres letras 

(norma ISO3166) y el año en que fue colectada la muestra. 
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6. DISCUSIÓN 

6.1. Monitoreo y dinámica de los HAstV clásicos en las aguas residuales del Uruguay 

A partir de los dos muestreos realizados para esta tesis fue posible determinar la 

frecuencia y la dinámica del vertido de HAstV clásicos presentes en el agua residual en 

cursos naturales de agua de nuestro país. 

Con la excepción de la ciudad de Bella Unión, donde el agua residual es colectada 

hacia una laguna de decantación antes de ser vertida en el río, las restantes ciudades del 

litoral del Río Uruguay (Salto, Paysandú y Fray Bentos) vierten directamente sus aguas 

residuales sin tratar en este curso de agua. Por otro lado, en las ciudades de Melo y 

Treinta y Tres, el agua residual doméstica es colectada por el sistema de saneamiento 

hacia dos PTAR, las cuales depuran la misma mediante un tratamiento terciario con un 

paso final de desinfección mediante luz ultravioleta. 

Considerando el muestreo de las ciudades sobre el Río Uruguay, Salto aparece como 

la ciudad que más frecuentemente vierte HAstV a través de sus aguas residuales ya que 

los HAstV fueron detectados en 10 de los 12 meses del monitoreo. Si bien Bella Unión 

presenta una laguna de decantación, no se observó que dicha ciudad lograra efluentes de 

mayor calidad en comparación con las ciudades que no cuentan con tratamiento, 

observándose por ejemplo, una mayor frecuencia de detección para HAstV en Bella Unión 

en comparación con Paysandú. A su vez, tampoco mostró una carga viral inferior en 

comparación a las restantes ciudades. Recientemente, se comenzó a cuestionar la eficiencia 

de los sistemas de lagunaje en la remoción de virus entéricos y al parecer resta mucho 
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por conocer sobre cómo funciona este tipo de tratamiento en la remoción viral, el cual 

está extendido ampliamente en el mundo (Symmonds et al. 2014; Verbyla y Mihelcic, 2015). 

Por otro lado, un monitoreo mensual de HAstV en agua residual de dos ciudades 

chinas realizado durante un año (Zhou et al. 2014), reportó la detección de este virus en 

una frecuencia menor a la reportada en Salto, aunque similar a la de Paysandú, lo cual 

indica que las diferencias entre los estudios realizados en distintas partes del planeta se 

deban posiblemente a diferentes realidades epidemiológicas y no sólo a diseños 

experimentales diferentes. 

Si bien las técnicas moleculares empleadas en este estudio se basan en la detección 

de un fragmento del genoma del virus y no consideran su capacidad infectiva, existen 

reportes que indican la existencia de partículas infecciosas de HAstV en matrices acuáticas 

(Pintó et al. 1996; Chapron et al. 2000; Espinosa et al. 2008). Adicionalmente, se ha reportado 

que los virus entéricos son capaces de mantener su capacidad infectiva, incluso luego de 

los tratamientos realizados al agua residual (La Rosa et al. 2010). Además, se ha propuesto 

que si el ARN del genoma de un virus es detectado por PCR a partir de una muestra de 

agua residual, ello indica la presencia reciente, o la existencia de un virus potencialmente 

viable (Limsawat y Ohgaki, 1997). En tal sentido, el vertido de aguas residuales sin 

tratamiento alguno en el Río Uruguay es una problemática que debe ser solucionada y 

constituye una realidad a ser considerada al momento de establecer las políticas sanitarias 

y de salud pública de la poblaciones que desarrollan sus actividades  en torno a este 

importante curso natural de agua. 
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En Uruguay, se consideran parámetros microbiológicos bacterianos para determinar  

la calidad del agua (Artículo 253/79 del Poder Ejecutivo), sin embargo, existe fuerte evidencia 

que demuestra la inexistente relación entre el nivel de contaminación bacteriano y viral en 

matrices acuáticas (Bosch et al. 1998; Pusch et al. 2005; Payment y Locas, 2011; He et al. 

2012), por lo cual basarse únicamente en indicadores de origen bacteriano podría significar 

un riesgo importante para la salud humana y animal en tanto se desconoce totalmente la 

posible contaminación viral. A pesar de que en otras latitudes se ha reportado la ausencia 

de HAstV en agua residual y superficial (Egglestone et al. 1999), el caso de Uruguay es 

totalmente diferente, ya que la frecuencia de detección y su concentración reportados en 

este trabajo, muestran que el Río Uruguay es un sumidero permanente de HAstV clásicos, 

entre otros virus entéricos, debido a la inexistencia de tratamientos de agua residual en 

estas ciudades que sean capaces de mitigar la contaminación del agua. 

En el muestreo en la zona este del país, en las ciudades de Melo y Treinta y Tres, 

la realidad es diferente a la observada en las ciudades localizadas sobre el Río Uruguay. 

Aquí funcionan dos PTARs que reciben las aguas residuales mediante el sistema de 

saneamiento y realizan un tratamiento terciario con un proceso final de desinfección 

mediante luz ultravioleta con la finalidad de remover los contaminantes químicos y biológicos. 

El tratamiento del agua residual acoplado a uno o varios procesos finales de 

desinfección son realizados con la finalidad de reducir la circulación de patógenos y 

consecuentemente el riesgo de infección para los seres humanos que entran en contacto 

con estas aguas residuales, o con las aguas superficiales que las reciben (Gantzer et al. 

1998). En el monitoreo que realizamos en ambas PTAR se colectó muestra de afluente (agua 
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residual cruda) y muestras de efluente terciario colectadas antes y después de la 

desinfección con luz ultravioleta. Los HAstV presentes en cada muestra fueron detectados 

por PCR cualitativa y los casos positivos fueron cuantificados por PCR en tiempo real. Otros 

estudios han determinado la presencia y concentración de los HAstV clásicos  en muestras 

de agua residual afluente y efluente en PTAR (Guimaraes et al. 2008; Aw y Gin, 2010; He 

et al. 2011; Fumian et al. 2013). En tal sentido, tanto en la PTAR de Melo como en la de 

Treinta y Tres se detectó HAstV más frecuentemente a lo reportado en las PTARs de Brasil 

(Guimaraes et al. 2008; Fumian et al. 2013) y China (He et al. 2011). Sin embargo, Aw y 

Gin (2010) reportaron una frecuencia de detección de HAstV de 100% en las muestras de 

afluente y efluente secundario tratado con lodos activado en tres PTAR de Singapur en un 

monitoreo de seis meses de duración con colectas mensuales, lo cual sumado a nuestros 

datos plantea la necesidad de tratamientos a nivel terciario con procesos de desinfección 

microbiológica en el tratamiento de efluentes.  

Nuestros datos muestran que en ambas PTAR, el número de casos positivos detectado 

en afluentes, baja drásticamente con el proceso de tratamiento. En el ambiente, los virus 

entéricos se encuentran predominantemente asociados a partículas de la materia orgánica 

(Sakoda et al. 1997) debido a la atracción electrostática e interacciones hidrofóbicas (Wait 

y Sobsey, 1983; Gerba, 1984). Por lo tanto, la disminución observada de casos positivos en 

ambas PTAR, desde la muestra de afluente hasta la muestra de efluente tratado 

terciariamente sin luz UV, posiblemente sea la consecuencia de la reducción de los niveles 

de materia orgánica en el agua residual mediante el proceso de lodos activados. 
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La luz ultravioleta puede impactar en el virus tanto a nivel de los nucleótidos que 

conforman el genoma como a nivel de los aminoácidos que conforman la cápside 

(Nuanualsuwan y Cliver, 2003; Eischeid y Linden, 2011). A su vez, las reacciones que tienen 

lugar en el genoma o en las proteínas durante la desinfección pueden formar subproductos 

que reaccionen luego con los aminoácidos y los nucleótidos y así en el proceso de 

desinfección, alterar las estructuras o funciones del virus en cuestión (Wigginton y Kohn, 

2012). Interesantemente, en un estudio comparativo de varias tecnologías y procesos para 

la remoción de microorganismos en PTAR, se ha reportado que la desinfección con luz 

ultravioleta luego del tratamiento secundario fue responsable de una significativa remoción 

adicional de microorganismos, más allá de lo efectuado por el tratamiento con lodos 

activados (Francy et al. 2012). En nuestro estudio, en la PTAR de Melo, las dos muestras 

positivas provenientes del proceso de tratamiento terciario fueron negativas después de la 

desinfección con luz UV y se logró un 100% de efluentes libres de HAstV a lo largo del 

monitoreo. No obstante, en la PTAR de Treinta y Tres, la desinfección con luz UV no resultó 

en la remoción de los HAstV que lograron permanecer a lo largo del proceso de tratamiento 

y por ende, en dos ocasiones los efluentes vertidos al curso natural de agua donde la 

PTAR descarga, contenían HAstV en una concentración promedio de 4,8E5 copias genómicas 

por litro. Si bien es posible lograr efluentes con carga viral promedio inferior a este valor 

tal como reportaron Aw y Gin (2010), en nuestro estudio se reporta la remoción total de 

HAstV en el 75% de los afluentes al final del proceso en la PTAR de Treinta y Tres, mientras 

que dichos autores reportan la persistencia de HAstV en el 100% de los afluentes al final 

del proceso. 
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En la PTAR de Treinta y Tres, en los muestreos donde tanto el afluente, como los 

efluentes fueron positivos para HAstV, el análisis de la identidad nucleotí´dica de las 

secuencias de las respectivas cepas demostró que aparentemente se trata de un mismo 

virus que ingresa en la PTAR, resiste los distintos tratamientos y finalmente es liberado en 

el efluente al curso de agua natural, ya que una identidad de 100% a nivel nucleotídico 

fue evidenciado (anexo 3) entre las secuencias obtenidas en estos casos. 

En los tratamientos de desinfección mediante luz UV es importante considerar que 

los microorganismos pueden protegerse en la materia orgánica disminuyendo la eficiencia 

del proceso. Sustancias orgánicas comúnmente encontradas en las PTAR como son las 

partículas de lodos activados o de ácidos húmicos han demostrado impedir la interacción 

entre los rayos UV y los patógenos asociados (Templeton et al. 2005). Por lo tanto, si 

consideramos nuestros resultados, sugerimos que una mayor turbidez presente en los 

efluentes de la PTAR de Treinta y Tres permitió que los HAstV fueran detectados a pesar 

de ser sometidos a desinfección con luz UV. Dicha turbidez habría evitado o disminuido la 

incidencia de la radiación sobre las partículas virales. Sin embargo, la presencia de estos 

HAstV en los efluentes tratados con luz UV de Treinta y Tres podrían no significar un riesgo 

para la población que entra en contacto con las aguas donde son vertidos dichas aguas 

residuales, ya que la detección de un fragmento del genoma de HAstV, no implica que se 

trate de un virus infeccioso, ya que existe la posibilidad de que la luz UV haya perjudicado 

la capacidad infectiva del virus, lo cual ha sido reportado previamente para otros virus 

entéricos (Francy et al. 2012). 
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6.2. Caracterización molecular de HAstV clásicos en Uruguay 

Este estudio constituye en Uruguay la primera caracterización molecular de los HAstV 

clásicos que circulan en el país. Dicha caracterización fue realizada a partir de muestras de 

agua residual colectadas en seis ciudades del interior del país. Este abordaje ambiental, no 

solo permitió obtener un conocimiento inicial sobre las variantes de HAstV clásicos que 

circulan en dos regiones del Uruguay, sino que también permitió expandir nuestro 

conocimiento sobre la epidemiología molecular de este virus en este tipo de matriz ya que 

si bien algunos estudios han evidenciado la prevalencia del HAstV-1 en el agua residual 

sobre los demás genotipos clásicos, al igual que como se ha observado en la clínica (Nadan 

et al. 2003; Meleg et al. 2006; Aw and Gin, 2010; Fumian et al. 2013), otros estudios han 

discordado con ello y han reportado la presencia de otros genotipos como prevalentes en 

el ambiente (Rodríguez-Díaz et al. 2009; Zhou et al. 2014). 

En la región de América Latina y el Caribe, han sido realizados pocos estudios de 

HAstV clásicos en muestras ambientales (Guimarães et al. 2008; Miagostovich et al. 2008; 

Espinosa et al. 2009; Rodríguez-Díaz et al. 2009; Fumian et al. 2013). Sin embargo, la 

epidemiología molecular de los HAstV clásicos realizada a partir de casos clínicos ha 

mostrado la ocurrencia de varios genotipos en países de la región como Brasil, Argentina, 

Chile y Colombia, siendo el HAstV-1 el prevalente con la presencia de HAstV-2, HAstV-3, 

HAstV-4 y HAstV-5 en menor medida (Gaggero et al. 1998; Medina et al. 2000; Espul et al. 

2004; Victoria et al. 2007; Ferreira et al. 2012). No obstante, en México el genotipo HAstV-

2 ha demostrado predominancia, seguido en orden decreciente por HAstV-4, HAstV-3, HAstV-

1 y HAstV-5 (Walter et al. 2001). La predominancia del HAstV-1 en las muestras de agua 

residual de Uruguay está en concordancia con lo reportado en la mayoría de los estudios 
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citados anteriormente, sin embargo, Rodríguez-Díaz y colaboradores (2009) reportaron una 

alta prevalencia del HAstV-8 como el único genotipo detectado en el agua residual de 

Caracas en Venezuela y Zhou y colaboradores (2014) reportaron una predominancia del 

HAstV-5 en el agua residual de la ciudad de Linyi en China.  

La caracterización molecular a nivel de linajes realizada en este estudio demostró 

que el linaje 1a del HAstV-1 circula a lo largo del año y que los linajes 2c y 2d del HAstV-

2 circulan esporádicamente, así como el HAstV-5, el cual solamente fue detectado en una 

ocasión. Futuros estudios son necesarios para identificar un posible patrón de estacionalidad 

para cada uno de estos genotipos y linajes ya que hasta el momento los estudios de 

estacionalidad realizados en todo el mundo no contemplan los diferentes genotipos (Méndez 

y Arias, 2013). 

Desafortunadamente, hasta el momento, Uruguay carece de datos acerca de la 

prevalencia de HAstV en los casos de gastroenteritis. No obstante, mediante un estudio de 

vigilancia ambiental para HAstV, como el aquí realizado, es posible caracterizar no solo las 

cepas relacionadas a una infección sintomática, sino también aquellas causantes de 

infecciones leves o asintomáticas que por lo general no derivan en una consulta médica 

(Meleg et al. 2006; Bosch et al. 2008). Previamente, se ha reportado que existe un alto 

porcentaje de identidad entre las cepas de HAstV detectadas en estudios clínicos con las 

detectadas en el ambiente (Nadan et al. 2003) y que incluso en el caso de otros virus 

entéricos puede existir una correlación entre los genotipos y prevalencia de los mismos en 

muestras clínicas y ambientales (Barril et al. 2010). Por lo tanto, posiblemente, cepas muy 

similares a las que aquí caracterizamos estén causando casos de gastroenteritis en la 

población uruguaya. 
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Todas las cepas uruguayas determinadas como HAstV-1 en este estudio pertenecen 

al linaje 1a. Este linaje ha sido observado reemplazando a los linajes 1b y/o 1d en un 

corto período de tiempo en Tailandia, Italia y España (Guix et al. 2002; Malasao et al. 2012; 

Medici et al. 2012; De Grazia et al. 2013), aunque también se ha observado su co-circulación 

con estos dos linajes luego de largos períodos de circulación como linaje único como ha 

sucedido en Corea del Sur y Brasil (Silva et al. 2006; Gabbay et al. 2007a; Aragão et al. 

2010; Jeong et al. 2011). Estudios adicionales futuros en muestras de aguas residuales y 

clínicas son necesarios en nuestro país para conocer el patrón de circulación, la alternancia 

de linajes de este genotipo y su posible implicancia en los casos de gastroenteritis aguda 

en la población. 

Por otro lado, el linaje 2d de HAstV-2 fue el último linaje propuesto dentro de este 

genotipo cuando emergió en Italia en 2009 (Medici et al. 2012), aunque cepas de HAstV-2 

que causaron un brote de gastroenteritis en 2004 en una población indígena del sudeste 

brasilero pertenecieron a este linaje (Gabbay et al. 2006). De acuerdo a nuestros resultados, 

en América Latina, el linaje 2d continúa circulando hasta la actualidad en diferentes países, 

como Honduras y Uruguay. El linaje 2c fue propuesto por De Grazia y colaboradores en 

2011 a partir del estudio de cepas que emergieron en Italia en 2002 y ha mostrado una 

distribución global debido a que varias cepas detectadas en diferentes partes del mundo 

agruparon con las cepas italianas. Interesantemente, en Uruguay, cepas del linaje 2c fueron 

detectadas únicamente en Salto en Marzo de 2011. A su vez, en esta ciudad fue donde se 

observó la mayor frecuencia y diversidad genética de HAstV clásicos, lo cual podría estar 

explicado por la dinámica de la población salteña, la cual está muy influenciada por la 
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presencia de turistas extranjeros atraídos por su red de parques acuáticos termales, los 

cuales podrían significar la introducción de variantes importadas en nuestro país, desde 

donde se diseminen hacia la población uruguaya favorecidas por su facilidad de transmisión 

hídrica. 

Todas las cepas uruguayas del genotipo HAstV-1 resultaron idénticas entre sí a nivel 

aminoacídico con la excepción de la cepa URY/A157-ME-02/2013, la cual presentó una 

Isoleucina en vez de Valina en la posición 160 en la cadena de aminoácidos de la cápside 

(con respecto a la cepa HAstV-1 Oxford). Por otro lado, las cepas del linaje 2c del genotipo 

HAstV-2 presentaron una Arginina en la posición 195, en vez de una Lisina como sucedió 

para las cepas del linaje 2d. Los pares de aminoácidos Valina/Isoleucina y Arginina/Lisina 

involucran aminoácidos con características físico químicas similares, las cuales probablemente 

preservan la estructura de la cápside en cada caso, no obstante, estudios previos muestran 

que cambios de un único aminoácido pueden afectar dramáticamente ciertas características 

en otros virus como por ejemplo la resistencia a la acidez (Vázquez-Calvo et al. 2014), la 

resistencia a la neutralización (Yoo y Deregt, 2001), o la fusión y entrada a la célula (Côté 

et al. 2012). Incluso, un cambio entre Isoleucina y Valina en el virus de la enfermedad de 

Newcastle tiene implicaciones en la tasa de replicación del virus (Samal et al. 2011). Los 

cambios reportados aquí ocurren en la región conservada del ORF2, que codifica para el 

core de la cápside de la partícula viral, el cual interactúa con el genoma de ARN (Krishna, 

2005), por lo tanto, estudios adicionales relacionados a la replicación viral, unión a la célula 

o a la presión inmune son necesarios para determinar la incidencia del cambio reportado 

aquí en la estructura del virión y la relación entre la proteína y el genoma viral. 
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Interesantemente, en este estudio, se detectaron de manera frecuente dos de los 

ocho genotipos clásicos de HAstV (HAstV-1 y HAstV-2), mientras que en otros estudios 

ambientales se ha detectado una mayor diversidad de genotipos (Nadan et al. 2003; Aw y 

Gin, 2011; Zhou et al. 2014). Se ha señalado con anterioridad que la amplificación y 

caracterización de un genotipo a partir de una muestra de agua no excluye la posibilidad 

de la presencia de múltiples genotipos y es posible que realizando la clonación y 

secuenciación de los productos de PCR, se identifiquen múltiples genotipos a partir de una 

única muestra de agua residual (Nadan et al. 2003). No obstante, Zhou y colaboradores 

(2014), realizaron una vigilancia ambiental anual en dos ciudades de la provincia china de 

Shandong, clonando y secuenciando los productos de PCR donde reportaron la presencia 

de HAstV-1 como único genotipo detectado en el agua residual en una de las ciudades, 

mientras que en la otra reportaron la presencia de los genotipos HAstV-1, HAstV-2, HAstV-

4 y HAstV-5. Esto nos indica que si bien la clonación, como forma de profundizar el estudio 

de la diversidad de las cepas circulantes en el ambiente, es una herramienta válida, la 

exclusividad de un genotipo en un determinado punto geográfico en un determinado período, 

puede deberse a una realidad epidemiológica local y no precisamente a una limitación 

técnica. 

En cuanto a la distribución de los genotipos clásicos de HAstV podemos decir que el 

genotipo HAstV-1 se encuentra distribuido a nivel de las dos regiones del país que este  

estudio abarcó, al igual que el HAstV-2, aunque este fue detectado en una frecuencia menor. 

Por otro lado el HAstV-5 se detectó únicamente en el este uruguayo, en la ciudad de 

Treinta y Tres. Posiblemente, monitoreos más exhaustivos, sobretodo en la región este, 
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donde se realizaron colectas bimensuales, son necesarios para obtener un panorama más 

completo con respecto a la presencia de los distintos genotipos en el agua residual de 

nuestro país. 

 

6.3. Detección y caracterización molecular de HAstV emergentes y astrovirus caninos en 

Uruguay 

6.3.1. Detección y caracterización molecular de HAstV MLB-1 

Si bien se ha propuesto que el genotipo HAstV MLB-1 se encuentra distribuido 

mundialmente, estas conclusiones se basaron inicialmente en la detección del mismo en 

muestras de materia fecal de pacientes de países tan distantes como Australia, India y 

Estados Unidos (Finkbeiner et al. 2008; 2009a,b)  y con el transcurso de los años la 

presencia del mismo ha sido reportada en otros países tales como Italia (Medici et al. 2014), 

Egipto (Ahmed et al. 2011), Bután (Matsumoto et al. 2013), China (Chu et al. 2010; Wang 

et al. 2013) y Nigeria (Kapoor et al. 2009). Por lo tanto podemos decir que la presencia de 

este HAstV emergente hasta el momento se ha reportado en menos de 10 países. 

Recientemente, Xavier y colaboradores (submitido) reportaron la presencia de dos cepas de 

HAstV MLB-1 a partir del estudio de la materia fecal de dos niños con diarrea aguda en 

Brasil, lo cual constituye el primer indicio de la presencia de este virus en América del Sur. 

Considerando que la virología ambiental es una herramienta efectiva para describir 

las variantes de un virus circulante en una población, incluso cuando no se dispone de 

datos epidemiológicos al respecto (Bosch et al. 2008; Kokkinos et al. 2011), en este trabajo, 

mediante un abordaje de vigilancia ambiental hemos reportado por primera vez la presencia 
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ambiental del genotipo HAstV MLB-1 en nuestro país y en el mundo. Nuestros datos amplían 

el rango geográfico de detección de dicho genotipo, sumando a Uruguay a la lista de 

países en los cuales se ha reportado la presencia del mismo y reafirmando su distribución 

mundial. Si bien actualmente se ha puesto en duda el rol etiológico del HAstV MLB-1 como 

agente causador de gastroenteritis (Holtz et al. 2011a), en Uruguay se desconoce su 

prevalencia y no existe ningún estudio de su posible asociación con casos de diarrea en 

pacientes uruguayos. No obstante, en el monitoreo que hemos realizado a partir del agua 

residual de las ciudades de Melo y Treinta y Tres, este genotipo fue detectado de manera 

más frecuente que otros genotipos de HAstV clásicos detectados comúnmente en los casos 

de diarrea, sugiriendo su posible asociación a casos de gastroenteritis en la población local. 

Previamente se ha señalado la necesidad de estudios que contribuyan a determinar 

la existencia de patrones de estacionalidad de los genotipos emergentes de HAstV (Bosch 

et al. 2014). En este estudio la detección de HAstV MLB-1 fue confirmada tanto en meses 

de verano como de invierno, sugiriendo una circulación anual de este genotipo sin la 

existencia de un patrón de estacionalidad marcado. En un estudio realizado con muestras 

de diarrea agua de niños menores de cinco años en China, el genotipo HAstV MLB-1 fue 

detectado en los meses de Marzo, Abril, Mayo y Noviembre (Wang et al. 2013). Estudios 

adicionales son necesarios para determinar posibles patrones de estacionalidad para este 

genotipo. 

Si bien a partir de su detección en muestras de materia fecal se sugiere que los 

HAstV MLB-1 infectan y replican en células del aparato gastrointestinal, tal como lo hacen 

los HAstV clásicos, se desconoce si al igual que otros virus entéricos presentan un tropismo 

más amplio y una lista más larga de síntomas y/o enfermedades ya que varios estudios 
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han asociado algunos AstV emergentes con distintas patologías (Blomström et al. 2010; 

Quan et al. 2010; Holtz et al. 2011b; Li et al. 2013; Brown et al. 2015; Naccache et al. 

2015). Adicionalmente, una alta seroprevalencia para HAstV MLB-1 ha sido reportada para 

niños menores de seis meses de edad así como para adultos en un estudio realizado en 

Estados Unidos (Holtz et al. 2014). Por lo tanto, aunque la etiología de la infección por 

HAstV MLB-1 no haya sido totalmente elucidada hasta la actualidad y exista la posibilidad 

de que dicho genotipo pueda estar asociado a otras patologías distintas a la diarrea, la 

infección aparece comunmente en el ser humano. Sin embargo, así como los HAstV clásicos 

son diseminados a través del agua residual y del agua superficial contaminada causando 

gastroenteritis aguda, la diseminación de los HAstV MLB-1 por el agua contaminada podría 

ser una posible vía de transmisión para el ser humano, independientemente del lugar en el 

organismo en el cual el virus finalmente infecte y replique. 

Previamente, se ha propuesto un esquema de clasificación para los HAstV clásicos 

estableciendo distintos linajes dentro de cada genotipo (Medina et al. 2000; Guix et al. 

2002). Dicha propuesta, establece que dos cepas son de distinto linaje si presentan una 

diversidad nucleotídica mayor al 5-7% a nivel del ORF2. A partir de ello, varios autores han 

seguido esta clasificación para establecer nuevos linajes en algunos de los genotipos clásicos 

de HAstV (Gabbay et al. 2007a; De Grazia et al. 2013; Martella, et al. 2013). A partir de los 

resultados del análisis filogenético para el segmento parcial del ORF2 de HAstV MLB-1, este 

estudio propone un esquema de clasificación para HAstV MLB-1 similar al de los clásicos, 

al considerar la formación de dos grupos con un soporte de bootstrap mayor a 95% para 

cada uno y una diversidad nucleotídica superior al 7% entre ambos grupos. Por lo tanto, 

las cepas de HAstV MLB-1 que se han reportado hasta el momento en todo el mundo 
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estarían segregadas en dos linajes distintos, a los cuales hemos propuesto denominarlos 

linaje HAstV MLB-1a y MLB-1b. Además de la diversidad nucleotídica observada entre las 

cepas de ambos linajes a nivel de ORF2 y de genoma completo, fueron identificados 11 

polimorfismos de nucleótidos conservados en la región del ORF2, que reafirman la 

diferenciación entre los dos linajes aquí propuestos. 

Cuando se analizó la secuencia aminoacídica deducida del ORF2 completo de cepas 

representativas de ambos linajes, fueron identificados algunos cambios exclusivos para cada 

linaje. Aproximadamente la mitad de estos cambios involucran aminoácidos de características 

fisicoquímicas distintas, por lo que probablemente han conferido distintas ventajas 

adaptativas para cada uno de los linajes. A su vez, las cepas de Estados Unidos e Italia 

(linaje MLB-1b) presentan un codón menos en comparación con el linaje MLB-1a, lo cual se 

evidencia mediante un gap en el alineamiento de secuencias en la posición 665 de la 

cadena de aminoácidos de cápside. Interesantemente, la presencia y ausencia de este codón 

en el linaje MLB-1a y MLB-1b, respectivamente, ocurre en una región de carácter ácido 

localizada en el extremo carboxilo de la proteína de cápside, la cual es conservada dentro 

de la familia Astroviridae y en donde se localizan sitios de corte para las caspasas celulares, 

las cuales están implicadas en la maduración del virus y el egreso celular y posibilitan el 

pasaje desde VP90 a VP70 (Méndez y Arias, 2013). Considerando que las caspasas celulares 

reconocen secuencias blanco del tipo DXXD y XEXD en las proteínas celulares y que 

precisamente secuencias de este tipo se encuentran en la región ácida de la poliproteína 

precursora de la cápside en la familia Astroviridae, la falta de un aminácido en la poliproteína 

de cápside del linaje MLB-1b con respecto al MLB-1a genera una secuencia susceptible al 
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clivaje por las caspasas (anexo 4) posibilitando la ocurrencia de un procesamiento diferente 

a nivel proteico para las distintas cepas de MLB-1, lo que podría implicar sutiles diferencias 

en la maduración y egreso de las distintas cepas, tal como se ha sugerido para los HAstV 

clásicos (Méndez et al. 2004; Méndez y Arias, 2013). 

 

6.3.2. Detección y caracterización molecular de astrovirus caninos 

Durante el monitoreo en la ciudad de Treinta y Tres, fue posible la detección de 

cepas de AstV caninos que circulaban en el agua residual del afluente en la PTAR. Este 

resultado corrobora la utilización de los cebadores diseñados por Finkbeiner y colaboradores 

(2009b) para la amplificación de AstV diferentes a los humanos.  

Si bien en los años 80 la observación de muestras de diarrea canina mediante 

microscopía electrónica levantó la sospecha acerca de la susceptibilidad de los canes a la 

infección por AstV, recién en 2009, Toffan y colaboradores (2009) confirmaron por primera 

vez la infección en perros mediante PCR. Desde entonces, existen pocos reportes de casos 

de diarrea canina causados por AstV en Italia (Toffan et al. 2009; Martella et al. 2011, 

2012), China (Zhu et al. 2011), Francia (Grellet et al. 2012), Brasil (Castro et al. 2013) y 

Corea del Sur (Choi et al. 2014). En Uruguay no existen reportes sobre casos de 

gastroenteritis en canes originados por AstV, aunque la detección de cepas de este virus 

en aguas residuales podría indicar la presencia del virus en heces de mascotas caninas que 

se filtran al sistema de saneamiento doméstico, tal como propusieron Aw y Gin (2011) 

quienes detectaron una cepa de AstV felino en un canal de agua urbano. No obstante, la 
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detección de AstV canino en aguas residuales domésticas plantea la interrogante sobre la 

posible transmisión zoonótica de AstV entre canes y humanos.   

Se ha propuesto que los perros pueden actuar como transportadores vivos de virus 

entéricos humanos y tener un rol en la transmisión de los mismos a humanos (Summa et 

al. 2012). Además, existe evidencia sobre la posibilidad de transmisión de AstV entre 

diferentes especies hospederas (van Hemert et al. 2007a, Ulloa and Gutierrez, 2010; Lan et 

al. 2011, Xiao et al. 2013) así como también se sugiere que varias introducciones de HAstV 

en la población humana hayan ocurrido desde animales cercanos (Jiang et al. 2013). Si 

bien existe un estudio que sugiere un potencial zoonótico de los virus de origen animal 

detectados en aguas residuales domésticas (Aw et al. 2014), basados en nuestros resultados 

no podemos confirmar el origen zoonótico de los AstV caninos detectados en las aguas 

residuales uruguayas. 

Los resultados alcanzados en este estudio, demuestran que incluso virus de origen 

animal circulan por el agua residual doméstica de nuestro país, lo cual posibilita su 

diseminación en el ambiente cuando esta es vertida en cuerpos naturales de agua sin un 

tratamiento previo adecuado.  

A pesar de haber amplificado un segmento parcial del ORF1b de cuatro cepas de 

AstV canino, son pocos los reportes que utilizan este segmento para realizar las 

reconstrucciones filogenéticas por lo que únicamente fue posible integrar en nuestro análisis 

secuencias de Brasil e Italia (Martella et al. 2011; Castro et al. 2013). La mayoría de los 

reportes utilizan un segmento parcial del ORF2 del genoma de AstV canino para realizar las 

reconstrucciones filogenéticas y se ha reportado una alta variabilidad no solamente a nivel 

nucleotídico, sino también a nivel aminoacídico en la región de cápside para las distintas 
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cepas que han circulado en cortos períodos de tiempo, incluso en una misma región 

geográfica (Martella et al. 2011). Por ello, se intentó amplificar la región I del ORF2, que 

presenta una menor variabilidad genética en comparación con el resto del ORF2 (Zhu et al. 

2011) mediante la utilización de los cebadores 501F20 y 1156R21 descriptos por Grellet y 

colaboradores (2012), por medio de la utilización de una one-step PCR estandarizada en el 

Laboratorio de Virología Comparada y Ambiental del Instituto Oswaldo Cruz de Río de 

Janeiro. No obstante, no fue posible amplificar este segmento en las cepas de AstV canino 

de este estudio. Debido a que este par de cebadores fue diseñado en base al alineamiento 

de las secuencias nucleotídicas de tres cepas de AstV caninos que circularon en Italia en 

2005 (Toffan et al. 2009), posiblemente, tal como Grellet y colaboradores (2012) sostienen, 

mediante la utilización de los mismos, el número de casos positivos puede subestimarse 

debido a la ocurrencia de cepas divergentes. 

Recientemente, a partir del análisis de un segmento parcial del ORF2 de 15 cepas de 

AstV canino de varios países, Choi y colaboradores (2014) propusieron la existencia de 

cuatro grupos genéticamente diversos (G1-G4). Futuros estudios son necesarios para 

determinar el grupo al cual pertenecen estas cepas uruguayas utilizando la amplificación de 

este segmento parcial del ORF2 de AstV canino. 

 

6.3.3. Coalescencia de HAstV MLB-1 

Los eventos de recombinación pueden interferir con los análisis de reconstrucción 

filogenética de la evolución de un virus, por lo tanto, antes de realizar la coalescencia para 

el total de cepas de MLB-1 reportadas hasta el momento a nivel mundial, se procedió a un 
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análisis de recombinación con el programa GARD. Si bien Babkin y colabores reportaron en 

2012 la existencia de un mayor número de puntos potenciales de recombinación en el ORF2 

comparativamente con los ORF1a y ORF1b para los HAstV cla´sicos, en nuestro caso, no 

detectamos puntos potenciales de recombinación en el fragmento considerado para la 

coalescencia del MLB-1. 

Los valores de la tasa de evolución calculados mediante los distintos modelos 

oscilaron entre 1,7E-3 y 1,9E-3 sustituciones por sitio por año. Previamente, Babkin y 

colaboradores (2012) calcularon la tasa de evolución para HAstV clásicos utilizando 16 

secuencias de los genotipos HAstV-1, HAstV-3, HAstV-4, HAstV-5 y HAstV-6, en un rango 

temporal desde 1988 a 2010. La misma tomó el valor de 3,7E-3 sustituciones por sitio por 

año. Considerando este reporte y las tasas evolutivas de otros virus de ARN de hebra simple 

de sentido positivo, los valores obtenidos en nuestro estudio se encuentran dentro de lo 

esperado y colocan a los HAstV MLB-1 en la lista de virus que presentan una evolución 

rápida (Jenkins y Jensen, 2002). Aunque en este trabajo se reporta por primera vez la tasa 

de evolución para el genotipo HAstV MLB-1, la información debe tomarse como una primera 

aproximación que deberá ser confirmada a medida que el número de secuencias en las 

bases de datos se incremente. Actualmente, la detección de este genotipo está limitada a 

unos pocos países, pero su presencia en la población humana es un hecho al menos desde 

1999 (Finkbeiner et al. 2008). Incluso, al parecer el genotipo MLB-1 se ha convertido en un 

patógeno común humano (Holtz et al. 2014). 

Si bien los valores de 95% HPD generan un rango de valores bastante amplio para 

los tMRCA tanto del genotipo HAstV MLB-1 como para los de cada linaje (MLB-1a y MLB-
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1b), los resultados aquí expresados proponen que las cepas que circulan actualmente 

pertenecientes al linaje MLB-1a descienden de un antepasado que estuvo presente en 1992 

aproximadamente y las del linaje MLB-1b tienen un antepasado en común que estuvo 

presente en el 2004 aproximadamente. Ambos linajes, convergen en un antepasado en 

común en 1970 aproximadamente. Si bien hubiera sido interesante, mediante estudios de 

filogeografía, localizar geográficamente ese ancestro en común, la sobre representación de 

secuencias de India en nuestro conjunto de secuencias no habilitó un estudio de este tipo, 

por lo que ello será posible una vez que se vayan publicando reportes de MLB-1 en distintas 

partes del mundo.  

Chu y colaboradores (2010), propusieron un ancestro en común para el clado MLB-1 

y AstV de ratas hace aproximadamente mil años, datando el ancestro de tres cepas de 

MLB-1 en el año 1956. La disponibilidad de secuencias en las bases de datos ha aumentado 

considerablemente en los últimos cuatro años, por lo que nuestro análisis de coalescencia 

de MLB-1, al ser específico para dicho genotipo, brinda resultados a partir de datos más 

completos y con un muestreo más sostenido en el tiempo. Sin embargo, las estimaciones 

de ambos ancestros (el calculado en esta tesis y por Chu y colaboradores  en 2010) son 

relativamente similares, diferenciándose únicamente por 14 años. A su vez, al estar nuestro 

análisis basado en un segmento parcial del ORF2, el cual es la región más variable del 

genoma viral, probablemente el MRCA (ancestro común más reciente) es datado de manera 

más cercana con respecto al presente que si se hubiese empleado el ORF1b (región más 

conservada del genoma viral) como lo realizaron Chu y colaboradores (2010). 
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Si bien previamente se ha mencionado la posibilidad de que los MLB-1 junto a otros 

HAstV emergentes, estén reemplazando a los HAstV clásicos (Bosch et al. 2014), la tasa de 

evolución para MLB-1 calculada en nuestro estudio es similar a la publicada por Bebkin y 

colaboradores (2012) para los HAstV clásicos, por lo que si existiera tal reemplazo, 

posiblemente no se deba a un diferencial en la tasa de evolución de dichos genotipos. 

En nuestro análisis, India aparece como un punto geográfico con una alta diversidad 

de variantes de HAstV MLB-1, las cuales tienen ancestros en común con las cepas de 

Uruguay, Bután, China, y Egipto entre 2003 y 2005. Debido a esto es posible que HAstV 

MLB-1 haya encontrado en India las condiciones necesarias para diversificarse y desde allí, 

en un par de años dispersarse a otros países del mundo. Sin embargo, como se señaló 

anteriormente, una mayor representación de secuencias de otros países es necesaria para 

intentar realizar inferencias filogeográficas. 
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7. CONCLUSIONES 

 HAstV clásicos y emergentes circulan de manera frecuente en las aguas residuales 

de Uruguay. 

 El Río Uruguay recibe una contaminación viral de HAstV clásicos en una alta frecuencia 

y concentración debido a la ausencia de sistemas de tratamiento de aguas residuales. 

 Los procesos de tratamiento de aguas residuales existentes en las ciudades de Melo 

y Treinta y Tres reducen la frecuencia y la concentración de los HAstV en los efluentes 

tratados. 

 Fue evidenciada una amplia circulación temporal y espacial del HAstV-1a mientras 

que la circulación de linajes del HAstV-2 y el HAstV-5 fue esporádica. 

 El genotipo MLB-1 fue caracterizado por primera vez en el ambiente, constituyendo el 

primer reporte a nivel mundial. La tasa de evolución de este genotipo fue calculada 

también por primera vez y tomó el valor esperado para un virus de ARN de hebra 

simple de sentido positivo. También fue sugerida la clasificación de los MLB-1 en dos 

linajes a nivel mundial. 
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8. PERSPECTIVAS 

 Desarrollar una PCR en tiempo real para la cuantificación de HAstV MLB-1 en muestras 

clínicas y ambientales. 

 Estudiar la presencia de HAstV emergentes en las muestras del monitoreo anual de 

las cuatro ciudades que vierten sus aguas en el Río Uruguay y analizar posibles 

patrones de estacionalidad de dichas variantes. 

 Realizar estudios epidemiológicos moleculares a partir de muestras clínicas para 

conocer la prevalencia de los HAstV clásicos y emergentes en la población uruguaya. 

 Buscar cepas recombinantes en muestras ambientales y clínicas de pacientes con 

cuadro de gastroenteritis cuyos parentales sean cepas pertenecientes a distintas 

especies virales del género Mamastrovirus (ej. Mamastrovirus 1 y 6).   

 Secuenciar el genoma completo de las cepas uruguayas de AstV canino y HAstV MLB-

1. 

 Determinar la prevalencia de los AstV caninos en los casos de diarrea en cachorros 

de Uruguay. 

 Realizar la clonación y secuenciación de amplicones generados mediante la 

amplificación del ORF1b de AstV en muestras de agua residual. 

 Calcular el riesgo de infección al ser humano debido a la presencia de partículas de 

HAstV en el agua del Río Uruguay. 

 Realizar la reconstrucción de la historia demográfica del genotipo HAstV-1 en América. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Secuencias de cepas utilizadas en el análisis de coalescencia del genotipo HAstV 

MLB-1.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Número de acceso

a GenBank
País Año

FJ222461 AUSTRALIA 1999

JN871248 INDIA 2003

JN871236 INDIA 2003

JN871250 INDIA 2003

JN871242 INDIA 2003

JN871237 INDIA 2003

JN871235 INDIA 2003

JN871247 INDIA 2003

JN871241 INDIA 2004

JN871244 INDIA 2004

JN871246 INDIA 2004

JN871239 INDIA 2004

JN871233 INDIA 2004

JN871234 INDIA 2004

JN871245 INDIA 2005

JN871240 INDIA 2005

JN871243 INDIA 2005

JN871249 INDIA 2005

NC014320 CHINA 2005

JN871238 INDIA 2005

HQ674650 EGIPTO 2007

HQ674648 EGIPTO 2007

HQ674649 EGIPTO 2007

HQ674647 EGIPTO 2007

KF417713 ITALIA 2007

FJ402963 USA 2008

AB823732 BUTÁN 2010

AB823731 BUTÁN 2010

KP064302 URUGUAY 2012
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Anexo 2. Ejemplo del gel de agarosa de la electroforesis para la detección del fago PP7. 

 

 
Fotografía de gel de agarosa al 3% teñido con GoodView® resultante de una corrida 

electroforética de los productos de la amplificación del control interno (fago PP7).  

PM: Peso Molecular. Carriles 1 a 9: muestras positivas para PP7 (banda de 73 pb). C-: 

control negativo. C+: control positivo. 
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Anexo 3. Matrices de identidad nucleotídica de los astrovirus humanos clásicos y emergentes. 

 

 
 

Porcentaje de identidades nucleotídicas de la región parcial del ORF2 para las cepas de 

astrovirus humanos MLB-1. 

 

 

 

 

 
 

Porcentaje de identidades nucleotídicas de la región parcial del ORF2 para las cepas de 

astrovirus humanos clásicos que persistieron a los tratamientos realizados en la Planta de 

Tratamiento de Aguas Residuales de Treinta y Tres (muestreo de Setiembre de 2011 y de 

Junio de 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C D E F G H I J

A AB823732_BTN/BtnMLB1-86/2010 ID 92,5 98 91,9 99,1 98,6 99,1 97,2 99,1 98,3

B FJ402983_USA/WD0016/2008 92,5 ID 91,7 98,3 92,2 92,2 92,2 92,5 92,2 91,9

C JN871233_IND/CRI19963/2004 98 91,7 ID 91,1 98,8 99,4 97,7 97,5 98,3 96,9

D KF417713_ITA/PR326/2007 91,9 98,3 91,1 ID 91,7 91,7 91,9 91,9 91,7 90,8

E JN871238_IND/CRI29421/2005 99,1 92,2 98,8 91,7 ID 99,4 98,8 98 99,4 98

F JN871235_IND/CRI14492/2003 98,6 92,2 99,4 91,7 99,4 ID 98,3 98 98,8 97,5

G NC014320_HKG/HK05/2005 99,1 92,2 97,7 91,9 98,8 98,3 ID 96,9 98,8 98

H FJ222451_AUS/MLB1/1999 97,2 92,5 97,5 91,9 98 98 96,9 ID 97,5 96,1

I HQ674647_EGY/HS5007/2007 99,1 92,2 98,3 91,7 99,4 98,8 98,8 97,5 ID 98

J KP064302_URY/A148-ME-12/2012 98,3 91,9 96,9 90,8 98 97,5 98 96,1 98 ID

A B C

A URY/A070-TT-09/2011 ID 100 100

B URY/A071-TT-09/2011 100 ID 100

C URY/A072-TT-09/2011 100 100 ID

A B C

A URY/A134-TT-06/2012 ID 100 100

B URY/A135-TT-06/2012 100 ID 100

C URY/A136-TT-06/2012 100 100 ID
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Anexo 4. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de los astrovirus humanos MLB-1. 

 

 
 

Alineamiento del extremo C terminal de la secuencia aminoacídica deducida de cápside de 

cepas de astrovirus humano MLB-1 de ambos linajes (en amarillo se marca el linaje MLB-

1a y en celeste el linaje MLB-1b). Una barra oscura señala los sitios blanco para el corte 

de las caspasas celulares durante la maduración de la partícula viral previo al egreso de 

la célula. Nótese que la falta de un aminoácido en la posición 665 posibilita un sitio 

adicional de corte para las caspasas. 

 


