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RESUMEN

Los Rotavirus del grupo A (RVA) son los principales agentes etiologicos de
gastroenteritis aguda infantil (GAI) a nivel mundial. Los Norovirus (NV) humanos, son
los principales agentes etiologicos de brotes por GA, y siendo descritos como la
segunda causa a nivel mundial de GAI. Por otro lado, los Astrovirus humanos
“clasicos” (MAstV-1), han sido descritos como la tercera causa de GAI a nivel global.
Estos tres virus se transmiten por la via fecal-oral, y, por lo tanto, pueden ser detectados
y caracterizados a partir de aguas residuales como un reflejo de las cepas que circulan
en la poblacion. El objetivo de este estudio fue detectar y caracterizar molecularmente
RVA, NVGI, NVGII y MAstV-1 a partir de muestras clinicas y ambientales colectadas
en distintas regiones geograficas del Uruguay. La colecta de muestras clinicas fue
realizada en la ciudad de Salto, mediante un estudio de epidemiologia molecular
prospectivo y descriptivo de dos afios de duracion (2011-2012), totalizando 175
muestras. Las muestras ambientales, fueron aguas residuales colectadas en las regiones
Noroeste y Este del pais. Las muestras al Noroeste, fueron colectadas de manera
quincenal en 4 ciudades desde marzo de 2011 a febrero de 2012, totalizando 96
muestras. Las muestras al Este, fueron colectadas de manera bimensual en 2 ciudades
desde setiembre de 2011 a abril de 2013, totalizando 20 muestras. Los virus presentes
en las muestras ambientales fueron concentrados por ultracentrifucacion. Las muestras
clinicas, y los concentrados de las muestras ambientales, fueron analizados mediante
protocolos de RT-PCR globalmente utilizados. Luego se realizd la caracterizacion
molecular a través de analisis filogenético. Fue observada una prevalencia de 37% para
RVA, 10,3% para MAstV-1y 8% para NV, a partir de anélisis de las muestras clinicas.
Se pudo determinar la prevalencia de cada virus por edad y la estacionalidad de los
mismos en dichas muestras. Se observo la presencia de genotipos comunes (G1P[8],
G2P[4] y G3P[8]) y emergentes (G12P[8], G12P[9]) en humanos de RVA. Se
detectaron genotipos globalmente distribuidos de NVGII, con la importante deteccion
de la cepa pandémica GI1.4 New Orleans 2009, y la deteccion de la cepa recombinante
GI1.P7-Gl1.6. Fueron detectados los genotipos HAstV-1, -2 y -3 de MAstV-1 circulando
en las muestras clinicas. Interesantemente, fue posible detectar y caracterizar
molecularmente RVA y NV a partir de muestras de vomito. Por otro lado, la
caracterizacion molecular de estos virus a partir de agua residual mostro: i) una mayor
prevalencia de estos virus en estas aguas que en casos clinicos, ii) una mayor diversidad
genética de cepas circulantes, iii) la circulacion de cepas inusuales en humanos de RVA
(G3P[3]), iv) la sustitucién de una cepa pandémica de Gll.4 por otra en el periodo de un
afio, siendo ambas introducciones asociadas a un aumento en el nimero de infecciones
en la poblacién, y vi) una correlacion casi total entre las cepas observadas en las
muestras clinicas y ambientales. Esto Gltimo, remarca la importancia de la investigacion
de virus entéricos a partir de aguas residuales como alternativa de vigilancia
epidemioldgica cuando no se tiene acceso a muestras clinicas de la poblacién. Los datos
generados en este estudio, representan los primeros que han sido obtenidos sobre estos
tres virus en el interior del pais, dos regiones geograficas diferentes de Uruguay, que
son limitrofes con Argentina y Brasil. Por ultimo, destacar que los resultados obtenidos
remarcan la importancia de establecer una red de vigilancia a nivel nacional para estas
virosis que afectan sobre todo a nifios, debido a su amplia distribucion en el territorio
nacional.
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1 - INTRODUCCION
1.1 — Gastroenteritis y virus entéricos

La Gastroenteritis se define como una variedad de estados patolégicos del tracto
gastrointestinal, y es provocada principalmente por diversos agentes infecciosos (virus,
bacterias y parasitos) que invaden la mucosa gastrointestinal. La principal manifestacion
clinica es la diarrea (aumento de evacuaciones con materia fecal liquida o semiliquida),
que puede venir acompariada de ndusea, vomito, fiebre y dolor abdominal. La principal
causa de hospitalizaciones y muertes a nivel mundial por esta enfermedad es el cuadro
clinico denominado “Gastroenteritis Aguda” (GA), y comiunmente denominado como
“Diarreas”. La GA se define en un paciente como la ocurrencia de tres 0 mas
evacuaciones liquidas o semiliquidas en un periodo de 24 horas, y con una duracion de
la enfermedad entre 1 y 7 dias. A nivel mundial, la GA ha sido reportada como uno de
los principales problemas de salud puablica, y es la segunda causa de mortalidad en nifios
menores de 5 afios de edad, apenas superada por las Neumonias (Figura 1.1) (Black et
al., 2010).

La GA se torna peligrosa cuando el paciente pediatrico presenta un cuadro de
deshidratacion grave, que si no es tratado a tiempo, el nifio puede entrar en shock y
eventualmente fallecer. Los pacientes con mayor riesgo de hospitalizacion y muerte
debido a la GA son principalmente nifios entre 6 meses y 2 afios de edad (Chandran et
al., 2010).

La GA afecta de forma desproporcional a los nifios en paises en vias de desarrollo,
donde existe una tasa de mortalidad mas elevada debido principalmente a un acceso
limitado al agua potable, carencias en el saneamiento basico y factores de riesgo
nutricional, como el amamantamiento por un tiempo inferior al adecuado, deficiencia de
zinc y vitamina A, sumados a un servicio precario de asistencia médica (Brown et al.,
2009; Lamberti et al., 2011).

Antes de la identificacion de los virus como agentes etioldgicos de GA, méas del
80% de los episodios de esta enfermedad no tenian causa definida. Fue a partir de la
década del 70’s, con el uso de la microscopia electronica para analizar muestras fecales
de pacientes con GA, que se pudo identificar estos agentes virales. Actualmente, los
virus se definen como los agentes etiolégicos mas importantes de GA en el mundo, y
entre los mas comunes estan aquellos pertenecientes a las familias virales Reoviridae
(principalmente los Rotavirus del Grupo A — RVA), Caliciviridae (principalmente los

Norovirus -NV- de los Genogrupos | y Il — NVGI y NVGII), Astroviridae

11



(principalmente los Mamastrovirus 1 — MastV-1), y AdeNV iridae (principalmente los
AdeNV irus entéricos — AAVE) (Wilhelmi et al., 2003). Solamente los RVA y NV en
conjunto han sido reportados como responsables por mas del 50% de las muertes por
GA de nifios menores de 5 afios de edad a nivel global (Walker et al., 2013; Patel et al.,
2008).

Neumonia
e s,
14% 4%
| Complicaciones en el
/ parto prematuro 12%

Otras enfermedades
no-transmisibles cronicas

4%* nl
~ Asfixia al

nacer
0,
Otras Muertes o =

infecciones neonatales
6% 41%
-~ Septicemia

Meningitis 2% ~
Tos ferina 2%
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SIDA 2% e Otros 5%
NG ;
Malaria 8% Anomalias
/ \ congénitas 3%
Lesiones 3% / '.i N
Sarampion 1% 14% 1% Tétano 1%
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Gastroenteritis Aguda

Figura 1.1 — Causas de muerte a nivel global en nifios. Los datos de muertes estan separados en
neonatos entre 0 y 27 dias de edad, y nifios entre 1 y 59 meses de edad. No se muestran las causas que
provocan menos de 1% de muertes. *Incluye datos de anomalias congénitas. (Adaptado de Black et al.,
2010).

Al afo 2000 se estimaba entre 1.6 y 2.5 millones de muertes por afio a nivel mundial
a causa de la GA en nifios menores de 5 afios de edad (Kosek et al., 2003). Ya para el
afio 2008, una notable reduccion a 1.3 millones de muertes habia sido reportada (Black
et al., 2010). Y finalmente, segun un estudio mas reciente, se ha reportado para el afio
2011 la notable reduccién a 700.000 muertes anuales por GA en nifios menores de 5
afios de edad en todo el planeta (Walker et al., 2013). A pesar de que se observa
actualmente una reduccion significativa de las muertes provocadas por esta enfermedad,

esta tasa de mortalidad por GA permanece inaceptablemente alta, ya que se trata de
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muertes totalmente evitables mediante prevencion y tratamiento. Existe un tratamiento
sumamente efectivo y de facil aplicacion para pacientes con GA, que es el uso de
soluciones de rehidratacion oral (o intravenosa) suplementadas con Zinc. Y por otro
lado, existen hoy en dia varias vacunas, dos de ellas usadas globalmente, contra RVA
(el principal agente etioldgico de la GA infantil — GAI), que también han mostrado ser
muy efectivas en la prevencion de la GA de cualquier etiologia (Dennehy, 2015;
Santosham et al., 2011).

1.2 — Virologia ambiental

Los virus son uno de los agentes etioldgicos més importantes en las enfermedades
transmitidas por el agua (de transmision hidrica). La mayoria de los virus de
transmision hidrica son aquellos que infectan el aparato digestivo y son excretados en
las heces de las personas infectadas, por lo que se los denomina como virus entéricos.
Dentro de ellos, los que tienen una mayor importancia epidemioldgica para el humano
son: RVA, NV, AdVE, MAstV-1, Virus de la Hepatitis A (VHA), Enterovirus (EV),
Poliomavirus (PyV), Sapovirus (SV) y Virus de la Hepatitis E (VHE); los cuales tienen
un alto impacto en la salud humana siendo causantes de diversas enfermedades, sin
embargo, otros géneros menos frecuentes también pueden ser detectados como ser
Picobirnavirus, Bocavirus, Aikivirus y Coronavirus (Metcalf et al., 1995).

Los virus entéricos son introducidos en diferentes ambientes acuaticos
principalmente mediante el vertido de aguas residuales, pero otras vias también pueden
ser: la fuga de sistemas sépticos, escorrentia urbana y agricola, asi como también a
través del vertido de aguas residuales de buques (Fong y Lipp, 2005).

Estos virus entéricos presentan algunas caracteristicas en comdn que los convierten
en un agente de contaminacion frecuentemente encontrado en aguas medioambientales,
pudiendo ser facilmente transmitidos a individuos susceptibles que entran en contacto
con estas aguas; tales como: gran resistencia a las condiciones desfavorables del medio
ambiente (pH, temperatura, radiacion UV), baja dosis infectante (entre 10 y 100
particulas virales infecciosas) y que son eliminados en las heces de los individuos
infectados en grandes cantidades (hasta 10 particulas virales infecciosas por gramo de
materia fecal) (Olives & Mas, 2007).

La Virologia Ambiental estudia la diseminacion de virus en diferentes tipos de
matrices ambientales (aguas —superficiales, subterraneas, residuales urbanas—, fomites —

por ejemplo: superficies hospitalarias—, alimentos —principalmente aquellos que se
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consumen crudos o semicrudos, por ejemplo: ostras—, y el aire), y como estos virus
persisten en el ambiente y a través de que vias pueden llegar a entrar en contacto con un
individuo susceptible (Sinclair et al., 2009; Verreault et al., 2008; Carter, 2005; Asano
& Cotruvo 2004; Sattar, 2004).

Una de las principales lineas de investigacion dentro de la Virologia Ambiental es el
analisis de la presencia de virus entéricos humanos de transmision hidrica, una lista de
virus muy extensa y diversa, y que ain no conocemos en su totalidad (Aw et al., 2014).
En este sentido, esta disciplina estudia, entre otras cosas: la incidencia y
comportamiento de los virus en las distintas matrices acuéticas, el riesgo de infeccion de
un individuo que entra en contacto con éstas aguas, la eficiencia de los procesos de
tratamiento y desinfeccion de aguas residuales, y también aporta conocimiento al
monitoreo rutinario de la calidad del proceso de potabilizacion del agua (Bosch et al.,
2008; Carter, 2005; Bosch, 1998).

I Excrecion humana |

| Aguas residuales |

Aguas marinas Rios y lagos | Aguas subterraneas | Irrigacion
Bivalvos Recreacion | Agua de consumo | | Vegetales Aerosoles
| Ser humano |

Figura 1.2 - Esquema representando las multiples rutas de transmisién a humanos de virus entéricos a

través del vertido de aguas residuales a sus diferentes cuerpos receptores (adaptado de Bosch et al., 1998).

Las aguas residuales urbanas son una de las fuentes de diseminacion de virus
entéricos mas importante, en las cuales grandes concentraciones de estos virus son
eliminadas diariamente a través del sistema de saneamiento hacia las redes de aguas
cloacales y plantas de tratamientos de aguas residuales (cuando éstas existen), que
finalmente son volcadas a cuerpos receptores en el ambiente como ser rios, arroyos,
lagos, estuarios, mares y océanos. Estos cuerpos receptores son luego utilizados para

generar agua de consumo, riego en campos de agricultura, lavado de frutas y vegetales
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(que generalmente se consumen crudos), para el cultivo de alimentos (por ejemplo,
mariscos que generalmente también se consumen crudos o semicrudos) y para
actividades recreacionales (zonas de playa, bafio, pesca y deportes acuéticos); y de esta
manera, los virus entéricos de transmision hidrica son una de las principales causas de
enfermedades relacionadas con el agua (Figura 1.2) (Metcalf et al., 1995; Bosch et
al.,1998; Carter, 2005; Bosch et al., 2008).

Cabe resaltar que 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 (Kitajima et al.
2014; Hata et al. 2013; Francy et al. 2012; Schlindwein et al. 2010; Morsy EI-Senousy
et al. 2007).

El agua residual contiene principalmente virus entéricos excretados por pacientes
pediatricos o adultos mayores con GA, que son los grupos etarios méas afectados por
estos virus, pero también contiene: i) virus excretados por individuos de todas las
edades, sean estos sintomaticos o asintomaticos, Yy ii) virus de origen animal, debido a
que las personas generalmente desechan las heces de sus animales (mascotas) en la red
de saneamiento de sus hogares; siendo que algunas de estas cepas animales,
dependiendo del virus, puede tener un potencial zoonotico importante (por ejemplo:
RVA). De esta manera, la vigilancia ambiental de virus -principalmente mediante el uso
de técnicas moleculares- presentes en aguas residuales urbanas, es una herramienta muy
util y potente para obtener un panorama completo de la diversidad genética viral que
circula en todos los individuos de la poblacién. Asi, se pueden obtener datos que
reflejen por si solos (0 complementen estudios realizados con muestras clinicas de
pacientes con GA), los virus entéricos que estan infectando una poblacion especifica en
un tiempo y lugar determinado, permitiendo realizar estudios de epidemiologia
molecular de estos virus en dicha poblacion (Bosch et al., 2008; Carter, 2005; Bosch,
1998; Metcalf et al., 1995).

1.3 — Rotavirus del Grupo A (RVA)

Los Rotavirus constituyen los agentes etiologicos mas importantes de
Gastroenteritis Aguda Infantil (GAI) en nifios menores de 5 afios de edad en todo el
mundo. Su incidencia es similar tanto en paises en vias de desarrollo como en aquellos

desarrollados, siendo responsables de entre 30 y 50% de los casos de GAI a nivel
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global. Sin embargo, se registran tasas de hospitalizacion y mortalidad elevadas sobre
todo en paises en vias de desarrollo; donde este virus, comparado con otros agentes
etiologicos (virus, bacterias y parasitos), es la causa principal de GAI severa en nifios de
hasta dos afios de edad (Estes & Greenberg 2013; Kotloff et al., 2013; Platts-Mills et al.,
2015).

1.3.1 — Historia

Los RV fueron descubiertos por primera vez por Bishop y col. (1973) a traves
del andlisis por Microscopia Electrénica (ME) de células epiteliales del duodeno de un
nifios con GA. Estos autores describieron la presencia de vesiculas citoplasmaticas con
particulas virales semejantes a los Orbivirus, y los denominaron Orbivirus-like agent.
Particulas virales semejantes también fueron detectadas por Flewett y col. (1974) en la
materia fecal de nifios con GA. Luego de estos descubrimientos, estos virus fueron
denominados Duovirus (Davidson et al., 1975). Finalmente, fue propuesta la
denominacion de Rotavirus, debido al aspecto similar a una rueda (“rota” en latin
significa rueda) de la particula viral cuando es observada por ME utilizando la técnica
de contrastacion negativa (Figura 1.3D), y fueron constituidos como un nuevo género
denominado Rotavirus, dentro de la familia Reoviridae (Flewett & Wood, 1978). Su
primera deteccién en América Latina fue realizada en Brasil, por Linhares y col. (1973),

también al examinar materia fecal de nifios con GA por ME.

1.3.2 — Estructura del virién

La particula viral (o virion) tiene aproximadamente 100 nanémetros (nm) de
diametro, desnuda, con simetria icosaédrica y estd constituida de tres cubiertas
conceéntricas de proteinas que rodean el genoma viral y se denominan (de adentro hacia
afuera) de la siguiente manera: Céapside interna (o Core viral), Cépside intermedia, y
Cépside externa (Figura 1.3C y E). El Core viral esta compuesto de 120 copias de la
proteina VP2. Se ha descrito que dicha proteina mantiene contacto con el complejo de la
polimerasa viral compuesto por las proteinas VP1 (la ARN-polimerasa ARN-
dependiente viral) y VP3 (proteina con actividad guanidil- y metil-transfersa, y que es la
enzima responsable por la adicion del CAP al ARN mensajero viral) (McClain et al.,
2010). La capside intermedia estd constituida por 260 trimeros de la proteina VP6 que
por un lado le brindan estabilidad al Core viral, y por el otro funcionan como un

adaptador para la céapside externa, que es esencial en las etapas de adsorcion y
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penetracion viral en la célula huésped. Esta Gltima cubierta proteica, esta compuesta por
trimeros de la glicoproteina VVP7, directamente posicionados sobre la proteina VP6. Los
trimeros de VP7 son dependientes de —y se encuentran asociados a— los iones de Calcio
(Ca?"), los cuales mantienen la estabilidad de este trimero. Ademas de la proteina VP7,
en la capside externa estd compuesta también por 60 trimeros de la proteina VP4, que
sobresalen de la superficie de la capside externa constituyendo las espiculas virales
propiamente dichas. La proteina VP4 es el receptor viral propiamente dicho, actuando
también VP7 como correceptor durante el proceso de adsorcion y penetracion viral
(Patton, 2012).

lsEGMENTOS PROTEINAS B) ESQUEMA DEL VIRION C)
CODIFICADAS (localizacién de proteinas)

CENOMICOS A)

——

—-10\"‘3"\

=i NSPE (Not Visible,

off bottom of gel)

RECONSTRUCCION 3D )
VP4 yp7

Figura 1.3 — Estructura del virién y genoma viral. A) Resultado de una electroforesis en gel de
poliacrilamida (EGPA) del ARN gendmico de rotavirus (cepa viral de rotavirus simio SA11, en este caso)
en el que se visualiza el electroferotipo tipico de rotavirus, con sus 11 segmentos gendmicos numerados a
la derecha de la figura. B) Resultado de una EGPA con las proteinas virales codificadas por cada
segmento genomico. C) Dibujo esquematicos del virién de rotavirus mostrando la ubicacion en la
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particula viral de cada una de sus proteinas estructurales. D) Micrografia electrénica obtenida por la
técnica de microscopia electrénica de transmisiéon con contrastacion negativa de un preparado
conteniendo particulas virales de rotavirus (gentilmente cedida por la Dra. Monika Barth, Laboratorio de
Morfologia y Morfogénesis Viral, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). E) Reconstruccion
tridimensional (3D) de la particula viral de rotavirus realizada a partir de datos obtenidos de andlisis de
viriones por Criomicroscopia Electrénica asociada al uso de programas bioinformaticos que realizan el
procesamiento de las imagenes, mostrando las proteinas estructurales del virus que conforman cada una
de las tres cubiertas protéicas que rodean el genoma viral, mediante cortes transversales y longitudinales
de las figuras. (Figura adaptada de Pesavento et al., 2001; Jayaram et al., 2004; Estes et al., 2001).

1.3.3 — Genoma y proteinas virales

Los rotavirus poseen un genoma de ARN doble hebra (ARNdh) segmentando. El
genoma estd formado por 11 segmentos de ARNdh (Figura 1.3A), denominados
segmentos gendmicos, y si concatenamos todos los segmentos el genoma tendria una
longitud aproximada de 18.522 pb. Los 11 segmentos gendmicos varian en longitud
entre 667 pb (segmento 11) a 3302 pb (segmento 1), y cada uno de ellos codifica para
una proteina viral, con excepcion del segmento 11 que puede codificar para 2 proteinas
(Figura 1.3B), por lo tanto, siendo en total 11 o 12 proteinas virales: 6 proteinas
estructurales (VP1-4, VP6-7) y 5 o 6 proteinas no-estructurales (NSP1-6). Los
segmentos gendmicos estdn compuestos por una hebra de polaridad positiva y otra de
polaridad negativa que se aparean completamente de punta a punta, garantizando una
mayor estabilidad del segmento genémico (Estes & Greenbeg, 2013).

La cepa prototipo SA11 (de origen simia) fue la primera en tener su genoma
totalmente secuenciado. Actualmente, se ha secuenciado el genoma completo de
diversas cepas de rotavirus provenientes de humanos y animales (Matthijnssens et al.,
2011).

Los segmentos gendmicos de rotavirus tienen una estructura similar con las
siguientes caracteristicas en comun: i) tienen una secuencia nucleotidica rica en adenina
y uracilo (58-67%), ii) una estructura CAP (o “caperuza”) en el extremo 5 formada por
la secuencia: m7GpppG(m)GPYy, iii) no tienen cola poli-A en el extremo 3, iv) tienen
(la mayoria) un Unico marco abierto de lectura (ORF, del inglés: Open Reading Frame),
v) el ORF se encuentra flanqueado por regiones no-codificantes en sus extremos 5" y 3,
que pueden variar en longitud, pero presentan en comun pequefias secuencias
nucleotidicas que son usadas como sefiales para: transcripcion, transporte de los ARN

virales, replicacién y empaquetamiento de los segmentos gendmicos en el Core durante
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la morfogénesis viral. Todos los segmentos deben presentar los mismos elementos
reguladores en cis ya que son todos replicados por la misma polimerasa (Figura 1.4A 'y
B). Por otro lado, cada segmento debe tener una sefial Unica porque deben ser
distinguidos uno de otros durante su empaquetamiento en el Core en la morfogénesis
viral (Figura 1.4C) (McDonald & Patton, 2011; Estes & Greenberg, 2013).

Se conocen en la actualidad las funciones principales de las proteinas virales de
rotavirus, las cuales han sido ampliamente estudiadas (Estes & Greenberg, 2013), y las
mismas son (Figura 1.4D):

VP1) “Polimerasa viral”, es una Polimerasa de ARN dependiente de ARN.

VP2) Forma el Core o cépside interna, y también forma parte del “complejo de
replicacion” (formado por VP1, VP2 y VP3).

VP3) Es una Metil- y Guanidil-transferasa, ademés es la responsable de la
adicion del CAP en el ARN mensajero viral (ARNmv).

VP4) Es la “espicula viral”, y es la proteina viral que realiza la primera
interaccidn con el receptor celular en la membrana plasmatica de la célula blanco, y por
lo tanto participa en los procesos de adsorcion y penetracion viral. Es susceptible a
proteolisis por parte de tripsina pancreética, y la accion de esta enzima celular sobre
VP4 es fundamental, ya que resulta en la exposicion de sitios activos mediante la
modificacion estructural de VP4, transformandose ésta en dos péptidos: VP5* y VP8*
(que permanecen asociados al virion), que son los directamente responsables (en
conjunto con VVP7) de la adsorcion y penetracion viral.

VP6) Forma la cépside intermedia. Es la proteina mas abundante del viridn
(representando aprox. 51% de las proteinas que lo componen). Probablemente sea esta
la causa por la cual la mayoria de los anticuerpos generados durante una infeccion de
rotavirus sean contra ésta proteina. Participa en dos funciones importantes: a) adsorcion
y penetracion viral (mediante su interaccion con VP4 y VP7), y b) “transcripcion
endogena” de los segmentos genomicos (interaccionando con VP2, y formando los
canales por los cuales salen los nuevos ARN virales desde el interior de la particula
viral hacia el citosol).

VP7) Es la Unica glicoproteina del virién. Junto con VP4 forman la céapside
externa. Actla como co-receptor viral, modulando la actividad de VP4 al interaccionar
con otros receptores celulares luego del proceso de adsorcion mediado por la porcion (o
péptido) VP5* de la proteina VP4. Como fue mencionado anteriormente, la estabilidad

de sus trimeros depende de Ca?*. Cuando el virion es endocitado por la célula blanco, la
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baja concentracion de Ca?* dentro de éste desestabiliza los trimeros de VP7, lo que se
refleja en un arreglo distinto de VP4, que desencadena la entrada del virus al citosol
celular.

NSP1) Actia como antagonista del Interferon tipo 1 (IFN-I), inhibiendo su
expresion en la célula hospedera. De esta forma inhibe la principal respuesta inmune
innata contra las infecciones virales.

NSP2) Es una NTP-asa. Y es responsable junto con NSP5 de la formacion del
“Viroplasma” o “fabrica viral”. Este, es un cuerpo de inclusion citoplasmatico que se
forma durante una infeccidn con rotavirus, y es dentro de él que ocurre el ensamblaje
parcial del virion (virion sin capside externa) y la replicacion del genoma. Los
Viroplasmas ofrecen un ambiente protegido (de nucleasas celulares y de la respuesta
inmune) para que estos procesos ocurran.

NSP3) Es un potenciador de la traduccién. Compite con la proteina de union a la
cola Poli-A celular (PABP, del inglés: Poli-A binding protein) por la unién al factor de
inicio de la traduccion elF4G. Por lo que se sugiere que esta proteina podria favorecer la
traduccion de los ARNmv frente a los ARNm celulares, provocando la interrupcién de
la sintesis protéica celular (o shut-off celular). Aunque algunos estudios recientes
demuestran que no es fundamental para la traduccion del ARNmv.

NSP4) Es la primer enterotoxina viral descrita. Es capaz de producir GA por si
sola, en una célula sin infeccion con rotavirus. También se encuentra involucrada en el
proceso de morfogénesis, en la etapa final de la misma, es responsable de que la
particula viral adquiera la capside externa antes de su egreso.

NSP5 & NSP6) La primera es una fosfoproteina con actividad autoquinasa.
Junto con NSP2 forman el Viroplasma. La segunda es codificada por el mismo
segmento genomico (11) en un ORF diferente, e interacciona con NSP5 en el
Viroplasma; algunas variantes de rotavirus no codifican para ésta Ultima proteina
(NSP6).

1.3.4 — Replicacion viral

La replicacion de los rotavirus ocurre en el tercio apical de los enterocitos
maduros de las microvellosidades de los primeros dos tercios del intestino delgado
(Estes & Greenberg, 2013).

20



A) togodcame o codificante B) Seleccion para empaquetamiento? Seleccion para empaquetamiento?
e imbnierepaterty
(9-48) ORF (17-182) uauaAcc .
AUG
\ 2do AUG enfase o fuera de fase UUAAGUUAGAACUGUAUGAUGUGACC
GGCUUUUAAA ” -
A ‘ ARN+Citosélico ARN+ Viroplésmico Seleccién para empaquetamiento?
< > |« > (g ——
& Elementos Stem-
5-() Complejo deinicio de hebra Secuencia Promotor
< > Potenciadora en 3" minimo  § Teguladores toop
encis G
Secuencia s Molde para la Molde para la
Potenciadora en 5’ B anics W deneconivg traduccién replicacion 3
< >
Secuencia de empaquetamiento? St ia d
1 1088
D) ¥ VP{ '_s:m ARN polimerasa ARN dependiente
1 Unién a ARN simple hebra, complejo conVP3
1 881
24 VP2 12690 Proteina del Core
d Requerida para la actividad replicasa de VP1
eq P P
1 5
31 VP3 558 2501 Metiltransferasa
: . guanidiltransferasa
1 776
44 VPa 1382 Sensible a Proteasa
5 s Ao
C) 5 491 1581
54 NSP1 = Antagonista del Interferén
; .O 1 397
6 ¥ VP6 }_‘356 Proteina de la cdpside Intermedia
q Wy - S —_— Requerida para la transcripcién
1 318
Q ::x, ::::Z L ) 74 NSP3 = JLto4 Potenciador de la Traduccién
Se une al extremo 3° de los ARNmv
S 317
11ARN(+)y CP s"’“:’;;i, - Ensamblaje del Core Core amente | |8 & NSP2 L1059 NTPasa
ARN ormado T Forma el viroplasma junto con NSPS
1
g% vz p™m Proteina Glicosilada
T Antigeno de neutralizacién
1 175 .
ho¥ NSP4 I Enterotoxina
Viroporina, modula el calcio intracelular
NSP6 198
14 NSP5 | FosfoProteina
Quinasa, forma el viroplasma con NSP2

Figura 1.4 — Estructura de los segmentos genémicos de rotavirus y funciones principales de sus
proteinas codificadas. A) Caracteristicas principales de los segmentos genémicos de rotavirus. El
esquema muestra la estructura general de los segmentos genémicos de rotavirus basado en el andlisis de
secuencias publicadas de los segmentos 1 al 11. B) Esquema mostrando la interaccion que se cree que
ocurre entre las regiones no codificantes de los extremos 5" y 3" del ARN de polaridad positiva (ARN(+))
capeado. Esta interaccion se da a través del apareamiento de bases que permite la formacion de un ARN
con estructura secundaria con forma de “bucle” (panhandle structure en inglés), que sirve por un lado
como molde para la traduccién (en el citosol) y por otro lado como molde para la replicacion (en el
viroplasma). C) Modelo més aceptado en la actualidad que explica el mecanismo por el cual los 11
ARN(+) son empaquetados dentro del Core durante la morfogénesis viral. En este modelo los 11
segmentos se unen cada uno a un complejo polimerasa —CP— (VP1/VP3), y luego los 11 PC/ARN(+) son
reconocidos entre si via interacciones especificas localizadas en cada uno de los 11 ARN(+) —indicadas
como selective packaging sequences en las partes A 'y B) de esta misma figura—, para que luego VP2 se
ensamble alrededor de estos 11 PC/ARN(+) formando asi un Core completo y competente para realizar la
replicacion. Se cree que NSP2 y NSP5 podrian funcionar para regular el tiempo del ensamblaje del Core.
D) Esquema de la estructura del genoma de rotavirus, basado en el analisis de la cepa prototipo SA11. Se
muestra el largo de cada segmento en nucleétidos, y el largo en aminoacidos de cada proteina que
codifican. Las lineas negras a los extremos 5” y 3" representan las regiones no-codificantes. A la derecha
de cada segmento gendmico se muestran algunas de las funciones principales de cada proteina viral,
marcando en rojo la letra que es usada para el nuevo sistema de clasificacion basado en el genoma
completo de rotavirus, propuesto por el RCGW: Matthijenssens et al., 2011. (Figura adaptada de
McDonalds & Patton, 2011; Estes & Greenberg 2013).

En primera instancia, durante el proceso de adsorcion viral (proceso complejo

que involucra muchas proteinas y que todavia no fue complemente dilucidado), la
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tripsina pancreatica del tracto gastrointestinal cliva las espiculas virales (VP4),
transforméandola en VP5* y VP8*. EI péptido VP8* seria el responsable de la primera
interaccion del virus con la célula huésped durante el proceso de adsorcién viral
(binding receptor). En algunos casos se observa la interaccién de VP8* con proteinas
celulares de membrana ricas en acido siadlico (Figura 1.5, parte A), pero se cree que
otras proteinas de la superficie celular también actian como receptores de este virus.

Luego de la union inicial de VP8*, el péptido VVP5* actlla como co-receptor viral
durante la adsorcion (o post-binding receptor), uniéndose a la integrina a2B1 (Figura
1.5, parte B). Luego, se cree que VP5* interaccionaria con la chaperona hsc70 (Figura
1.5, parte C). La proteina VP7 también actuaria como post-binding receptor, ya que fue
demostrado que también se une a las integrinas avP3 y axp2 (Figura 1.5, parte C)
(Lopez & Arias, 2006).

El mecanismo de penetracion viral no ha sido adn dilucidado. Por lo cual, se
proponen los siguientes mecanismos: i) endocitosis mediada por receptor, ii)
penetracién directa en raft lipidicos, que son microdominios lipidicos que poseen una
alta densidad de glicoesfingolipidos y un conjunto especificos de proteinas de superficie
celular, tales como chaperonas e integrinas. Se cree que posiblemente mas de un
mecanismo de penetracion actde en el caso de rotavirus (Figura 1.5, parte D) (lsa et al.,
2004). Una vez el virus ingresa al citosol, la concentracion baja de Ca®* que alli existe,
desencadena la desestabilizacion de los trimeros de VP7 y la perdida de la capside
externa. La pérdida de ésta, activa el complejo polimerasa (CP), formado por VP1 y
VP3, en el Core, y los ARN(+) capeados son transcriptos desde la particula doblemente
envueltas (DLPs, del inglés: Double-Layered Particles) hacia el citosol, proceso
conocido como transcripcion endégena (Figura 1.5, parte E) (Lawton et al., 1997). Este
ARN(+) sirve tanto como ARNmv para sintetizar las proteinas virales (Figura 1.5, parte
F), asi como molde para producir ARN(-) durante la replicacion viral (Figura 1.5, parte
G, y Figura 1.4B) (Lopez & Avrias, 2006; Isa et al., 2004).

Las proteinas sintetizadas y los ARN(+) son reunidos en el citosol de la célula
infectada, formando un material amorfo denominado Viroplasma (ver descripcion en
seccién anterior). ElI empaquetamiento del genoma se inicia cuando el CP se une al
extremo 3" del ARN(+) viral. Se cree que existe una interaccion entre los 11 segmentos
genomicos, y que la proteina VP2 se organiza entorno a los mismos formando el Core y

activando los CPs (Figura 1.5, parte G y Figura 1.4C). La proteina VVP6 reconoce el
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Core sintetizado y se ensambla sobre él formando las DLPs (Figura 1.5, parte H)
(McDonalds & Patton, 2011; Estes & Greenberg, 2013).
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pasos cl ciclo replicativo y se explican de forma resumoida cada uno de ellos en el texto, en la seccion

“1.3.4 — Replicacion viral”. (Figura adaptada de Estes & Greenberg, 2013).

La proteina NSP4 se inserta en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE)
como una proteina transmembrana. ElI dominio citoplasmatico de NSP4 se une a las
DLPs mediante su unién a VP6, para enseguida unirse también a VP4 y VP7 que
también se encuentran insertadas en la membrana del RE (Figura 1.5, parte H),
propiciando de esta forma el brotamiento de las DLPs hacia lumen del RE, y la
formacion de DLPs con envoltura transitoria (Figura 1.5, parte 1), que enseguida pierden
esta envoltura formandose finalmente las particulas virales maduras triplemente
envueltas o TLPs (Figura 1.5, parte J) (del inglés: Triple-Layered Patricles). Luego del
egreso del virion de la célula, la tripsina pancreética de tracto gastrointestinal cliva VP4
en VP8 y VP5, lo que finalmente resulta en la formacién del virion completo infeccioso
(Estes & Greenberg, 2013).
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Estudios in vitro indican que el virus puede salir de la célula a través de lisis
celular (Figura 1.5, parte K) o mediante la utilizacion de una via secretora (Figura 1.5,
parte L) (Musalem & Espejo, 1985; Jourdan et al., 1997; Trask et al., 2012).

1.3.5 - Clasificacion

Los Rotavirus constituyen un género dentro de la familia Reoviridae. EI género
Rotavirus es dividido en 8 especies o grupos denominados con las letras A a H, y con la
siguiente nomenclatura: Rotavirus del grupo A -RVA- a RVH (ICTV, 2015). Esta
clasificacion de los Rotavirus en especies o grupos fue inicialmente establecida en base
a determinantes antigénicos presentes en la proteina VP6, lo que fue recientemente
corroborado mediante analisis filogenéticos basados en su secuencia aminoacidica
(Matthijnssens et al., 2012).

Los RVA, B y C infectan tanto humanos como otros mamiferos, mientras que
los RVD a RVG han sido encontrados solo en mamiferos no-humanos (de ahora en méas
llamados como ‘“animales” para diferenciarlos de los humanos) y aves (Estes &
Greenberg, 2013). En tanto, el RVH ha sido recientemente incorporado como una nueva
especie, siendo identificado a la fecha solo en adultos humanos en China y Bangladesh
(Matthijnssens et al., 2012). EL RVA ha sido claramente establecido como el principal
agente etiologico de GA en nifios pequefios y en individuos jovenes de varios animales
y aves. Los RVB han sido asociados con epidemias anuales de diarrea grave en adultos
y los RVC se han reportado esporadicamente en muestras fecales de nifios con diarrea y
en varios brotes dentro del grupo familiar, pero su importancia clinica no esta clara.
Debido a su importancia epidemioldgica en humanos (principalmente) y en animales
domésticos de produccion pecuaria y de estimacién (mascotas), siendo responsables de
mas del 90% de los casos de GA que ocurren en estos, se ha establecido un sistema de
clasificacion binaria para diferenciar las diferentes estirpes de RVA (Estes &
Greenberg, 2013).

El sistema de clasificacion binaria para los RVA, se basa en las propiedades
inmunoldgicas (determinando serotipos) y genéticas (determinando genotipos) de los
genes que codifican para las dos proteinas de la capside externa de la particula viral,
VP4 y VP7 (similar al que existe para los virus Influenza A, con base en las proteinas
Hemaglutinina y Neuroaminidasa). El gen de la proteina VP4 define los
serotipos/genotipos “P” (P, de sensible a Proteasa), en tanto que el gen de la proteina

VP7 define los serotipos/genotipos “G” (G, de Glicoproteina). En lo que se refiere a la
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nomenclatura de este sistema de clasificacion binario de RVA, la designacion de los
serotipos G coincide con la designacion de los genotipos G, siendo respetada la
siguiente regla: la letra “G” acompafiada del numero de serotipo/genotipo
correspondiente. Por otro lado, una nomenclatura dual fue adoptada para la clasificacion
serologica y genética con base en la proteina VP4. Ya que para el caso de VP4, al
contrario de lo que ocurre con VP7, los serotipos y genotipos determinados a partir de
esta proteina no coinciden. De esta forma, los serotipos son descriptos con la letra “P”
acompariada del ndmero de serotipo y/o numero de genotipo correspondiente entre
paréntesis recto. A modo de ejemplo, la cepa viral de RVA que mas circula en todo el
mundo es clasificada de acuerdo a este sistema de la siguiente manera: G1P1A[8] (Estes
& Greenberg, 2013).

La elevada variabilidad genética de los genes que codifican para las proteinas
VP4 y VP7 en RVA, ha determinado que actualmente se conozcan 37 genotipos P y 27
genotipos G, respectivamente (Matthijnssens et al., 2011; Trojnar et al., 2013).

Recientemente, el Rotavirus Classification Working Group (RCWG) ha
propuesto un nuevo sistema de clasificacion para RVA basado en la secuencia de
genomas completos. En el mismo se asignan diferentes genotipos para cada uno de los
11 segmentos genomicos, de acuerdo a valores de cut-off especificos de identidad
nucleotidica para cada uno de los genes. Los genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 son descriptos usando las siguientes abreviaciones:
GX-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx (X = nldmero arabicos a partir de 1),
respectivamente. Basados en esta clasificacion, ya fueron descritos los siguientes
genotipos: 27 G-, 37 P-, 17 I-, 9 R-, 9C-, 8 M-, 16 A-, 10 N-, 12 T-, 15 E-, y 11 H.
Adicionalmente, el RCWG ha propuesto la siguiente nomenclatura para las cepas
individuales de Rotavirus: Especie de Rotavirus/nombre comun de la especie hospedera
de origen (identificando también si fue obtenido directamente de una muestra clinica -
wt, del inglés: wild type-, de cultivo celular -tc, a partir de ingenieria genética en el
laboratorio -lab, del inglés: laboratory-, del inglés tissue culture-, o de una muestra
ambiental -Env, de inglés Environment)/ pais de identificacion (utilizando la
abreviacion de tres letras segun el cédigo 1SO 3166-1 alpha-3)/nombre asignado a la
cepa por el grupo de investigacion/ afio de identificacion/ G-tipo (Gx: x =
serotipo/genotipo) y P-tipo (Py[x]: y = serotipo, x = genotipo). A modo de ejemplo,
segun este nuevo sistema de clasificacion gendémica de RVA la cepa prototipo de
rotavirus simio SA11 tiene los siguientes genotipos: G3-P[2]-12-R2-C5-M5-A5-N5-T5-
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E2-H5, y la siguiente nomenclatura del aislado con nimero de acceso DQ841262 en
Genbank: RVA/Simian-tc/ZAF/SA11-H96/1958/G3P5B[2] (Matthijnssens et al., 2011).

Por Gltimo, los RVA también han sido clasificados en genogrupos en base a
estudios de hibridizacion de sondas hechas con ARNmv de una cepa conocida, con los
11 segmentos genomicos de la cepa problema que se quiere clasificar (Flores et al.,
1985). Los dos genogrupos cominmente detectados en humanos son: i) el Wa-like (que
agrupa a los G- y P-genotipos cominmente detectados en humanos: G1, G3, G4 y G9
asociados a P[8]), y ii) el DS-1-like (que agrupa Unicamente al genotipo cominmente
detectado en humanos G2P[4]). Un tercer genogrupo, no muy frecuente en humanos, el
AU-1 like, agrupa los genotipos atipicos en humanos: G3P[9], G12P[9] (Nakagomi et
al., 1990). Estos 3 genogrupos fueron posteriormente observados en estudios de
gendémica de RVA (Matthijnssens et al., 2008), y una constelacion gendmica
conservada (excluyendo los G- y P-tipos) 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1, 12-R2-C2-
M2-A2-N2-T2-E2-H2, o 13-R3-C3-M3-A3/A12-N3-T3-E3-H3/H6, clasificadas como
genotipo 1 (o Wa-like), genotipo 2 (o DS-1-like) o AU-1-like, respectivamente, ha sido
observada (Matthijnssen & Van Ranst, 2012). Estos tres genogrupos reflejan una
diferencia total en su origen evolutivo y en la constelacién gendmica de sus cepas; Y, en
este sentido, un origen porcino, bovino y de perros/gatos ha sido propuesto para los
genogrupos Wa-like, DS-1-like y AU-1-like, respectivamente (Matthijnssens et al., 2008;
Nakagomi et al., 1990).

1.3.6 — Mecanismos de variabilidad genética y evolucion

Existe una gran diversidad genética de las cepas de RVA que circulan en la
poblacién humana, que es generada a través de diversos mecanismos de variabilidad
genética y evolucion que posee este virus, principalmente por la naturaleza de su
genoma de ARN y segmentado, ademas de ser un virus con un gran reservorio animal.

En primer lugar, al ser un virus de genoma ARN y que por lo tanto su ARN
polimerasa no posee capacidad correctora durante la replicacion, la ocurrencia de
mutaciones puntuales (mecanismo evolutivo descrito en inglés como antigenic drift) es
frecuente en este virus (Taniguchi & Urasawa, 1995). Estas mutaciones puntuales se
acumulan en el genoma, generando el surgimiento de linajes y sublinajes dentro de
diferentes G- y P-genotipos. En algunos casos con un elevado nimero de linajes y
sublinajes observados, como es el caso de G1, G9 y P[8] (Phan et al., 2007; Maranhao

et al., 2012; da Silva et al., 2013). Actualmente, solamente se ha podido calcular la tasa
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de evolucion para los genotipos G9 y G12, en 1,87x10-3 y 1,66x10-3 (sustituciones
nucleotidicas/sitio/afio), respectivamente, valores similares a los obtenidos para otros
virus ARN (Matthijnssens et al., 2010). En algunos casos, como es el caso del genotipo
G3, que es el genotipo con el mayor rango de huéspedes de RVA (el cual ha sido
detectado en: monos, conejos, cerdos, aves de corral, perros, gatos, caballos, ratones,
ovejas y seres humanos), se observa que existen algunos linajes tipicos de animales y
otros tipicos de humanos (Thongprachum et al., 2013).

En segundo lugar, al ser un virus con genoma segmentado, la ocurrencia de
reestructuraciones de segmentos genomicos (reassortment en inglés, y mecanismo
evolutivo descrito en el mismo idioma como antigenic shift), es frecuente en RVA. Los
reassortments en virus segmentados ocurren cuando dos cepas distintas (humana-
humana, humana-animal o animal-animal) infectan la misma célula, y durante el
proceso de morfogénesis viral ocurre un intercambio de segmentos genomicos
generando una progenie con segmentos de ambas cepas (virus reestructurado). Fueron
descritos por primera vez por Matsuno y colaboradores (1980) que realizaron una
coinfeccion en cultivo celular de rotavirus bovino (cepa Lincoln) y rotavirus simio (cepa
SA11), obteniendo un virus reestructurado. Los reassortments parecen ser un evento
frecuente en RVA, sin embargo, estudios recientes muestran que la mayoria de las
variantes originadas por este mecanismo son sustituidas a lo largo del tiempo por cepas
que presentan una constelacion gendémica que por algin motivo es dominante en la
poblacién viral (McDonald et al., 2009). La incidencia de los reasssortments esta
influenciada por la frecuencia de coinfecciones en la poblacion y la diversidad genética
de los RVA circulantes (Ghosh & Kobayashi, 2011). En este sentido, los animales
juegan un importante rol en la evolucion de los RVA en humanos, ya que son reservorio
de muchos genotipos que comunmente no circulan en la poblacion humana pero que
potencialmente pueden “quebrar” la barrera inter-especie e infectar al humano, ya sea
mediante una infeccion heter6loga (cuando un virién de origen animal es capaz de
infectar al humano y provocar enfermedad), o mediante un evento de reassortment
humano-animal; siendo la segunda opcidn la mas frecuentemente observada. Tanto la
infeccion heteréloga como el reassortment humano-animal, se han observado sobre
todo entre los animales domésticos de produccion pecuaria (como ser: bovinos,
porcinos, ovinos y equinos, entre otros), asi como los de estimacion (mascotas tales
como gatos y perros) y el humano. Existe en la actualidad, una amplia evidencia

documentada de la ocurrencia de reassortment entre animales domésticos y humanos, y
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en este sentido se ha observado la presencia de segmentos de origen animal en RVA
humanos que infectan y causan enfermedad en el hombre. Hasta el momento han sido
observados en RVA humanos segmentos gendémicos de animales como: bovinos,
porcinos, aves domésticas, perros, gatos y conejos. Estos eventos de reassortment
humano-animal (asi como las infecciones heterdlogas) ocurren con mayor frecuencia en
paises en vias de desarrollo donde generalmente: i) las condiciones de salud e higiene de
la poblacion son precarias, ii) las defensas inmunolégicas de la poblacién se encuentra
debilitadas a causa de mal nutricion y/o infecciones concomitantes con otros agentes
etioldgicos, v iii) el estrecho relacionamiento que existe entre humanos y animales
domesticos de produccion debido al gran desarrollo de la actividad pecuaria en
condiciones generalmente precarias de criacion y transporte; lo que aumenta las chances
de que ocurran infecciones mixtas, de un RVA humano y un RVA animal infectando un
mismo individuo, y de esta forma aumentando la probabilidad de que estos eventos de
reassortment se puedan llegar concretar (Estes & Greenberg, 2013). En este sentido, al
igual que ocurre para el caso de los virus de Influenza A, es fundamental el monitoreo
continuo de las cepas virales de RVA que circulan en animales, realizando una
caracterizacion molecular profunda de estas, para asi determinar los genotipos mas
prevalentes; sobre todo en aquellos paises, como es el caso de Uruguay, en donde los
animales se encuentran en estrecho contacto con la poblacion humana a causa de una
gran produccion pecuaria.

Otro mecanismo de variabilidad genética observado en los RVA, es el rearreglo
de segmento (rearrangements, en inglés). Los rearrangements son alteraciones en la
longitud de los segmentos gendmicos, ya sea debido a deleciones, inserciones o
duplicaciones de los mismos. Estos eventos generalmente son evidenciados a través de
un cambio en el patron de migracion del segmento que sufrié el rearrangement luego de
una electroforesis en geles de poliacrilamida (EGPA) del ARN viral, o sea, un cambio
en el perfil electroforético. Los rearrangement surgen por errores durante la replicacion
de un unico segmento, los mas frecuentemente observados en RVA son las
duplicaciones parciales (partial head-to-tail duplication, en inglés), y han sido
observados generalmente en los segmentos que codifican para NSP1, NSP3 y NSP5
(Estes & Greenberg, 2013). Estos eventos probablemente ocurran debido a una falla de
la polimerasa viral, la cual vuelve sobre la hebra molde reiniciado la replicacion del
mismo segmento (Desselberger, 1996). Inicialmente solamente habian sido descritos en

pacientes inmunodeprimidos (por ejemplo, paciente con HIV), o en cultivo celular a una
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alta multiplicidad de infeccion o MOI (del inglés, multiplicity of infection, siendo esta el
namero promedio de virus por célula), pero recientemente, Schnepf y colaboradores
(2008) describieron rearrangement en pacientes inmunocompetentes.

Por altimo, eventos de recombinacidn genética han sido observados, aungue con
muy poca frecuencia en RVA. Al igual que el reassortment, para que ocurra
recombinacion genética debe ocurrir una coinfeccion de una misma célula por dos cepas
virales diferentes de RVA. Existen algunos estudios mostrando recombinacion entre
genes de VP7 de diferentes G-genotipos y entre diferentes linajes del mismo G-genotipo
(Parra et al., 2004; Phan et al., 2007a; 2007b; Martinez-Laso et al., 2009).
Recientemente, mediante el anlisis del genoma completo de casi 800 cepas de RVA,
solamente se observd recombinacién en 0,7% de ellas, por lo cual el autor concluye que
este mecanismo de variabilidad genética no juega un rol importante en la evolucién de
los RVA (Woods, 2015).

1.3.7 — Patogénesis

La infeccidn provocada por RVA se limita a la mucosa gastrointestinal, aunque
existen algunos relatos puntuales de infeccion sistémica con deteccion de RV en sangre,
asi como en otros 6rganos y tejidos (Estes & Greenberg, 2013).

La GA provocada por RVA tiene un periodo de incubacion que varia entre 2 'y 4
dias, los sintomas generalmente empiezan abruptamente con fiebre y vomito, seguidos
de diarrea acuosa que puede durar de 3 a 8 dias (Staat et al., 2002; Lee et al., 2008).

La GA provocada por RVA es mas frecuente en nifios entre 3 y 36 meses de
edad. Se cree que infecciones maltiples ocurren a lo largo de la vida y debido a la
inmunidad adquirida en estos episodios los nifios con edades méas avanzadas y los
adultos sufran de episodios menos graves y/o asintomaticos (Anderson & Weber, 2004).

Los conocimientos actuales que se tienen sobre la patogénesis de RVA se basan
principalmente en estudios con modelos animales. Los RVA se replican en el epitelio
del intestino delgado, mas especificamente en los enterocitos maduros con funcién
absortiva que se encuentran en el tercio apical de las microvellosidades intestinales. La
GA causada por RVA es multifactorial, y, por lo tanto, diversos mecanismos estan
involucrados (Estes & Greenberg, 2013).

Como fue mencionado en la seccion 1.3.4, en la ultima etapa del ciclo de
replicacion, la progenie de rotavirus egresa de la célula muy probablemente por lisis

celular. La lisis de los enterocitos provocada por rotavirus, disminuye la capacidad
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absortiva del epitelio intestinal debido al dafio provocando atrofia de las
microvellosidades e hiperplasia de las criptas. Este dafio del epitelio, provoca
acumulacion de liquido (que no es absorbido) en el lumen del intestino, lo que provoca
diarrea osmotica y mal absortiva (Estes & Greenberg, 2013).

Ademas, la infeccion con rotavirus altera el metabolismo de las disacaridasas y
otras proteinas de membrana de los enterocitos haciendo que estos pierdan su capacidad
absortiva, lo que también provoca diarrea de tipo osmética y mal absortiva. Esto ocurre
al inicio de la infeccion, antes de la muerte celular. También se ha observado que antes
de la muerte celular, durante la infeccion con RVA ocurre estimulacion del sistema
nervioso entérico (SNE) que induce diarrea tipo secretoria y aumento la movilidad
intestinal (Franco et al., 2006).

Sumado a lo mencionado anteriormente, la proteina NSP4 de rotavirus se ha
descrito como la primer enterotoxina de origen viral. Esta proteina por si sola es capaz
de desencadenar diarrea de tipo secretora en ratones. Como se ha mencionado en la
seccion 1.3.4, esta proteina se inserta en la membrana de RE durante la morfogénesis
viral. Se cree que esta proteina actGa como viroporina liberando el Ca®* que se
encuentra dentro de éste al citosol. El aumento de Ca?* en el citosol altera el
metabolismo de los enterocitos, lo que acaba provocando diarrea de tipo secretora.
Ademas, la NSP4 (o un fragmento en forma de péptido de la misma: del aminoécido
112 al 175) es liberada de las células infectadas, actuando de forma parécrina sobre
células vecinas (que atn no han sido infectadas por el virus), en las que provoca diarrea
de tipo secretora por la via de sefalizacion intracelular de la Fosfolipasa C y la
secrecion de cloro (Estes & Greenberg, 2013).

Finalmente, recientemente se ha observado que el SNE puede ser activado
mediante la liberacion de serotonina de unas células del sistema entero-endocrino
denominadas en inglés enterochromaffin cells al ser infectadas con rotavirus o
estimuladas por NSP4. La serotonina liberada es capaz de: i) por un lado estimular el
vomito mediante la activacion del Nucleo del Tracto Solitario (area especifica del
tronco encefalico vinculada con la induccion de nauseas y vomito) a través de nervios
vagos aferentes que se encuentran conectados a éste desde el SNE del intestino, y por
otro lado, ii) es capaz de activar el SNE provocando diarrea (Hagbom et al., 2011; Estes
& Greenberg, 2013).
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1.3.8 — Tratamiento y prevencion

El tratamiento de la GA provocada por rotavirus tiene como base reponer los
fluidos y electrolitos. Para rehidratar al nifio, se recomienda el uso de una Solucion de
Rehidratacion Oral (SRO), que puede ser la formula de la OMS u otra formula
comercial. En casos de nifios que no esten completamente consientes 0 no puedan beber
la SRO, se recomienda el uso de hidratacion intravenosa, con la introduccion de la SRO
tan pronto como sea posible. La terapia nutricional e la asistencia meédica son
extremadamente importantes, ayudando a reducir la morbilidad y mortalidad causada
por RVA. No existen antivirales disponibles para el tratamiento de las infecciones por
RVA, y el uso de drogas con efecto antimovilidad (ej. Loperamida) o antisecrecion (gj.
Racecadotril) intestinal, o agentes de union a toxinas, no se recomienda en casos de
pacientes pediatricos (Chandarn et al., 2010).

Algunos estudios recientes han mostrado actividad antiviral de algunas drogas
frente a los RVA (Rossignol et al., 2006; Teran et al., 2009; La Frazia et al., 2013; Shen
et al., 2013, Dennehy, 2013). También se ha observado actividad antiviral de plantas
medicinales contra la infeccion con RVA (Cecilio et al., 2012).

Solamente las mejoras en las condiciones sanitarias, como el tratamiento
adecuado de los aguas residuales urbanas (que contienen heces de humanos y animales),
asi como el incentivo al amamantamiento maternal precoz y exclusivo hasta el sexto
mes de vida, el correcto lavado de manos, el consumo de agua potable y un sistema de
salud adecuado; no son suficientes para la prevencion y control de las infecciones por
RVA. Esto es corroborado por la incidencia similiar de las GA por RVA que existe en
paises desarrollados comparado con paises en vias de desarrollo (Estes & Greenberg,
2013). Ademas, la infeccidn natural no otorga proteccion completa contra la reinfeccion
y la prevencién de GA por RVA. La prevencién durante los dos primeros afios de vida
es fundamental, pues es en este periodo de vida que ésta enfermedad es mas grave.
Debido a esto, la utilizacion de una vacuna segura y eficaz representa la mejor estrategia
para disminuir las cuadros clinicos mas graves de la GA provocada por RVA
(Anderson, 2008).

Como fue mencionado al inicio, en el afio 2009 la OMS recomendo la inclusion
de la vacuna contra RVA en los PNGI de todos los paises. Algunas vacunas ya fueron
desarrolladas o estan en fase de desarrollo (Yen et al., 2011). Solamente dos vacunas de
uso oral (RV1 y RV5) estan licenciadas para su uso a nivel mundial (Dennehy, 2015).

La RV1 (de nombre comercial Rotarix®, y desarrollada por la compafiia farmacéutica
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GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica) es una vacuna atenuada moNV alente de genotipo
G1P[8] originada a partir de una cepa humana. La RV5 (de nombre comercial Rotateq®,
desarrollada por la compafiia farmacéutica Merck and Co., Whitehouse Station, NJ,
Estados Unidos) es una vacuna pentavalente constituida por cepas de RVA
genéticamente reestructuradas (reassortment), de origen humana y bovina, la cual esta
compuesta por cinco viriones reestructurados de la siguiente manera: i) cuatro virones
bovinos que posee el gen de VP7 humano de los genotipos G1, G2, G3 'y G4, vy ii) el
quinto virion bovino posee el gen de VP4 humano de genotipo P[8] (Ruiz-Palacios et
al., 2006, Vesikari et al., 2006). Las dos vacunas protegen contra los 5 genotipos mas
comunes de RVA que circulan mundialmente en humanos (G1P[8], G3P[8], G4P[8],
G9P[8] y G2P[4]), y el impacto positivo de la introduccién de estas vacunas ya fue
demostrado en varios paises del mundo (Chandran et al., 2010; Patel et al., 2012;
Linhares & Justino, 2014; Dennehy, 2015).

Actualmente, 79 paises en todo el mundo han incorporado una de las dos
vacunas, RV1 o RV5, en sus PNGI. Muchos de estos paises, en los que esta enfermedad
genera un impacto mayor en la salud de su poblacion y que ademas tienen bajos
recursos econdmicos para costearse la introduccién de la vacuna en sus PNGI, reciben
apoyo econdémico de organizaciones internacionales como GAVI. En el caso de
América del Sur, Uruguay es uno de los cuatro paises que aun no ha introducido la
vacuna en su PNGI (PATH, 2015). En Uruguay, ambas vacunas estan disponibles y
pueden ser compradas en las farmacias, pero a un costo elevado (aproximadamente US$
100). Siendo éstas vacunas generalmente recomendadas por médicos pediatras de las
mutualistas privadas, donde son atendidos nifios de la clase media y alta de nuestra

poblacion.

1.3.9 - Diagnostico

La GA provocada por RVA no puede ser distinguida de aquellas provocadas por
otros enteropatdgenos virales, bacterianos o parasitarios a partir de las manifestaciones
clinicas del paciente. Debido a esto, es fundamental un correcto diagndstico del agente
etioldgico que estd provocando la GA en el nifio, para poder realizar el correcto
tratamiento del paciente. Diversas técnicas de diagndstico son empleadas en el caso de
rotavirus, sobre todo para RVA debido a su importancia epidemiolédgica en humanos y

animales de produccién (Estes & Greenberg, 2013).
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Inicialmente, en la década del 70, se utilizé la ME para diagnosticar casos de GA
de etiologia desconocida. Esta técnica es muy especifica debido a la apariencia
morfolégica distintiva de los rotavirus, pero presenta varias desventajas: i) es poco
sensible, ii) requiere el ojo entrenado de un operario especializado, iii) es una técnica
laboriosa, y iv) se necesita un equipo muy costoso (Estes & Greenberg, 2013).

Una de las técnicas que mas se usa de rutina en los laboratorios privados que
ofrecen diagnoéstico para los hospitales, son aquellas que se basan en ensayos
inmunoezimaticos (EIE) como por ejemplo el ELISA (del inglés, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Los EIE como los ELISA y las inmunocromatografias en papel
(ICP), utilizan anticuerpos poli o monoclonales que estan generalmente dirigidos al
antigeno comun de grupo (o especie), la proteina VP6. Tienen la ventaja de que son
sensibles y especificos, y hoy en dia se han desarrollado kit comerciales en diferentes
formatos validados, los cuales generalmente son muy faciles de aplicar y ofrecen un
diagnéstico rapido. Como desventajas, estos kit comerciales generalmente solo permiten
la deteccion pero no la tipificacion de la cepa de RVA. También existen técnicas de
ELISA que permiten tipificar los serotipos G y P (WHO, 2009; Estes & Greenberg,
2013).

Otra técnica clésica de deteccion de rotavirus, es la EGPA de los segmentos
genomicos de ARNdh. Es una técnica directa muy especifica debido al electroferotipo
tipico de los rotavirus (Figura 1.3A), y ha demostrado ser tan sensible como la ME y el
ELISA (Herring et al., 1982). A su vez, tiene la ventaja de que permite detectar
diferentes grupos (o especies) de Rotavirus (Estes & Greenberg, 2013). En una
modificacion de esta técnica, cuyo nombre en inglés es dot blot hibridization, se realiza
una hibridizacion in situ de ARNmv marcados como sondas, con segmentos genémicos
de rotavirus extraidos de una muestra clinica, desnaturalizados por temperatura, e
inmovilizados en membranas de nitrocelulosa (Flores et al., 1982). Esta ultima técnica
ha mostrado ser entre 10 y 100 veces més sensible que el ELISA, pero presenta como
desventaja (al igual que la EGPA del ARNdh), que es una técnica laboriosa que requiere
de un usuario altamente entrenado (Estes & Greenberg, 2013).

Con el surgimiento a mediados de los 90" de los métodos de RT-PCR para
determinacion de los genotipos G y P de RVA comunes en humanos (Gouvea et al.,
1990; Gentsch et al., 1992; Das et al., 1994), la mayor parte de los estudios de
epidemiologia molecular de RVA se han centrado en la genotipificacion a partir de los

genes que codifican para estas dos proteinas con el fin de evaluar los G-tipos y P[]-tipos
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predominantes en diferentes regiones del planeta (Santos & Hosino, 2005; Banyai et al.,
2012).

A pesar de que existen los dos sistemas de clasificacion binaria para RVA, para
determinacion de los serotipos (mediante EIE) y genotipos (mediante RT-PCR) “P” y
“G”, el sistema de clasificacion basado en las propiedades genéticas, para la
determinacion de genotipos, es el mas aceptado y utilizado en todo el mundo por varios
motivos: i) el método serolégico basado en anticuerpos monoclonales (Mabs) ha
mostrado tener reaccion cruzada entre serotipos diferentes, sobre todo para la
determinacion de serotipos P, ii) los métodos seroldgicos requieren el suplemento
continuo de Mabs y antisueros hiperinmunes de rotavirus, ambos producidos en
animales, lo que va en contra de la tendencia actual del uso cada vez menos frecuente de
animales en investigacion, y iii) la RT-PCR ha demostrado ser mas sensible que los
ensayos seroldgicos y permite la opcion de secuenciar el ADN viral de aquellos casos
no-tipificables por RT-PCR (como ser genotipos emergentes o inusuales en humanos) o
EIE. Debido a esto, la OMS recomienda el uso global de RT-PCR para la determinacion
de genotipos G y P de RVA (WHO, 2009).

Por altimo, cabe resaltar que también se han desarrollo métodos de deteccion de
rotavirus por RT-PCR en tiempo real (Logan et al., 2006; Zeng et al., 2008). Esta
técnica tiene la ventaja de que es més réapida que la RT-PCR convencional, y permite
determinar la concentracion viral en la muestra clinica. Por otro lado, presentan las
desventajas de que no permite secuenciar el ADN de los casos positivos para ser

utilizado en analisis de epidemiologia molecular, y requiere de un equipo costoso.

1.3.10 — Epidemiologia de RVA

Los RVA poseen una amplia distribucién mundial y son responsables de
aproximadamente 40% de las hospitalizaciones debido a GA en nifios menores de 5
afios de edad en todo el mundo, independientemente del nivel econémico. La incidencia
de RVA es similar en paises desarrollados y en paises en vias de desarrollo, lo que
demuestra que mejoras en las condiciones sanitarias no reduce significativamente la
transmision e incidencia de la enfermedad. Sin embargo, existe una clara diferencia en
las tasas de hospitalizaciones y muertes, siendo estas tasas mucho mas elevadas en

paises en vias de desarrollo (Estes & Greenberg, 2013).
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En el afio 2004, eran estimadas aproximadamente 611.000 muertes anuales a
causa de GAI provocada por rotavirus en todo el mundo, siendo que la enorme mayoria
de estas ocurrian en paises en vias de desarrollo (Parashar et al., 2006).

En los afios 2006 y 2007, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPAS) y el
Grupo de Asesoria Estratégica de Especialistas en Inmunizacion (SAGE, de sus siglas
en inglés: Strategic Advisory Group of Experts (SAGE) on Immunization) de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), declaran que la introduccién de una vacuna
de rotavirus era prioridad en las Americas, con la meta de prevenir las muertes y
hospitalizaciones causadas por este virus. Por lo que dos vacunas fueron recomendadas:
RV1y RV5 (WHO, 2009).

Muchos paises a nivel mundial, incorporaron una de las dos vacunas de rotavirus
en sus Programas Nacionales Gratuitos de Inmunizaciones (PNGI) a partir de ese
mismo afio. Como es el caso de Brasil, que en marzo del afio 2006 incorporo la
Rotarix® en su PNGI, la cual ha mostrado muy buenos resultados reduciendo
marcadamente las tasas de hospitalizaciones y muertes de nifios a causa de GAI por
rotavirus (y también GA de todas las causas), siendo esta reduccién mas acentuada en
las regiones del pais donde las condiciones sociales y econdmicas son mas precarias
(Norte y Nordeste), demostrando la importancia de la implementacion de la vacuna en
este pais (Linhares & Justino, 2014).

Ya para el afio 2011, una disminucion marcada en la mortalidad a causa de este
virus fue observada, provocando aproximadamente 196.000 muertes por afio en todo el
mundo, pero siendo aln responsables del 29% de las muertes anuales que se registran a
nivel global por GAI de cualquier etiologia (Walker et al., 2013).

Los RVA se transmiten cominmente dentro y entre las familias (infecciones
comunitarias), asi como dentro de los hospitales, principalmente en los centros de
cuidado infantil -pediatrias- (infecciones intrahospitalarias o nosocomiales). Su
principal ruta de transmision es la fecal-oral por el contacto persona-persona a traveés de:
i) manos contaminadas (donde sobrevive por horas), y ii) objetos contaminados, como
juguetes y superficies -fomites- (donde sobrevive por dias) (Dennehy, 2015). Dentro de
esta Gltima, la transmision intrahospitalaria de RVA ha sido reportada con frecuencia,
con tasas de 27% y 32%, para paises desarrollados y en vias de desarrollo,
respectivamente (Fischer et al., 2004). Los RVA han sido detectados en aguas
residuales urbanas tratadas y no tratadas, y brotes de GA de origen ambiental por RVA

a través de transmision hidrica han sido relatados (Hopkins et al., 1984; Timenetsky et
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al.,, 1996; Kukkula et al., 1997; Villena et al., 2003a; Koroglu et al 2011). La
transmision de animales a humanos también ha sido reportada, ya sea mediantes
infecciones heterdlogas o a través de eventos de reassortment humano-animal, pero son
eventos raros (Estes & Greenberg, 2013). Por otro lado, también se especula que este
virus podria tener una via de transmision aérea, debido a que su estacionalidad en paises
de clima templado es similar a virus respiratorios de gran importancia epidemioldgica
en nifios menores de 5 afios de edad (como Influenza A y el Virus Respiratorio
Sincitial) (Dennehy, 2015).

Es importante destacar, que un nimero importante de nifios pueden desarrollar
una infeccion asintomética con RVA liberando el virus en sus heces. Sumado a esto, las
personas que desarrollan sintomatologia, empiezan a liberar virus infectivos en sus
heces 2 dias antes de empezar a manifestar los sintomas de GA, y hasta 10 dias después
de que se haya resuelto el cuadro de GA. Ambos factores representan fuentes
importantes de transmision del virus en la comunidad (asi como nosocomial) (Ramani
et al., 2010; Dennehy, 2015). De forma similar, los RVA pueden causar (aunque con
menos frecuencia) infecciones sintomaticas y asintomaticas en nifios mayores a 5 afios
de edad y en adultos, lo que también contribuye a su rapida distribucion global
(Anderson & Weber, 2004; Estes & Greenberg, 2013).

La GA provocada por RVA presenta un caracter epidémico en paises de clima
templado, con brotes y epidemias en los meses mas frios y secos del afio. Por otro lado,
en paises de clima tropical presenta un caracter endémico, y los casos de GA por RVA
ocurren de forma uniforme durante todo el afio (Cook et al., 1990; Kane et al., 2004;
Chandran et al., 2010).

1.3.10.1 — Epidemiologia molecular de RVA en el mundo

A partir del desarrollo a mediados de los 90 de las técnicas moleculares de
deteccion y tipificacion de RVA, principalmente las técnicas de RT-PCR Multiplex
Semi-Anidada (RT-PCR MSA) para determinacién de G- y P-tipos comunes en
humanos (Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1992; Das et al., 1994; WHO, 2009), la
mayoria de los estudios de epidemiologia desde entonces a la fecha se han centrado en
la deteccion de los diferentes genotipos G y P que circulan en las diferentes regiones del
mundo (Santos & Hosino, 2005; Banyai et al., 2012; Patton, 2012).

A pesar de actualmente un nimero importante de G y P[]-tipos han sido

identificados en humanos, son 5 las combinaciones que comunmente son detectadas en
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todo el mundo, denominados genotipos comunes en humanos: G1P[8], G2P[4], G3P[8],
G4P[8] y G9P[8]. Estos genotipos comunes en humanos son responsables por la
mayoria de las infecciones por RVA (entre 75 y 80%), por lo cual la mayoria de los
técnicas de deteccion y genotipado de RVA (RT-PCR MSA), asi como las vacunas
(RV1 y RV5), son desarrolladas en base a ellos. Sin embargo, este panorama puede
cambiar dependiendo de la region geografica, y genotipos no-comunes en humanos
pueden tener una gran importancia epidemioldgica en ciertas regiones, como ocurre en
América del Sur, Africa y el Sudeste Asiatico (WHO, 2009; Kirkwood, 2010; Linhares
etal., 2011; Banyai et al., 2012; Patton, 2012).

Los estudios de epidemiologia molecular realizados en todo el mundo han
mostrado que: i) diferentes genotipos G y P pueden co-circular en una misma regién y
el genotipo prevalente en una region pude cambiar anualmente, ii) el genotipo
prevalente en una region puede variar en intervalos de 1-3 afios, probablemente como
resultado de la acumulacion progresiva de individuos inmunes, y iii) existe una mayor
diversidad de genotipos detectados en paises en vias de desarrollo que en paises
desarrollados, siendo detectados con mas frecuencia los genotipos humanos no-
comunes (Santos & Hosino, 2005; Parra, 2009; Banyai et al 2012).

Dentro de los genotipos no-comunes en humanos, podemos diferenciar 2 tipos:
1) los genotipos emergentes en humanos, que son aquellos que en la actualidad no
circulan a un frecuencia tan alta a nivel global como para ser considerados comunes
pero han sido detectados en casi todas las regiones del planeta, y ii) los genotipos
atipicos o raros en humanos, que son aquellos que presentan una frecuencia de
deteccion muy baja y son generalmente de origen animal. Un ejemplo actual de un
genotipo emergente, es el caso del genotipo G12P[8], que desde principios del afio 2000
ha sido detectado en casi todas las regiones del planeta, en algunos lugares con un
frecuencia muy elevada (Rahman et al., 2007). Debido a su historia y dindmica
evolutiva similar (o igual) al genotipo comun G9P[8], se especula que el genotipo
G12P[8] podria convertirse en el sexto genotipo comun en humanos (Matthijnssens et
al., 2010). Por otro lado, dos ejemplos de genotipos atipicos o raros en humanos, son los
genotipos G12P[9] y G3P[3]. El primero, es un genotipo que ha sido identificado en
diferentes regiones del planeta pero de forma puntual y a una muy baja frecuencia. Este
genotipo, a pesar de ser G12, presenta una constelacion genoémica totalmente diferente
al G12P[8], AU-1like y Wa-like, respectivamente. Solamente comparten el mismo G-

tipo, pero de un linaje diferente, Linaje Il y Il, para G12P[8] y G12P[9],
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respectivamente. Por lo que se cree que ambos tienen un origen evolutivo diferente,
porcino y gato/perro, para G12P[8] y G12P[9], respectivamente (Rahman et al., 2007,
Matthijnssens & Van Ranst, 2012). En el caso del segundo genotipo, el G3P[3], es
comunmente detectado en gatos y perros, pero su deteccion en humanos es muy poco
frecuente (Matthijnssens et al., 2011b). Sin embargo, este genotipo ha sido
esporadicamente detectado en nifios con infeccion sintomética y asintomatica con RVA
(Aboudy et al., 1988; Li et al., 1993; Khamrin et al., 2006; Banerjee et al., 2007; De
Grazia et al., 2007; Grant et al., 2011; Luchs et al., 2012).

1.3.10.2 — Epidemiologia molecular de RVA en América Latina y el Caribe

La epidemiologia molecular de RVA viene siendo estudiada en América Latina
desde mediados de los 90, siendo la mayoria de estos estudios realizados en paises
fronterizos o cercanos a Uruguay, como Brasil, Argentina y Paraguay (Linhares &
Justino, 2014; Parra, 2009; Leite et al., 2008; Castello et al., 2004).

Castello y colaboradores (2004) revisaron estudios de epidemiologia molecular
realizados con RT-PCR para determinacion de G- y P[]-tipos publicados desde afio
1995 en 5 paises de Ameérica Latina (Argentina, Brasil, Chile, México y Paraguay). Se
evidencio que fueron analizadas muestras correspondientes al periodo de 1982 al 2000.
Los autores reportaron entre otros datos interesantes que: i) los genotipos comunes en
humanos en esa época: G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8], representaron 83% de las
cepas detectadas, ii) El genotipo no-comin G5 (de origen porcino) fue frecuentemente
detectado en Brasil (tasa de deteccidn entre 4 y 25%), iii) fueron encontradas varias
cepas reestructuradas entre humanos y animales (mas cominmente de bovinos -G8,
G10 y P[1]- y cerdos -G5-), y iv) el genotipo G12 fue detectado por primera vez en
Argentina, representando la primera deteccion en Ameérica Latina.

En el afio 2011, Linhares y colaboradores (2011), realizaron un abordaje similar
al empleado por Castello y colaboradores (2004), abracando en este caso cepas de RVA
circulando en el periodo de 1977 al 2009 en América Latina y el Caribe. Entre otros
datos importantes, los autores describen que: i) RVA fue responsable del 24,3% de los
casos de GA, ii) los genotipos G mas prevalentes fueron: G1 (34,2%), G9 (14,6%) y G2
(14,4%), iii) los genotipos P més prevalentes fueron: P[8] (56,2%) y P[4] (22,1%), iv) la
circulacion de G9 aumento de manera sustancial, coincidiendo con la disminucion
marcada de G5, v) fue detectado G12 por primera vez en Brasil y iv) la circulacion de

los de RVA luego de la implementacion de la vacuna en el PNIG solo se pudo
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evidenciar en tres estudios (dos en Brasil y uno en Nicaragua) donde G2P[4] fue
detectado en 85% de las infecciones por RVA. Los autores discuten que este aumento
en la frecuencia de deteccién de G2 (principalmente asociada a P[4]) coincidente con la
introduccion de la vacuna RV1 en Brasil y RV5 en Nicaragua, puede deberse a dos
teorias: 1) una fluctuacién ciclica natural del genotipo (debido a que en algunos paises
donde no se ha implementado la vacuna de RVA también se observo el aumento
contemporaneo de G2), 0 2) una presion selectiva por parte del sistema inmune debido a
la vacunacion (ya que en el caso de RV1 ésta es totalmente diferente -en todos sus
genes- a G2P[4], y en el caso de RV5 esta es parcialmente diferente). Los autores se
inclinan més por la primera teoria, aunque concluyen que es importante continuar con la
vigilancia epidemioldgica, asi como realizar estudios antigénicos y de gendmica en la
era post-vacuna.

Por otro lado, recientemente, se ha observado en Brasil que la vacunacion
masiva con RV1 en la poblacion ha generado la introduccion de genes derivados de la
vacuna en las cepas salvajes de RVA circulantes, mediante eventos de Reassortment
(Rose et al., 2013).

1.3.11 — Rotavirus en Uruguay

Como fue mencionado en la seccion anterior, existen antecedentes importantes
de epidemiologia molecular en la regién, principalmente en paises vecinos a Uruguay.
La incidencia de las GA provocadas por RVA en los diferentes paises es estimada
mediante redes de vigilancia epidemioldgica y sistemas de registro en hospitales que
aportan informacion vital respecto a esta enfermedad.

En Uruguay, las GA han sido estimadas como la segunda causa de mortalidad en
nifios pequefios, siendo responsable de un 10,2% de éstas (Ferrari et al., 2002). Sin
embrago, pocos datos se han generado sobre la importancia de las GA provocadas por
RVA en bebes y nifios menores a 5 afios de edad en nuestro pais, debido a la falta de
vigilancia basada en diagnosticos realizados en el laboratorio. Todos los estudios que se
han realizado en Uruguay, fueron llevados a cabo en la ciudad de Montevideo, con la
excepcion de un Unico estudio realizado en la ciudad de Paysandu (Ribeiro et al., 1999).
La enorme mayoria de ellos fueron publicados en revistas nacionales del &mbito
médico. En este sentido, el RVA ha sido detectado desde la década del 80 (Ferrari et al.,
1985; Hortal et al., 1986), siendo responsable de 18 a 45% de las hospitalizaciones por

GA tanto en hospitales como en mutualistas privadas (Ramirez et al., 2001; Pérez et al.,
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2007; 2011; Viettro et al., 2009), e inclusive siendo responsable de 40% de las GA por
infecciones intrahospitalarias (Delfino et al., 2006). Sin embargo, en todos estos
estudios los RVA fueron identificados a través de técnicas de EIE detectando el
antigenos de RVA o la respuesta seroldgica del paciente (anticuerpos anti-RVA)
mediante kit comerciales, asi como la deteccién de RVA a partir de EGPA del ARNdh
genémico. En ninguno de estos estudios fue determinado el G y/o P tipo, ni por
serologia, ni por técnicas moleculares.

En Uruguay, antes de la realizacion de este trabajo de tesis, solo tres estudios
sobre RVA habian sido publicados en revistas internacionales indexadas, los cuales
fueron realizados con pacientes de Montevideo. De estos cuatro estudios, solo en uno de
ellos fue determinado el genotipo G de RVA, y dicho estudio fue realizado en muestras
colectadas hace 15 afios (Torres et al., 2001; De Sierra et al., 2002; Berois et al. 2003).

En un reporte recientemente publicado, se relata la circulacién de RVA en
muestras clinicas de nifios con GA provenientes de hogares con alto nivel
socioeconémico (Varela et al., 2015). En dicho estudio, RVA fue detectado por un kit
basado en ICG, y junto con otros virus entéricos fueron los segundos agentes
etioldgicos encontrados con mayor frecuencia en las muestras (13%). Este valor podria
estar subestimado, ya que, como fue mencionado anteriormente, el ICG es un método
menos sensible para la deteccion de RVA que la RT-PCR.

Por lo tanto, antes de la realizacion de esta tesis, ningln estudio habia sido
realizado sobre la epidemiologia molecular de los G- y P-tipos de RVA en casos

clinicos de GA en Uruguay.

1.3.12 — RVA en aguas residuales urbanas

Los rotavirus son excretados en las heces de individuos infectados en altas
concentraciones (hasta 10! virus/gramo de materia fecal), tienen una baja dosis
infectiva (entre 10 y 100 viriones infectivos), y su estructura molecular los hace muy
estables en ambientes acuaticos por largos periodos de tiempo, asi como muy resistentes
a las condiciones adversas del medio ambiente (Graham, 1987; Ansari et al., 1991;
Desselberger, 1999; Espinosa et al., 2008; Estes and Greenberg, 2013).

Los RVA han sido detectados en agua residual urbana desde inicio de los 80
(Steinmann, 1981; Hejkal et al., 1984; Bates et al., 1984; Bosch et al., 1988), y brotes de

GA de origen ambiental por RVA a través de transmision hidrica han sido relatados
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(Hopkins et al., 1984; Timenetsky et al., 1996; Kukkula et al., 1997; Villena et al.,
2003a; Koroglu et al 2011).

La caracterizacion molecular de RVA a partir de muestras ambientales comenzé
a ser realizada a mediados de los 90, y actualmente existen varios estudios realizados en
diferentes regiones del mundo, principalmente en paises desarrollados (Le Guyader et
al., 1994; Metcalf et al., 1995; Bosch et al., 1998; Villena et al., 2003b).

En América Latina, Brasil es el pais que més ha contribuido a la investigacion de
RVA a partir de muestras ambientales (Mehnert and Stewien, 1993; Miagostovich et al.,
2008; Ferreira et al., 2009; Rigotto et al., 2010; Schlindwein et al., 2010; Fumian et al.,
2010; 2011; Prado et al., 2011; Vieira et al., 2012), y Argentina, Venezuela y Bolivia
estdn empezando sus investigaciones sobre RVA en area de la Virologia Ambiental
(Rodriguez-Diaz et al., 2009; Barril et al., 2010; 2015; Symonds et al., 2014; Prez et al.,
2015).

Como fue mencionado anteriormente, en la seccion 1.2, el agua residual
contiene RVA de pacientes sintomaticos y asintomaticos de todas las edades, asi como
de animales domésticos (Metcalf et al., 1995; Bosch et al., 1998; 2008). Debido a esto,
la caracterizacion molecular de RVA a partir de aguas residuales no brinda un panorama
completo de la diversidad genética de las cepas virales que circulan en todos los
individuos de la poblacién. En este sentido, se han realizado estudios importantes de
vigilancia ambiental de RVA describiendo genotipos G y P a partir de agua residual
urbana, utilizando los mismos protocolos de RT-PCR MSA que son universalmente
utilizados para la vigilancia epidemioldgica a partir de muestras clinicas (Villena et al.,
2003b; Miagostovich et al., 2008; Rodriguez-Diaz et al., 2009; Kamel et al., 2010;
Fumian et al., 2011; Barril et al., 2015). Sin embargo, actualmente solo un estudio
reciente describe los genotipos G y P a partir de agua residual a traves de la
secuenciacion de ADN vy andlisis filogenético de las cepas de RVA. En este estudio,
debido a este abordaje metodolégico empleado, los autores pudieron comparar las
secuencias de la cepas de RVA obtenidas a partir de agua residual con las obtenidas a
partir de muestras clinicas contemporaneas de la misma regidon geografica (Ruggeri et
al., 2014).

1.4 — Norovirus humanos
Norovirus (NV) es el agente etiol6gico mas importante de brotes de GA en humanos

a nivel mundial, y, a diferencia de RVA, afecta a personas de todos los grupos etarios
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(Green, 2013). Son responsables de mas del 95% de los brotes de GA no bacterianos, y
de aproximadamente 50% de todos los brotes de gastroenteritis en el mundo (Karst,
2010). En la actualidad, los NV se han establecido como la causa mas comun de casos
esporadicos de GA en todos los grupos etarios, y la causa principal y mas importante de
enfermedades transmitidas por alimentos (Green, 2013; Barclay et al., 2014; Vinje,
2015). En el grupo etario de nifios menores de 5 afios de edad, NV es el segundo agente
etiolégico mas importante de GAI a nivel mundial, luego de los RVA (Patel et al., 2008;
Ramani et al., 2009). Sin embargo, recientemente, debido a la campafia mundial de
vacunacion contra RVA, NV esta remplazando rapidamente a los RVA como el
principal agente etiologico de GAI en algunos paises donde la vacunacion contra RVA
ha sido implementada a nivel nacional en sus PNGI (Ramani et al., 2014).

1.4.1 - Historia

A partir de la década del 1940, los investigadores sugerian que los cuadros de
GA no podian ser atribuidos exclusivamente a bacterias y protozoarios (Badger et al.,
1956; Dingle et al., 1956). Para confirmar esa hipotesis, estudios clinicos fueron
realizados con voluntarios adultos expuestos a filtrados de heces y vomitos de
individuos con GA con etiologia desconocida (Gordon et al., 1947). Sin embargo, luego
de 20 afios, aun continuaba desconocido el patdgeno que causaba esos cuadros de GA
no-bacteriano/no-parasitarios. En el afio 1968, 50% de los alumnos y profesores de una
escuela primaria de la ciudad de Norwalk, en Ohio, Estados Unidos, se enfermaron,
manifestando un cuadro clinico caracterizado por vémito, nauseas, dolores abdominales
y diarrea, sintomas semejantes a una enfermedad descrita en 1929 como “enfermedad
de los vomitos de invierno” (en inglés, winter vomiting disease) (Zahorsky, 1929).
Ninguna bacteria o parasito fue detectado, sospechandose de un virus como el agente
etiolégico de ese brote. Kapikian y colaboradores (1972), mediante el uso de la
inmunomicroscopia electronica (IME) visualizaron particulas de 27 nm de didmetro
(Figura 1.6A), a partir de heces de voluntarios que fueron expuestos a filtrados de heces
derivadas de pacientes del brote de Norwalk. Complejos Antigeno-Anticuerpo fueron
formados por la precipitacion de las particulas virales mediante la utilizacién del suero
de un paciente que desarrollo la enfermedad luego de la exposicion al filtrado. Estos
complejos fueron denominados Norwalk-like viroses (NLV), y representan los primeros

virus descritos como agentes etiologicos de GA.
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Los NLV fueron clasificados como un género dentro de la familia Caliciviridae
luego de la caracterizacion de su genoma viral completo, donde fueron identificadas
caracteristicas de su estructura genémica compartidas con otros virus pertenecientes a
esta familia (Jiang et al. 1993; Green et al. 2000). La denominacion Caliciviridae,
deriva de la palabra “calix” en latin, que significa “caliz”, debido a las depresiones
visualizadas por criomicroscopia electronica (CME) en la superficie de la capside de
este virus (Figura 1.6B) (Parasad et al., 1999). Posteriormente, el género NLV fue
renombrado como Norovirus, teniendo al virus Norwalk como cepa prototipo del género
(ICTV, 2015).

La ausencia de un cultivo celular y un modelo animal para la propagacion de los
NV humanos, resulté en la indisponibilidad de métodos diagnosticos capaces de
detectar este virus. Fue solo a partir de la década de 1990, con el avance de la biologia
molecular, principalmente después de desarrollo de la PCR, que fue posible realizar la
caracterizacion de su genoma y el establecimiento de ensayos moleculares para la

deteccidn de este virus a partir de muestras clinicas (Jiang et al. 1990, 1992).

1.4.2 — Estructura del virién

El viriobn de NV carece de envoltura lipidica, y su cépside es de simetria
icosaédrica, con un didmetro de 26 a 37 nm, un numero de triangulacion igual a 3,
mostrando 32 depresiones grandes con forma de “caliz” en su superficie (cuando se
observa por CME) (Figura 1.6B, parte de arriba). La cépside estd organizada en 90
capsomeros formados por dimeros de la proteina VP1 mayoritaria de cépside (Figura
1.6B, derecha). Esta proteina, tiene dos dominios principales unidos por un dominio
visagra: i) el dominio S (del inglés, Shell) que es més interno y es el responsable por
forma la icosaédrica de la capside viral, y ii) el dominio P (del inglés, protrunding) que
forma las espiculas virales (Figura 1.6B, izquierda). EI dominio P de VP1 esta
subdividido en dos subdominios, el subdominio interno P1 y el externo P2 (Figura 1.6B,
izquierda). La proteina VP2 minoritaria de capside también esta presente en el virion,
estando involucrada en el aumento de la expresion de VP1 y en la estabilizacion de sus
dimeros, también se sospecha que pueda estar involucrada en la encapsidacion del
genoma viral (Prasad et al., 1999; Tan & Jiang, 2007; Karst, 2010).
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Figura 1.6 — Estructura del virion y organizacién gendmica de Norovirus. A) Micrografia electronica
de un preparado conteniendo viriones de NV, obtenida mediante Inmunomicroscopia Electronica
(Adaptada de Kapikian, 2000). B) Arriba, reconstruccién tridimensional (3D) de un virién de NV
obtenida a partir de analisis por Criomicroscopia Electrénica de preparados conteniendo particulas virales
de NV, el circulo rojo muestra la proyeccion en forma de “caliz” de la superficie del virion; Abajo, corte
transversal de figura 3D diferenciando los distintos dominios y subdominios de la proteina mayoritaria de
la capside, VP1: en amarillo el domino “S”, en rojo el subdominio “P1” y en azul el subdominio “P2”;
Derecha, esquema de la estructura terciaria de un monémero de la proteina VP1 mostrando los diferentes
dominios, subdominios y estructuras secundarias de esta proteina, el cédigo de colores se corresponde
con el de las figuras 3D de Arriba y Abajo, y se muestra el dominio “N” en la base del monémero en
color verde; Izquierda, esquema de la estructura cuaternaria de VP1, formando un dimero compuesto de
dos mondémeros de VP1, los codigos de colores se corresponden con el esquema del monémero de la
Derecha (Adaptada de Tan & Jiang, 2007). C) Dibujo esquematico representando un genoma completo
de NV, en el que se identifican las 3 ORF con las posiciones nucleotidicas donde inicia y finaliza cada
una (se puede ver que las ORF1 y 2 estan levemente solapadas por menos de 20 pb), la VPg en el extremo

5"y lacola poli-A en el extremo 3" (representada como “(A)”) (Adaptada de Green, 2007).

1.4.3 — Genoma y proteinas virales

El genoma de NV esta formado por una ARN de hebra simple de polaridad
positiva de aproximadamente 7,7 Kb. Esta organizado en 3 ORFs (ORF1, 2 y 3),
regiones no codificantes en los extremos 5" y 3", y una cola poli-A en el extremo 3.
Estos virus también poseen un ARN subgendémico de aproximadamente 2,3 Kb que
contiene las ORFs 2 y 3, ademas, éste ARN subgendémico tiene una region no

codificante y una cola poli-A, ambos en su extremo 3". Tanto en la extremidad 5" del
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ARN genémico como del ARN subgendémico, existe una proteina VPg unida
covalentemente, que se sospecha esta asociada a la sintesis de nuevas moléculas de
ARN viral (Figura 1.7). La ORF1 posee aproximadamente 5 kb de largo, representando
cerca del 65% del largo total del genoma, la cual es clivada proteoliticamente en las
siguientes proteinas: 1) p48 (o NS2), que regula el transporte de vesiculas e inhibe la
expresion de proteinas de superficie de la célula hospedera, y también se sospecha que
da soporte para la maquinaria de replicacion; 2) p40 (o NS3 o NTPasa), que es una
nucleosido trifosfatasa; 3) p22 (o NS4), que inhibe la secrecidn de proteinas de la célula
hospedera, y se sospecha que también pueda estar involucrada en la formacién del
complejo de replicacion; 4) VPg (o NS5), que es una proteina que actia como iniciador
de la replicacion viral (luego de su uridilizacion), y también actla en el reclutamiento de
factores de inicio de la traduccion; 5) 3CLpro (0 NS6), que es una proteasa que cumple
la funcién de clivar la poliproteina generada a partir de la traduccion del ORF1
generando las diferentes proteinas no-estructurales; y 6) RdRp (o NS7), que es la ARN
polimerasa ARN dependiente que replica el genoma viral y genera la VVPg uridilada. Y,
finalmente, las ORF2 y 3 codifican para las proteinas estructurales VP1 y VP2,
respectivamente (Jiang et al., 1990; 1993; Green et al., 2001; Belliot et al., 2003;
Bertolotti-Ciarlet et al., 2003; Karst., 2010).

ARN Gendémico
ORF1 ORF2 ORF3

VPgm Ns12 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 VP1 VP2 m(A)

ARN Subgendémico
VPgm VP1 VP2 m(A)

Figura 1.7 — Representacion esquematica de la organizacion genomica de Norovirus. El genoma de
NV contiene tres ORFs, uno codifica para una poliproteina que dara origen a siete proteinas no
estructurales (en verde), otro codifica para la proteina mayoritaria de la capside VVP1 (en anaranjado) y
otro codifica para la proteina minoritaria de la capside VP2 (en morado). Existe una corta region de
solapamiento entre los ORFs 1y 2, de aproximadamente 16 pb de longitud. Un ARN subgenomico que
contiene los ORFs 1y 2 se produce durante la replicacion. Este ARN subgenomico actiia como ARNmv
para la produccién de las proteinas estructurales (VP1 y VP2), y al igual que el ARN gendmico, esta
unido covalentemente a VVPg por su extremo 5 y posee una cola polia-A en su extremo 3" (Adaptado de
Karst, 2010).
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1.4.4 — Replicacion viral

Actualmente, se conoce poco sobre el ciclo de replicacion viral de los NV
humanos, debido a la ausencia de un sistema de cultivo celular eficiente o un modelo
animal, que posibiliten la replicacion viral, in vitro o in vivo, respectivamente. La
mayoria de la informacién que se tiene sobre su replicacion, ha sido gracias al
conocimiento de las estrategias de replicacion de otros virus humanos ARN de
polaridad positiva, y sobre todo gracias a estudios realizados con calicivirus felinos y
NV murinos, para los cuales si existe cultivo celular (Green et al., 2007; 2013).

La adsorcion viral de los NV humanos se realiza mediante la union del
subdominio P2 de la proteina VP1 (receptor viral) a los antigenos del grupo histo-
sanguineo 0 HBGAs (del inglés, Histo blood group antigen) (receptor celular), que son
carbohidratos complejos unidos a proteinas (glicoproteinas) o lipidos (glicolipidos) de
la superficie celular de eritrocitos y células epiteliales de las mucosas de humanos (Tan
& Jiang, 2005). También participan en la adsorcion como receptores celulares, los
Proteoglicanos Heparan Sulfatos (PGHS), que son un tipo de proteinas de membrana
altamente glicosiladas con un tipo especial de polisacarido denominado
glicosaminoglicanos (GAG); siendo el Heparan Sulfato un tipo especifico de GAG
(Figura 1.8, parte A) (Green, 2013). EIl virion adsorbido penetra en la célula, por un
mecanismo aun desconocido, y luego de su desnudamiento el genoma es liberado al
citosol celular (Figura 1.8, parte B). En primera instancia, el ARN gendmico (ARNg)
liberado, recluta factores de inicio de la traduccion (como los elF3 y elF4F) mediante la
interaccion de éstos con su VPg en el extremo 57, lo que permiten el ensamblado de la
maquinaria de traduccion celular sobre el ARNg/VPg (Figura 1.8, parte C). Luego,
ocurre la traduccién de la poliproteina codificada por la ORF1 mediante un mecanismo
de traduccion independiente de CAP (Figura 1.8, parte D). Dicha poliproteina es clivada
por la 3CLpro (y sus precursores) dando origen a las proteinas virales no-estructurales
(Figura 1.8, parte E) (SosNV tsev et al., 2003; Arias et al., 2013). Las proteinas virales
no-estructurales promueven la replicacion del ARNg a mediante la proteina VPg que es
uridilada, actuando de esta forma como iniciadora (o primer) de la replicacion. De la
misma forma que ocurre con otros virus ARN(+), la replicacion viral esta asociada a la
membrana de la célula hospedera (Green, 2013). Se ha observado que la union de
factores de la célula hospedera (como: La protein, DDX3, hnRNP Al y PTB) al

ARNQg(+) es un paso critico para que ocurra una replicacion viral eficiente (Figura 1.8,
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parte F) (Arias et al., 2013). La ARN polimerasa viral (RdRp o NS7pol) cataliza la
sintesis de los intermediarios de replicacién, ARN(-) (ARN de polaridad negativa), a
partir de los ARNg(+), asistida por la p40 (NS3 o NTPasa) que es un homologa de la
helicasa (Figura 1.8, parte G). A partir de los ARN(-), serdn sintetizadas copias de
ARNg (Figura 1.8, parte H) y ARN subgenomico (ARNsg) (Figura 1.8, parte I) (Neill
& Mengeling, 1988; Gutiérrez-Escolano et al., 2000). A partir de los ORF2 y 3 del
ARNSsg son traducidas las proteinas estructurales VP1 y VP2, respectivamente (Figura
1.8, parte J) (Arias et al., 2013; Green, 2013). No se conoce bien los procesos de
ensamblado y maduracion de los viriones de la progenie viral -morfogénesis viral-
(Figura 1.8, parte K), asi como tampoco se conoce bien cuél es el mecanismo de egreso
del virus (Figura 1.8, parte L). Sin embargo, la apoptosis inducida por cambios en la
membrana celular fue propuesto como uno de los mecanismos que facilitan el egreso
del virus (SosNV tsev et al., 2003; Green et al., 2007). Méas recientemente, se ha

propuesto la lisis celular como mecanismo de egreso de este virus (Green, 2013).
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Figura 1.8 - Ciclo de replicacién viral de Norovirus. Las etapas del ciclo estan indicadas con las letras
rojas de A) a L). Por descripcién de cada etapa referirse al texto. PGHS, Proteoglicano Heparan Sulfato.

HGBAs, antigenos del grupo histo-sanguineo. elFs, factores eucariotas de inicio de la traduccién.
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3CLpro o NS6, proteasa viral. NS7pro, ARN polimerasa viral (RdRP). HFs, proteinas de la célula
hospedera. Adaptada de Arias y colaboradores (2013).

Por ultimo cabe resaltar que muy recientemente, Jones y colaboradores (2014),
han demostrado que los NV humano infectan linfocitos B humanos in vitro, y
posiblemente in vivo. Los autores también evidenciaron que para que ocurra la infeccion
de linfocitos B por NV humanos, ésta debe realizarse en presencia de bacterias entéricas
(comunes de la flora intestinal) que expresen HBGAs. Con base en estos hallazgos, estos
investigadores han desarrollado un sistema de cultivo para NV humanos en linfocitos B,
lo que podria permitir en el futuro conocer mas sobre el ciclo de replicacion viral de este

virus.

1.4.5 — Clasificacion

Los Norovirus (NV) constituyen un género dentro de la familia Caliciviridae
(ICTV, 2015). Debido a que solo muy recientemente, un sistema de cultivo para los NV
humanos ha sido descrito (Jones et al., 2014; 2015), este virus no ha ssido aun
subdividido en serotipos. Por lo cual, actualmente, el género Norovirus es subdividico
genéticamente en 7 Genogrupos (Gl a GVII), en base a el analisis de la secuencia
completa de aminoacidos del ORF1 que codifica para la proteina mayoritaria de capside
VP1 (Figura 1.9) (Zheng et al., 2006; Tse et al., 2012; Vinje, 2015). De éstos 7
genogrupos, solamente se han identificado en humanos cepas pertenecientes a tres de
ellos: GI, GlIl y GIV. Los genogrupos Gl y Gl son responsables de la mayoria de los
casos de GA en humanos, mientras que el GIV raramente es detectado. Estos
genogrupos son a su vez subdivididos en genotipos (Figura 1.9). Tomando en cuenta
todos los genogrupos, podemos identificar al menos 40 genotipos diferentes dentro de
los NV. Actualmente, nueve genotipos han sido descritos dentro del Gl, y 22 en el Gll,
todos ellos infectan a humanos con excepcion de tres genotipos dentro del GII que
solamente infectan porcinos (GlI.11, GII.18 y GII.19). El genogrupo GIV, esta
subdividido en 2 genotipos, de los cuales el GIV.1 ha sido detectado en humanos y el
GIV.2 en especies de felinos y caninos (Martella et al., 2009). Los virus pertenecientes
al genogrupo GII son los mas frecuentemente detectados en casos de GA en humanos
(aproximadamente 90%), mientras que los que se encuentran dentro del genogrupo Gl
causan el 10% de los casos restantes (Green, 2013; Ahmed et al., 2014). Sin embargo, a
pesar de la gran diversidad genética observada entre los NV humanos, las cepas
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pertenecientes a un Unico genotipo, Gll.4, son responsables de méas del 80% de los casos
y brotes de GA en humanos en todo el mundo (Kroneman et al., 2008; Green, 2013;
Vinje, 2015). Debido a la gran diversidad genética observada en Gll.4, han sido
identificadas variantes pandémicas dentro este genotipo, las cuales han emergido cada 2
0 3 afos desde mediados de 1990, remplazando la variante pandémica anterior, pero no
las cepas endémicas (Siebenga et al., 2009; Vinje, 2015). Las variantes pandémicas de
Gll.4 son denominadas especificando la ubicacion y el afio en la cual fueron
identificadas por primera vez, y las que han surgido hasta ahora son: i) US95/96 en
1995, ii) Farmington Hills en 2002, iii) Hunter en 2004, iv) Den Haag en 2006, v) New
Orleans en 2009, y vi) Sydney en 2012. El surgimiento de cada nueva variante de Gll.4,
esta generalmente asociado, pero no siempre, al aumento en el nimero de brotes de GA
por NV (Siebenga et al., 2007; 2009; Kroneman et al., 2008; Bull et al., 2011; Tran et
al., 2013; Eden et al., 2014; Ramani et al., 2014; Vinj¢, 2015).

En cuanto a la nomenclatura empleada para las cepas de NV, en primera
instancia los genogrupos de denominan con la letra “G” seguida del ntimero de
genogrupo con numero romano (del I al VII); por ejemplo, el genogrupo dos se escribe
como: GII. En el caso de los genotipos descritos dentro de cada genogrupo, estos son
descritos seguido al numero romano del genogrupo con nimeros arabicos, separados
por un punto; por ejemplo: el genotipo cuatro del genogrupo dos se describe como:
Gll.4. En el caso de GIl.4, las diferentes variantes pandémicas se describen a
continuacion especificando el nombre y afio en el que fue identificada por primera vez
la misma; por ejemplo, la Gltima variante, que fue identificada por primera vez en la
ciudad de Sydney (Australia) en el afio 2012, se describe como: Gll.4 Sydney 2012. Mé&s
recientemente, Kroneman y colaboradores (2013) propusieron una nueva homenclatura
para describir cada cepa de NV de la siguiente manera: Genogrupo/cédigo de dos letras
del nombre comun de la especie en la que fue identificada (por ejemplo, Hu para
humanos)/Codigo ISO de dos letras del pais en el que fue identificada (por ejemplo, AU
para Australia)/afio en el que fue aislada la cepa/genogrupo, genotipo (primero el de
ORF1 -precedido de una P- y segundo el de ORF2, si se conocen ambos) y en el caso de
GI1.4 el nombre de la variante/nombre comun de la cepa dado por el investigador. Por
otro lado, debido a que la recombinacion entre el ORF1 y 2 es un evento frecuente en
NV, y que el genotipado se puede realizar utilizando secuencias nucelotidicas parciales
de ambas ORFs (mas comUnmente se utiliza la ORF2), este sistema de nomenclatura

contempla esta situacion. A modo de ejemplo, se describe una cepa de la que se conoce
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el genotipo de ORF1 y ORF2 (a), y una cepa de la que se conoce solo el genotipo de
ORF2 (mas comun) (b):

a) GII/Hu/US/2010/GII.P12-G11.12/HS206

b) GII/HU/AU/2012/Gl1.4 Sydney/Melbourne456

Por altimo, basado en el andlisis de secuencias nucleotidicas de las regiones C y

D, para muchos genotipos se han descrito subclusters, alguno con hasta cuatro, como es
el caso de G1.3. Estos se denominan con letras minGsculas, en este caso: Gl.3a a GI.3d.
Debido a esto, secuencias de referencias de estos subclusters deben ser incluidas en el

analisis filogenético para realizar un correcto genotipado de la cepa (Vinjé, 2015).

Genogrupo VII

canino Genogrupo lll
bovino

—

G Gil.2
Gll.1zyy Gil10
Gll.1

Gl13  Gl16
GIn.17

Genogrupo |l

Humano, porcino

Genogrupo |
humano

Genogrupo VI

canino

Genogrupo V

murino

Genogrupo IV

Humano, felino/canino

b

0.2

Figura 1.9 — Clasificacion de Norovirus. La clasificacion de NV en 7 genogrupos (Gl a GllI) se basa en
el analisis filogenético de la secuencia de aminoacidos completa de VVP1. La construccion filogenética del
arbol de esta figura fue realizada con 105 cepas prototipos seleccionadas de diferentes regiones del
mundo, las cuales representan la diversidad genética espacial y temporal de NV. En cada genogrupo se
indica el nombre comun de la/s especie/s que infecta/n. EI GI1.15, que ha sido solo detectado en humanos,
se propone como un nuevo genogrupo debido a la divergencia que presenta en este analisis con respecto a
los otros genotipos de GlI, y a los otros genogrupos (linea punteada). Se marca con una flecha la

ubicacion de los Gll.4, que son los responsables de la mayoria de las infecciones de NV en todo el
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mundo. La barra-escala de 0,2 en la parte inferior de la figura refleja el nimero de sustituciones

aminoacidicas por sitio. (Adaptada de Vinjé, 2015).

1.4.6 — Mecanismos de variabilidad genética y evolucion

Dos mecanismos principales de variabilidad genética y evolucion de los NV han
sido descritos: i) La mutacién puntual, principalmente por sustituciones nucleotidicas
(mecanismo denominado en inglés, antigenic drift), y ii) La recombinacion genética,
mediante recombinacion homologa (mecanismo denominado en inglés antigenic shift).
En el caso del antigenic drift, este se observa principalmente en términos sustituciones
nucleotidicas que llevan a cambios aminoacidicos, sobre todo los que ocurren en los
sitios antigénicos localizados en la subunidad P2, de la proteina VP1 mayoritaria de
capside. Por otro lado, la recombinacion genética (antigenic shift) que ha sido observada
entre genotipos diferentes y también dentro de un mismo genotipo, ocurre
principalmente en la region de solapamiento entre el ORF1 y el ORF2 (White, 2014).
Esta region de solapamiento entre el ORF1 y el ORF2, tiene una longitud aproximada
de 30 pb, siendo muy conservada entre los NV humanos Gl y GllI, la cual se sospecha
forma una estructura secundaria de ARN en forma de stem loop, que jugaria un papel
significativo para que los eventos de recombinacion ocurran con mayor frecuencia en
esa region (Bull et al., 2005; Kao et al., 2001; Miller et al., 1985; Morales et al., 2004;
Pletneva et al., 2001).

En el caso del antigenic drift, se han estimado tasas de evolucion similares -e
inclusive mayores- a otros virus ARN de evolucién muy rapida, en base a andlisis de
coalescencia a partir de secuencias nucleotidicas de NV detectados en pacientes con GA
(Victoria et al., 2009; Fioretti et al., 2014), asi como en NV detectados a partir de
muestras ambientales (Fernandez et al., 2012). Por otro lado, en el caso de antigenic
shift, la recombinacién homdloga inter e intragenotipica en la regién de solapamiento
del ORF1 con el ORF2, ha sido ampliamente documentada en NV de los genogrupos
Gl, Gll y GlII (Katayama et al., 2002, 2004; Han et al., 2004; Oliver et al. 2004; Bull et
al.,, 2005; 2007; Fumian et al., 2012), asi como también, ha sido demostrada
experimentalmente in vitro utilizando NV murino (Mathijs et al., 2010).

Como fue mencionado anteriormente, el 80% de los casos y brotes de GA en
humanos en todo el mundo se deben a infecciones de cepas del genotipo Gll.4,
habiendo sido responsable de seis pandemias de NV desde medidos de 1990 hasta

ahora. Cada una de estas pandemias ha sido asociada al surgimiento de una nueva
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variante de GII.4, las cuales han emergido cada 2 o 3 afos remplazando la variante
pandémica anterior (Ramani et al., 2014). De estas seis cepas pandémicas de Gll.4, se
ha observado que las primeras cuatro probablemente evolucionaron de cepas previas no-
pandémicas de Gll.4 a través de antigenic drift del domino P de VP1 (Bull et al., 2010;
Donaldson et al., 2010; Debbink et al., 2012). Por otro lado, las dos cepas pandémicas
mas recientes, New Orlens 2009 y Sydney 2012, han evolucionado a partir de una
combinacion de ambos mecanismos, antigenic drift en la capside y antigenic shift entre
diferentes cepas de Gll.4 (recombinacion intragenotipica) en la region de solapamiento
ORF1-ORF2 (Eden et al., 2013). Por lo tanto, se podria decir que el sistema inmune
actua seleccionando las cepas pandémicas de NV Gll.4 mediante ambos mecanismos de
evolucidn, antigenic drift y antigenic shift. Permitiendo de esta forma, el remplazo de la
variante viral dominante circulante, cada aproximadamente 3 afios, con una nueva
variante capaz de re-infectar al hospedero que habia sido previamente infectado con la
variante anterior (White, 2014).

1.4.7 — Patogénesis y manifestaciones clinicas

Debido a que solo muy recientemente, un sistema de cultivo para los NV
humanos ha sido descrito (Jones et al., 2014; 2015), y a la ausencia actual de un modelo
animal que posibilite la infeccion con NV humanos, todo el conocimiento adquirido
sobre su patogénesis proviene de observaciones clinicas, y de estudios histoldgicos y
bioquimicos realizados con voluntarios humanos infectados (Blacklow et al., 1972;
Schreiber et al., 1974; Troeger et al., 2009). Recientemente, estudios con bovinos,
suinos y murinos han auxiliado en el entendimiento de la patogénesis de los NV
(Cheetham et al., 2006; Mumphrey et al., 2007; Troeger et al., 2009). NV infecta
enterocitos maduros del tercio apical de las microvellosidades del intestino, y
probablemente egresa de estos por lisis celular luego de cumplir su ciclo de replicacion
(Green, 2013). La infeccion con NV ocurre en el intestino delgado provocando un
achatamiento rapido y reversible de las vellosidades y un acortamiento de las
microvellosidades, provocando lesiones en la mucosa que resultan en la pérdida de la
capacidad absortiva de este 6rgano, desencadenando asi en el surgimiento de diarrea.
También se ha observado edema celular e hiperplasia de la cripta (Blacklow et al., 1972;
Schreiber et al., 1973; Schreiber et al., 1974; Troeger et al., 2009). Por otro lado,
algunos estudios sugieren que NV también induze apoptosis celular en humanos suinos

y murinos, debido a que se han observado cambios celulares tipicamente asociados a
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este mecanismo como: i) un aumento en la vacuolizacién citoplasmatica, ii)
condensacion 'y compactacion de la cromatina en la periferia del nucleo, iii)
segmentacion del nucleo, y iv) una reduccion en la expresion de las proteinas que
forman las uniones estrechas intercelulares (Tight junctions) del epitelio intestinal
(Cheetham et al., 2006; Mumphrey et al., 2007; Troeger et al., 2009).

Los NV tienen un periodo muy corto de incubacion que varia de 24 a 48hrs. Las
principales manifestaciones clinicas son la diarrea y el vomito, que pueden venir
acompariados de nauseas, dolor abdominal, cefalea, fiebre y dolor muscular. Siendo por
causa de los ultimos dos sintomas, que a la enfermedad provocada por NV también se la
denomina “gripe estomacal” (stomach flu), por compartir esta sintomatologia del cuadro
gripal. La GA provocada por NV generalmente es auto-limitada y las manifestaciones
clinicas se resuelven en un promedio de 48hrs (Glass et al., 2009; Karst, 2010; Green,
2013). La diarrea es mas prevalente en nifios menores de un afio de edad, en tanto que el
vomito es mas frecuente en pacientes mayores de cinco afios de edad (Rockx et al.,
2002; Lopman et al., 2004). El grupo de riesgo lo representan: i) los lactantes, ii) nifios
menores de cinco afios de edad, iii) adultos mayores a 65 afios, iv) pacientes
desnutridos, e V) individuos inmunosuprimidos, inmunocomprometidos o
inmunodeficientes; en los cuales las manifestaciones clinicas pueden ser mas graves y
duraderas, aumentando la probabilidad de un cuadro de deshidratacion grave que
eventualmente puede provocar internacion y muerte (Zintz et al., 2005; Mattner et al.
2006; Kirkwood & Streitberg, 2008; Harris et al. 2008; Glass et al., 2009; Westhoff et
al., 2009; Green, 2013).

Por ultimo, la patologia de NV humanos también estd influenciada por la
capacidad que tienen estos de unirse a los HGBAs como receptor celular para la
adsorcion viral, y su vinculacion con la susceptibilidad o resistencia innata del individuo
a la infeccion con este virus. La sintesis de los HBGASs es controlada por la enzima
fucosiltransferasa (FUT1, 2 y 3). Estas enzimas son codificadas por los genes
polimorficos ABO, Lewis y secretor. Los individuos que poseen el gen FUT2 salvaje
(cerca del 80% de la poblacion mundial), son considerados secretores y son susceptibles
a la infeccion por NV. Por otro lado, los individuos con el gen FUT2 nulo (cerca del
20% de la poblacion mundial) son no-secretores y son resistentes a la infeccion por NV
(Lindesmith et al., 2003).
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1.4.8 — Tratamiento y prevencion

El tratamiento para la GA provocada por NV, es el mismo que para la GA
provocada por RVA, ya que se trata de tratamientos sintométicos basados en la
reposicion de los electrolitos debido a la deshidratacion que provoca la diarrea y el
vomito (Glass et al., 2009). Ningan antiviral contra NV humano ha sido desarrollado en
la actualidad, aunque se ha observado que el tratamiento con Interferon y Ribavirina
inhiben de forma eficaz la replicacion de este virus (Chang et al., 2007).

La prevencion de los brotes de GA provocados por NV depende de la
identificacion del modo de transmision. De forma general, la interrupcion del modo de
transmision se da por la implementacién de medidas de control de la contaminacién de
alimentos y agua, manteniendo al mismo tiempo una higiene adecuada, sobre todo por
un correcto lavado de manos, en los manipuladores de alimentos y reduciendo la
propagacion del brote por el contacto persona-persona. Debido a la excrecion del virus
en la fase asintomatica luego de que se resuelven los sintomas, se recomienda la
exclusion de manipuladores de alimentos que estuvieron enfermos mediante la
implementacién de politicas de licencias médicas pagas por un periodo minimo de 3
dias luego de la resolucion de los sintomas. Lo mismo aplica para adultos y nifios, que
deben ser excluidos de sus locales de trabajo y de la escuela, respectivamente, por el
mismo periodo de tiempo. Luego de episodios de diarrea y vémito, las superficies
contaminadas deben ser desinfectadas con una solucién de hipoclorito a 5-25% o 1000 a
5000 p.p.m. (partes por millon) (CDC, 2011). De la misma forma, luego de un brote o
un epidemia prolongada, interrumpir el funcionamiento de establecimientos como
cruceros, hoteles, campamentos y restaurantes es esencial para evitar la exposicion de
una nueva poblacién susceptible (Patel et al., 2009). Actualmente, existen metodologias
que permiten la deteccion de NV directamente de aguas o alimentos contaminados,
auxiliando en la identificacion y eliminacion de la fuente de contaminacion, y de esta
forma previniendo nuevas infecciones (Katayama et al. 2002; Fumian et al. 2009). La
higiene de las manos es fundamental para prevenir la transmision persona-a-persona,
principal via de transmision de este virus, siendo relatada como responsable de hasta
88% de los brotes por NV (Green, 2013). Los NV son transferidos de forma eficaz de
individuo con manos contaminadas por hasta siete superficies limpias diferentes (Barker
& Vipond, 2004). Es de suma importancia la desinfeccion periddica de superficies
hospitalarias, asi como evitar el transito por areas con pacientes inmuncomprometidos

(sobre todo adultos mayores) luego de tratar pacientes con GA por NV, intensificando
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la higiene de manos y utilizando siempre EPIs (Equipamientos de Proteccion
Individual) (CDC, 2011).

Debido a la ausencia de un sistema de cultivo para NV humanos, el desarrollo de
vacunas para NV humanos se basa en la utilizacion de sistema de expresion de proteinas
recombinantes, en los cuales se expresa la proteina VP1 de NV humanos in vitro, la cual
espontaneamente se ensambla formando “particulas similares a virus” o VLPs (del
inglés, Virus-like particles). Las VLPs son morfolégica y antigénicamente
indistinguibles de la capside normal de NV, y desde su descubrimiento han sido usadas
como candidatas para el desarrollo de vacunas contra el NV humanos (Jiang et al.,
1992). Estudios pre-clinicos muestran que las VLPs son inmunogéncias cuando se
administran por via parenteral, oral o intranasal, y que anticuerpos séricos y de mucosa
son inducidos (Ball et al., 1999; Estes et al., 2000; Tacket et al., 2003; EI-Kamary et al.,
2010). La estrategia actual en el desarrollo de vacunas de NV humanos consiste en el
uso de vacunas multivalentes conteniendo VLPs con cepas de Gl y GlI, principalmente
Gl.1 y GIl.4, respectivamente. Plantedndose a su vez, que las mismas deberan ser
reformuladas cada 2 o 4 afios, sobre todo debido al surgimiento de nuevas variantes
pandémicas de Gll.4 con antigenicidad diferente, y a los posibles cambios en las cepas
epidemiologicamente importantes (Debbink et al., 2014). En la actualidad ya se estan
realizando ensayos de fase uno con este tipo de vacunas, las cuales han mostrado
buenos resultados reduciendo la diarrea y vomito a causa de NV, siendo a su vez
seguras e inmunogénicas (Treanor et al., 2014; Bernstein et al., 2015). Se estima que en
un periodo de 5 a 10 afios estds vacunas puedan estar disponibles en el mercado
(Debbink et al., 2014).

1.4.9 — Diagnostico

La IME puede ser utilizada para la deteccién de NV, pero presenta baja
sensibilidad (106 viriones/gramo de materia fecal), no siendo aplicable en el diagnostico
de rutina y en estudios epidemioldgicos (Atmar & Estes, 2001); debido a esto y a otras
desventajas que ya fueron mencionadas previamente en la seccion 1.3.9.

Mediante la inoculacion de animales con VLPs, se han podido obtener
anticuerpos poli y monoclonales que han permitido el desarrollo de diferentes EIE.
Tiene la ventaja de ser una técnica rapida (entre 60 y 90 minutos), siendo algunas
inmunocromatografias (ICG) disponibles en formato comercial muy rapidas, ofreciendo
resultados en 15 minutos, ademas puede ser utilizada por el personal de salud en el
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lugar donde esta ocurriendo el brote como primera técnica de screening (Vinje, 2015).
También es una técnica especifica, aunque debido a la gran variabilidad genética de
NV, mismo utilizando diferentes VLPs en simultaneo esta técnica puede dar resultados
falsos negativos (Jiang et al. 2000; Richards et al. 2003). Como desventajas, presentan
una sensibilidad baja de, 57-76% y 35-52%, para EIE y ICG, respectivamente (Vinje,
2015).

La RT-PCR es la técnica mas ampliamente utilizada para la deteccion de NV a
partir de muestras clinicas (materia fecal, vomito y suero) de casos esporadicos y brotes,
asi como de muestras ambientales: comida, aguas y fomites (Vinjé, 2015). Su
sensibilidad y especificidad es mayor que la IME, EIE e ICG. Los EIE pueden ser
utilizados en primera instancia para el screening de brotes de GA por NV, pero, sin
embargo, deben ser complementados con el analisis por RT-PCR de las muestras
negativas por EIE (Bruin et al. 2006; Castriciano et al. 2007).

Diferentes regiones del genoma han sido utilizadas para la deteccion y
genotipado de NV humanos mediante RT-PCR. Generalmente, en primera instancia se
hace un screening por PCR direccionadas a las regiones A o B de la ORF1 (Figura
1.10), debido a que esta region es conservada entre las diferentes cepas de NV (Beuret
et al. 2002; Boxman et al. 2006; La Rosa et al. 2007). Para realizar el genotipado de NV
humanos, los protocolos de RT-PCR son direccionados a las regiones C y D localizadas
en la ORF2 (Figura 1.10), ya que estas regiones permiten luego, mediante secuenciacion
y analisis filogenético del producto de PCR, asignar los genotipos especificos de Gl y
Gll (Kojima et al. 2002; Vinjé et al. 2004; Kitajima et al., 2010). Siendo la region C
mas robusta que la region D, debido a que la segunda requiere una temperatura de
hibridacion de cebadores (o annealing) mas baja dando como resultado amplificaciones
inespecificas, y también esta localizada sobre una regién mas variable que la regién C
(Vinjé, 2015). Por otro lado, también han sido desarrollados protocolos de RT-PCR
direccionados a las regiones A y B de la ORF1 que permiten genotipar NV, sin embargo
los basados en las regiones C y D son los mas ampliamente utilizados a nivel mundial
para estudios de epidemiologia molecular (Vinjé et al., 2004; Vinjé, 2015). Un
herramienta on-line denominada Norovirus Genotyping Tool ha sido desarrollada y esta
disponible de manera gratuita para ser utilizada, la cual, al cargarle la secuencia parcial
de NV determina el genotipo de ORF1 y/o el de ORF2, asi como también la variante de
Gll.4 (Kroneman et al., 2011).
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La qRT-PCR, se ha establecido como la técnica gold standard para deteccion de
NV a partir de muestras clinicas y ambientales (Vinjé, 2015). Esta, presenta las mismas
ventajas y desventajas que las técnicas desarrolladas para RVA, mencionadas
anteriormente, las cuales son inherentes a la metodologia en si. En el caso de NV
humanos, estas han sido desarrolladas en formato mono y multiplex para deteccion de
Gl y Gll basadas en la amplificacion de la region altamente conservada de solapamiento
entre el ORF1 y el ORF2 (Kageyama et al., 2003; Pang et al., 2005).

Por ultimo, mas recientemente han sido desarrolladas, y estan disponibles en el
mercado, plataformas de diagndstico molecular para detectar multiples patogenos
entéricos (virus, bacterias y parasitos) a partir de la misma muestra. Tres de ellas, que
han sido aprobadas por la FDA de estados Unidos (US Food and Drug Administration),
son: i) la XTAG GPP (Luminex Corporation, Toronto, Canada), ii) el FilmArray Gl
Panel (BioFire Diagnostics Inc., Salt Lake City, UT, USA), vy iii) el Verigene Enteric
Pathogens Test (EP) (Nanosphere, Northbrook, IL, USA). Tienen la ventaja de que
permiten detectar entre 9 y 23 patdgenos gastroentéricos diferentes a partir de una
misma muestras (dependiendo de la plataforma), y la desventaja de que requieren un

equipo muy costoso, asi como un kit especifico de cada equipo (Vinjé, 2015).

ORF1 RdRp ORF3 |~ ®n
\ ORF2

Region A

Region B
Ando 1995

Green 1995 Fankhauser 2002
B 5

Vinjé 1996 . . .
Le Guyader 1996 Reglon C Reglon D

Jiang 1999

Wang 1994

ety ez
Vinjé 2000
Kojima 2002

Figura 1.10 — Representacion esquematica del genoma de norovirus con las localizaciones de las
regiones mas utilizadas para deteccidn y genotipado por RT-PCR cualitativa. Debajo de cada region
se muestran referencias de trabajos en los que se han desarrollados protocolos de RT-PCR direccionados

a esa region. (Tomado de Vinjé et al., 2004).

1.4.10 — Epidemiologia
A diferencia de otros virus entéricos, los NV afectan a individuos de todas las
edades. Sin embargo, su incidencia (asi como los casos de mayor gravedad) es mayor en

lactantes, nifios menores de 5 afios de edad, adultos mayores y pacientes
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inmunocomprometidos (Pang et al., 2000; Rockx, et al., 2002; Glass et al., 2000; Hall et
al., 2011; Green, 2013).

NV es la causa mas importante de brotes de GA de origen viral (méas del 90%) a
nivel mundial, y las primera o segunda causa de casos esporadicos de GA. Este virus
provoca en paises desarrollados aproximadamente 900.000 casos de GA en la
comunidad y 64.000 hospitalizaciones en nifios menores de 5 afios de edad. Por otro
lado, en lo que se refiere a paises en vias de desarrollo, los NV provocan
aproximadamente 1.1 millones de hospitalizaciones y 218.000 muertes al afio en nifios
menores de 5 afios de edad. Siendo que la prevalencia de la GA graves en nifios por NV
tiene una media de 12% en ambos (Patel et al., 2008; 2009). Segln datos mas recientes
publicados por Ahmed y colaboradores (2014), basados en estudios de epidemiologia
molecular realizados en todo el mundo desde el 2008 al 2014, la prevalencia de NV en
casos de GA fue de 18%. Observandose diferencias en la prevalencia de NV entre casos
de GA que ocurren en la comunidad, pacientes no-hospitalizados y pacientes
hospitalizados, de 24%, 20% y 17%, respectivamente. También fueron observadas
diferencias en la prevalencia de este virus entre paises desarrollados y en vias de
desarrollo con baja mortalidad, y paises en vias de desarrollo de mortalidad elevada, de
19%, 20% y 14%, respectivamente.

La importancia de los NV en los brotes de GA se debe a su gran
transmisibilidad. Esta estd asociada, entre otros factores, a la gran capacidad infectiva
que tiene este virus, ya que se ha relatado que la probabilidad media de desarrollar la
infeccion por una Unica particula viral es de 50% (Teunis et al. 2008). Sumado a esto,
las personas infectadas pueden eliminar el virus en la materia fecal luego de la
resolucion de los sintomas por mas de 20 dias, originando una fuente de contaminacion
para posibles nuevos casos de GA (Rockx et al. 2002).

NV tiene una ruta de transmisién fecal-oral. La transmision persona-a-persona se
describe como la principal via de transmision tanto en brotes como en casos esporadicos
de GA. Siendo importantes también la transmision de NV a través de fémites, aerosoles,
agua y alimentos. (Phillips et al., 2010; Verhoef et al., 2010; Lopman et al., 2012;
Green, 2013).

La infeccion causada por la ingesta de agua ocurre por la contaminacion de la
fuente de agua de consumo o de diferentes cuerpos de aguas usados para actividades
recreacionales, siendo las inundaciones una via de contaminacion frecuente en estos
ultimos (Cannon et al., 1991; Kukkula et al., 1999; Lopman et al., 2002; Hoebe et al.
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2004; Hewitt et al., 2007; Okoh et al., 2010; Arvelo et al., 2012). Por otro lado, la
infeccion a través de alimentos se da a través del consumo principalmente de mariscos,
frutas y verduras que se consumen crudos o semicocidos. Estos son contaminados a
través de la irrigacién de campos con agua contaminada (frutas y verduras), cultivo de
mariscos (principalmente bivalvos) en aguas contaminadas y por la manipulacion de los
mismos por parte de personal infectado que no realiza una higiene adecuada (sobre todo
de manos) (Daniels et al. 2000; Widdowson et al. 2005; Boxman et al. 2006; Schmid et
al. 2007; Bosch et al., 2008; Maunula et al., 2009; Vivancos et al., 2009; Wadl et al.,
2010; Yu et al., 2010; Sarvikivi et al., 2012).

La mayoria de los brotes de GA provocados por NV se dan principalmente en
locales confinados y con grandes aglomeraciones tales como: cruceros maritimos
(Isakbaeva et al., 2005; Wikswo et al., 2011), hoteles resorts (Doménech-Sanchez et al.,
2011; Arvelo et al., 2012), escuelas (CDC, 2008; Kimura et al., 2012), hospitales
(Georgiadou et al., 2011; Rhinehart et al., 2012), universidades (CDC, 2009), guarderias
(Gotz et al., 2002; Gallimore et al., 2004; Akihara et al., 2005), geriatricos (Lai et al.,
2012; Thouillot et al., 2012; Trivedi et al., 2012) y campamentos militares (Wadl et al.,
2010; Yap et al., 2012). Muchos de estos brotes son vinculados a vémito de personas
infectadas, siendo este un sintoma tipico de las GA por NV (observado en méas del 50%
de los casos) y una importante via de transmision (Caul, 1994; Lopman et al., 2002,
2011a; Thornley et al., 2011).

El patron de estacionalidad para los NV para paises de clima tropical ain no esta
bien esclarecido, ocurriendo casos de GA causados por NV durante todo el afio. Por
otro lado, en paises de clima templado, se observan picos de deteccién sobre todo en los
meses mas frios y secos del afio (Patel et al., 2009; Matthews et al., 2012).

Finalmente destacar, que debido a la campafia mundial actual de vacunacién
contra RVA, el NV estd remplazando rapidamente a los RVA como el principal agente
etiolégico de GAI en algunos paises donde la vacunacion contra RVA ha sido
implementada a nivel nacional en sus PNGI (Koo et al., 2013; Payne et al., 2013;
Becker-Dreps et al., 2014). Este reemplazo también ha sido observado en muestras
ambientales de agua residual (hospitalaria y comunitaria) de Nicaragua, donde una
elevada prevalencia de NV comparada con una baja prevalencia de RVA ha sido
determinada luego de la introduccion de la vacuna de RVA en el pais (Bucardo et al.,
2011).
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La transmision zoondtica no se ha observado en el caso de NV, por lo que los
animales domeésticos que también pueden ser infectados por este virus, como perros,
gatos, cerdos y bovinos, no serian reservorios naturales de nuevas cepas de NV con
potencial de infectar al humano. Sin embargo, algunos estudios recientes sugieren que la
transmision zoondtica podria eventualmente ocurrir, debido a que se ha podido infectar
experimentalmente porcinos y bovinos con cepas de NV humanos. Y estos animales
infectados experimentalmente, no solo manifiestan sintomatologia de GA, sino que
también excretan el virus humano en sus heces por hasta 4 dias luego de resuelta la
enfermedad (Cheetham et al., 2006; Souza et al., 2008). Muy recientemente, se ha
planteado que el reservorio natural de cepas emergentes de NV en humanos serian
individuos inmunocomprometidos (que pueden excretar el virus en sus heces por hasta

afios), asi como individuos desnutridos y adultos mayores (Karst & Baric, 2015).

1.4.10.1 — Epidemiologia molecular a nivel mundial

Los estudios de epidemiologia molecular de NV humanos, sobre todo en
pacientes pediatricos, han revolucionado nuestro entendimiento sobre la epidemiologia
de este virus en los ultimos 20 afios. Segun datos recientes, en primera instancia, estos
estudios revelan la gran co-circulacion de diferentes genotipos de G1 y GllI en los casos
esporadicos de GA en nifios. Sin embargo, el Gll es el més prevalente siendo
responsable de 96% de los casos esporadicos de GA. Dentro de GllI, el genotipo Gll.4
de ORF2 es el méas prevalente en los casos esporadicos de GA (70%), seguido del
genotipo GI1.3 de ORF2 (16%) y del genotipo Gll.b de ORF1 (14%). Entre las cepas
recombinantes de NV humanos (ORF1/ORF2), los genotipos Gll.b, GI1.12 y Gl1.4 de
ORF1 combinados con GII.3 de ORF2, fueron responsables del 19% de todas las cepas
genotipadas (Tran et al., 2013). Por otro lado, una prevalencia muy similar ha sido
observada en el caso de brotes de GA por NV. En donde se observa una prevalencia de
Gll (~90%) sobre Gl (~10%), siendo también los genotipos Gll.4 (~75%) y GII.3
(~15%) los més prevalentes (Green, 2013). La importancia epidemioldgica en humanos
del surgimiento de variantes pandémicas dentro GIll.4 cada dos o tres afios desde
mediados de 1990, y su vinculacién con el aumento en el nimero de brotes, ya ha sido
ampliamente descrito a lo largo de esta seccion (ver secciones 1.4.5 y 1.4.6) (Siebenga
et al., 2007; 2009; Kroneman et al., 2008; Bull et al., 2011; Tran et al., 2013; Eden et
al., 2014; Ramani et al., 2014).
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Segun un estudio reciente realizado por Matthews y colaboradores (2012), en el
que se evalud la forma de transmision y frecuencia de Gl y GIl en brotes de GA
provocados por NV, el Gl estaria mas asociado a la transmision por aguas de por otras
vias de transmision, asi como el Gll estaria mas asociado a la vias de transmision a
través de alimentos y contacto persona-a-persona. Estos resultados corroboran estudios
previos que demuestran que particulas virales de GI son menos estables en superficie
que las de GII (Liu et al., 2009), y que, por otro lado, particulas de GI son mas estables
en agua que las de GII (Charles et al., 2009; Seitz et al., 2011).

Por ultimo, el otro genogrupo de NV que infecta humanos, el GIV, también ha
sido detectado en muestras clinicas de humanos (de brotes, casos esporadicos y
geriatricos), asi como de animales y del ambiente, aunque con una prevalencia
notoriamente menor que Gll y GI (Vinjé & Koopmans, 2000; Fankhauser et al., 2002;
Iritani et al., 2002; Lindell et al., 2005; Zintz et al., 2005; La Rosa et al., 2008, 2010;
2012; Kitajima et al., 2010, 2011; Eden et al., 2012).

1.4.10.2 — Epidemiologia molecular en América Latina

Al igual que en el resto del mundo, en el caso de América Latina, los NV estan
involucrados con altas tasas de infeccidn en casos esporadicos y en brotes, asi como en
nifios y adultos, variando entre 12 y 53%. También han sido observados los genogrupos
Gl y GllI, sin embargo en GllI es el mas prevalente con una frecuencia de hasta 88% de
los casos positivos, y una gran diversidad de genotipos co-circulantes ha sido detectada
(O’Ryan et al., 2000; Bereciartu et al., 2002; Martinez et al., 2002; Vidal et al., 2005;
Bucardo et al., 2008, 2011; Gomes et al., 2008).

En el caso de Brasil, el conocimiento sobre la epidemiologia de este virus es
vasto y abarca todas las regiones del pais: i) Norte (Gabbay et al., 1994; Aragéo et al.,
2010; Fumian et al., 2012; Aragéo et al., 2013; Fumian et al., 2013), ii) Noreste (Parks
et al.,, 1999; Campos et al., 2008; Nakagomi et al., 2008; Xavier et al., 2009), iii)
Centro-Oeste (Cardoso et al., 2002; Borges et al., 2006; Andreasi et al., 2008; Ferreira
et al., 2010), iv) Sudeste (Soares et al., 2007; Victoria et al., 2007; Ribeiro et al., 2008;
Gallimore et al., 2004; Barreira et al., 2010; Morillo et al., 2010; Ferreira et al., 2008;
2010; 2011; 2012; Fioretti et al., 2014), y v) Sur (Georgiadis et al., 2010; Fioretti et al;
2011). En el caso del estudio realizado por Fioretti y colaboradores (2011), fueron
analizadas 90 muestras de diarrea provenientes de pacientes con GA de todas las

regiones del Brasil, en donde el 71% de las muestras fueron positivas para Gll, y fueron
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detectados los siguientes genotipos: Gll.4, GIl.6, GII.7, GIl.12, GII.16 y GII.17. En
este pais, se observada a partir de estos estudios, i) una prevalencia alta de NV en
pacientes pediatricos con valores similares e inclusive mayores que RVA, ii) una gran
diversidad de genotipos circulantes, siendo el Gll el mas frecuente, y sobre todo Gll.4,
iii) una prevalencia alta en individuos de diferentes grupos etarios, Yy iv) no se observa
un patron de estacionalidad marcada, siendo detectado en meses secos o humedos en
diferentes estudios, e inclusive sin estacionalidad aparente durante periodos largos de 5
a 6 afos.

Pero NV ha sido detectado en casos de GA de otros paises de la regiéon como
Argentina (Martinez et al., 2002; Gémez et al., 2007; 2008), Paraguay (Galeano et al.,
2013), Chile (O'Ryan et al., 1999; 2009; 2010; Vidal et al., 2005; 2006; Diaz et al.,
2012; Montenegro et al., 2014), Pera (Yori et al., 2009; Gonzaga et al., 2011; Rivera et
al., 2011; Saito et al., 2014; Ballad et al., 2015), Ecuador (Lopman et al., 2015;
Gatafiaduy et al., 2015) y Venezuela (Pujol et al., 1998; Rodriguez-Guillén et al., 2005;
Gonzaélez et al., 2011). De estos estudios se puede extraer de forma general que NV: i)
fue detectado en lactantes, nifios pequefios y adultos, ii) fue detectado en casos
esporadicos y en brotes, iii) su prevalencia vario entre 13 y 51% (este ultimo en nifios
con HIV), iv) el GlI fue prevalente, siendo Gll.4 frecuentemente detectado, y v) su
prevalencia en nifios con GA fue en algunos casos inclusive mayor que la detectada para
RVA.

En el caso de Uruguay, solo un reporte recientemente publicado relata la
circulacién de NV en muestras clinicas de nifios con GA provenientes de hogares con
alto nivel socioeconémico (Varela et al., 2015). En dicho estudio NV fue detectado por
un kit basado en ICG, y junto con otros virus entéricos fueron los segundos agentes
etioldgicos encontrados con mayor frecuencia en las muestras (13%). Este valor podria
estar subestimado, ya que, como fue mencionado anteriormente, el ICG es el método
que presenta menos sensibilidad para la deteccion de NV. Por lo tanto, ningun estudio
ha sido actualmente reportado sobre la epidemiologia molecular de NV en casos

clinicos de GA en Uruguay.

1.4.11 — Norovirus humanos en aguas residuales
Como ya fue mencionado los NV humanaos, al igual que los otros virus entéricos,
se transmiten a través del agua y alimentos contaminados. Siendo la fuente mas

importante de contaminacién en ambos, el agua residual urbana, sea ésta tratada o no,
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ya que se ha observado que los virus resisten a los tratamientos aplicados en éstas aguas
(Bosch et al., 2008; Kitajima et al., 2010; 2012; Mans et al., 2013).

Por otro lado, como también se observa para otros virus entéricos, el estudio de
las cepas de NV que circulan en el agua residual nos permite determinar las cepas que
circulan en la poblacién que esta generando esas aguas en esa localidad geogréafica y en
eses periodo de tiempo, detectdndose virus de pacientes sintomaticos como
asintomaticos (lwai et al. 2009; Kremer et al. 2011; Bucardo et al., 2011; Rajko-Nenow
et al. 2013). En este sentido, diferentes estudios de deteccién y caracterizacion
molecular de NV humanos a partir de agua residuales urbanas han sido realizados en la
region. Al igual que en los estudios de epidemiologia molecular, Brasil ha sido el pais
que mas ha investigados este virus a partir de aguas residuales (Victoria et al., 2010a;
2010b; Prado et al., 2011; Fumian et al., 2013; Teixeira et al., 2015). En estos estudios:
i) fueron detectados cepas de Gl y GlI asi como sus genotipos en muchos de ellos, ii)
los NV fueron detectados en agua residual con y sin tratamiento, iii) tanto de aguas
residuales comunitarias como de hospitales, y iv) se detecto por primera vez en Brasil el
GIV.1. Por otro lado, Argentina también han realizado estudios de caracterizacion
molecular de NV humanos a partir de aguas residuales, con un interesante abordaje
metodoldgico en donde no solo fueron caracterizadas molecularmente las cepas virales
circulantes, sino que también se realizaron estudios filodinamicos y filogeograficos a
partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas. Mediante los cuales, los autores
reafirman la importancia de estudiar éstas muestras ambientales como reflejo de la
epidemiologia molecular en la poblacion (Fernandez et al., 2011; 2012).

En Uruguay, antes de la realizacion de este trabajo de tesis, no existian reportes

sobre el estudio de NV a partir de aguas residuales.

1.5 - Astrovirus humanos

Las infecciones en humanos producidas por Astrovirus (HAstV, del inglés
Human Astroviruses) han sido reportadas en todo las regiones del planeta,
principalmente en bebés y nifios pequefios (Madeley y Cosgrove, 1975; Guix et al.
2002; Victoria et al. 2007; De Grazia et al. 2013), incluso se han postulado como la
segunda o tercera causa mas comun de GAI luego de la infeccion por RVA, y una causa
importante de brotes esporadicos de GA (Méndez & Arias, 2013).

Recientemente, mediante estudios de metagendmica utilizando las nuevas

metodologia de secuenciacion de nueva generacion o NGS (de sus siglas en inglés: Next
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Generation Sequencing), se han descubierto nuevos AstV altamente divergentes,
capaces de infectar distintas especies de animales, incluyendo al humano, y
posiblemente causando, en algunos casos, patologias distintas a la diarrea (Finkbeiner et
al. 2008; Blomstrom et al. 2010; Quan et al. 2010; Holtz et al. 2011b; Li et al. 2013).

1.5.1 - Historia

Los AstV fueron descubiertos por Madeley y Cosgrove (1975) al observar por
ME particulas virales pequefias de unos 30 nm de diametro, redondeadas, con forma de
estrella con 5 ¢ 6 puntas (Figura 1.11A), en la materia fecal de nifios hospitalizados por
diarrea y de brotes de diarrea generados en guarderias. A su vez, Appleton y Higgins
(1975) encontraron particulas similares en la materia fecal de nifios con diarrea leve y
vomitos. Debido a su forma, estas particulas fueron denominadas astrovirus (AstV)
(Madeley & Cosgrove, 1975), aunque recién en 1982 se confirmaria que se trataba de
un virus diferente a los previamente conocidos Norwalk-like virus (en la actualidad

Norovirus), (Caul y Appleton, 1982).

HAstV-8 HAstV-1
(VP70) (VP34/VP27/VP25)

Figura 1.11. Estructura del viridn de astrovirus. A) Micrografia electronica de un astrovirus humano
aislado de una muestra fecal (la barra en la parte inferior representa 100nm). B) Reconstruccion
tridimensional de astrovirus humanos obtenida mediante criomicroscopia electronica. Particulas de
HAstV-8 y HAstV-1 purificadas mediante gradientes de cloruro de cesio, sin tratar (izquierda) y tratada
(derecha) con tripsina. Se indica la composicién proteica para cada particula. (Modificada de Méndez &
Arias, 2013).

1.5.2 - Genoma y proteinas virales

Los AstV presentan un genoma de ARN simple hebra de polaridad positiva
(ARNv(+)), cuyo tamario varia entre 6,17 kb y 7,72 kb, excluyendo la cola poli-A en el
extremo 3" (Finkbeiner et al. 2008; Fu et al. 2009). A grandes rasgos, el genoma viral

esta formado por regiones no codificante o0 UTR (del inglés: Untranslated Region) en
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sus extremos 5" y 37, y tres marcos abiertos de lectura o ORFs (del inglés: Open reading
frames) de longitud variable dependiendo del aislado (figura 1.12A). Los ORFla y
ORF1b se ubican en ese orden a continuacion de la region 5° UTR y codifican proteinas
no estructurales relacionadas con la transcripcion y replicacion del genoma viral. El
ORF2 es el tercero a continuacion de los anteriores y se encuentra en el extremo 3
precediendo la region 3" UTR. ElI ORF2 codifica para la poliproteina estructural, la cual
se expresa desde un ARN subgendmico y es la region mas variable del genoma
(Méndez y Arias, 2013).

En algunos AstV se ha descripto un cuarto ORF, denominado ORFX, solapando
el extremo 5" del ORF2 en el marco de lectura +1. Este ORF podria 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 3" del genoma de algunos AstV, se forma una estructura
secundaria altamente conservada denominada motivo stem-loop Il. Si bien su funcién
no ha sido determinada, se ha sugerido que podria interaccionar con proteinas virales y
celulares durante la funcién de replicacion 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 sefial de
cambio de marco para el ribosoma o RFS (del inglés: Ribosoma Frameshift Signal).
Dicha sefial se encuentra en la region de solapamiento del ORFl1a con el ORF1b y es
importante para la traduccion de la ARN polimerasa dependiente de ARN o RdRp (del
inglés: RNA-dependent RNA-polymerase).

Por otro lado, en la region de solapamiento del ORF1b y el ORF2 se encuentra
una secuencia altamente conservada que podria ser parte del promotor para la sintesis
del ARN subgenémico (Jonassen et al. 2003). Dicha secuencia, también ha sido
identificada como un hot spot de recombinacion genética, o sea, es un sitio donde ocurre
con mas frecuencia este mecanismo en el genoma de los AstV (Walter et al. 2001,
Strain et al. 2008; Wolfaardt et al. 2011).

El ORFla codifica un polipéptido denominado proteina no estructural la
(nsP1a) y contiene un dominio putativo de helicasa o (HEL), varios dominios
transmembrana (TM), dos dominios coiled-coil (CC), un dominio proteasa (PRO), un
motivo VPg (proteina protectora del genoma) y un dominio hipervariable (HVR)
(Figura 1.12B, parte de arriba). Por otro lado, el ORF1b codifica la RdRp.
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El ORF1b codifica un péptido denominado proteina no estructural 1b (nsP1b),
que da origen a la RdRp (Figura 1.12B, parte del medio) (Jiang et al. 1993; Marczinke
et al. 1994).

El ORF2 codifica para un polipéptido precursor de la proteina de capside (Figura
1.12B, parte de abajo), siendo el extremo N-terminal de la proteina, mas conservado que
el C-terminal y posiblemente el que interactta con el ARN gendmico viral (Jonassen et
al. 2001; Wang et al. 2001; Geigenmuller et al. 2002). Por otro lado, el extremo C-
terminal muestra una gran variabilidad genética, incluso a nivel de diferentes cepas que
infectan una misma especie y estd implicado en la formacion de la espicula de la
particula viral (Krishna, 2005; Méndez y Arias, 2013).
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Figura 1.12 - Organizacion del genoma y productos proteicos de astrovirus humano. A)
Organizacién del genoma y del ARN subgendémico, con los marcos abiertos de lectura (ORFS)
representados como bloques. Se muestra las regiones altamente conservadas donde se localizan la sefial

de cambio de marco del ribosoma (RFS), el promotor subgenémico y el motivo stem loop Il. B) Motivos
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caracteristicos de los productos protéicos de HAstV. HEL: dominio putativo helicasa, TM: dominios
transmembrana, CC: dominio coiled-coil, PRO: dominio proteasa, VPg: proteina de unién al genoma,
HVR: region hipervariable, NLS: sefial putativa de localizacién nuclear, RdRp: dominio de la ARN
polimerasa dependiente de ARN. EI ORF2 codifica la poliproteina estructural VP90, la cual consiste de
las regiones conservadas shell y dominio P1, una regién variable que contiene el dominio P2 (espiculas de
la cépside) y una region C-terminal acida la cual es clivada por caspasas celulares resultando en VVP70.
Las particulas que contienen VP70 son clivadas adicionalmente por tripsina para originar las proteinas
VP34, VP27 y VP25. Adaptada de Bosch y colaboradores (2014).

1.5.3 - Estructura del virion

AstV posee un virién desnudo, de simetria icosahédrica con 5 6 6 proyecciones
caracteristicas en la superficie en forma de puntas, lo cual le otorga una forma de
estrella (Figura 1.11A) en aproximadamente el 10% de los viriones (Bosch et al. 2014).

Los virus eliminados en la materia fecal, presentan un diametro de 28 a 30 nm,
mientras que los virus generados en cultivo celular presentan un diametro de 41 nm y
espiculas en su superficie (Risco et al. 1995).

La poliproteina resultante de la traduccién del ARN subgendémico (codificado
por el ORF2), se denomina VP90 (de 90 kDa aproximadamente), y se ensambla para
conformar inicialmente el virion, siendo luego procesada por caspasas celulares dando
lugar a la proteina VP70 (figura 1.11B, parte de la derecha), de 70 kDa
aproximadamente (Méndez et al. 2004).

Los viriones con VP70 como proteina de capside son aun inmaduros, los cuales
al egresar de la célula son clivados por la tripsina celular para generar los viriones
maduros infecciosos con proteinas de capside de 34, 27 y 25 kDa (VP34, VP27y VP25)
(figura 1.11B, parte de la izquierda) (Méndez et al. 2002). Mientras que VP34 deriva de
la region N-terminal altamente conservada de la poliproteina y constituye la superficie
esférica de la capside, VP27 y VP25 derivan del dominio C-terminal variable (figura
1.12B, parte de abajo) y forman las espiculas diméricas (Krishna, 2005; Dong et al.
2011).

1.5.4 - Replicacion viral

El ciclo de replicacion de AstV puede ser resumido de la siguiente forma: i) una
vez que el virus ha ingresado a la célula y se ha decapsidado, las poliproteinas no
estructurales (nsPla y nsPlalb) son traducidas desde el genoma viral, 1) el clivaje de

las mismas genera proteinas no-estructurales relacionadas a la replicacion del genoma,
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lo cual permite generar el ARN genomico y subgendmico, iii) el ARN subgenomico es
traducido para lugar a la proteina de cépside, iv) una vez que se realiza la encapsidacion
y maduracion del virién, el mismo es liberado de la célula (figura 1.13) (Bosch et al.
2014).

Se desconoce cual 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 que es probable que las interacciones iniciales con la célula hospedera
sean diferentes (Brinker et al. 2000). Se ha sugerido que podria existir mas de una
molécula receptora o de union, dentro de las cuales podriamos encontrar una molécula
de naturaleza polisacarida (figura 1.13, parte A) (Dong et al. 2011). Incluso ha sido
identificado un sitio putativo de unidn al receptor en VP25, el cual podria reconocer una
molécula de este tipo (Méndez y Arias, 2013).

Por otro lado, se ha confirmado que HAstV utiliza una via de endocitosis
mediada por clatrina como mecanismo de entrada a la célula (figura 1.13, parte B). Esta
entrada también depende de la acidificacion y maduracion de los endosomas, donde la
decapsidacion podria ocurrir (figura 1.13, parte C) (Méndez et al. 2014).

La proteina VPg ha demostrado tener un rol importante en la infectividad viral,
una vez que el ARN ha sido decapsidado. Pareceria que tiene un rol en el reclutamiento
de factores celulares de inicio de la traduccion, como ha sido descripto para los
calicivirus (Fuentes et al. 2012; Thorne y Goodfellow, 2014). La traduccion del genoma
viral genera las poliproteinas nsPlalb y nsP1a, las cuales son clivadas por la proteasa
serina viral (que se encuentra en nsP1a) y algunas proteasas celulares, origindndose de
esta manera las proteinas no-estructurales individuales (figura 1.13, parte D) (Bosch et
al. 2014).

El procesamiento proteolitico de la poliproteina nsPlalb genera la proteina
nsP1b (ARN polimerasa dependiente de ARN) y la proteina nsPla, la cual es
subsecuentemente clivada para generar varios productos (Bosch et al. 2014).

Las proteinas estructurales son expresadas desde el ARN subgendmico, primero
como una poliproteina de 90 kDa denominada VP90. La sintesis de dicha proteina es
llevada a cabo en los mismos compartimientos celulares donde se forman los complejos
de replicacion (figura 1.13, parte E) (Mendez et al. 2007).

Debido a que, tanto las proteinas no estructurales como el ARN viral han sido
localizados conjuntamente en el reticulo endoplasmico y que en nsP1a se ha predicho la

existencia de una sefial para la retencion del reticulo, se piensa que las membranas
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intracelulares derivadas del reticulo endoplasmico podrian ser el sitio celular para la
replicacion del genoma de HAstV (figura 1.13, parte F) (Guix et al. 2004).
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Figura 1.13 - Ciclo de replicacion viral de astrovirus. Las etapas del ciclo estan indicadas con las letras
rojas de A) a K). Por descripcion de cada etapa referirse al texto. Adaptada de Bosch y colaboradores
(2014).

Inicialmente, los complejos de VP90 ensamblan el virién inmaduro en

asociacion con membranas intracelulares mediante su extremo C-terminal (figura 1.13,
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parte G). Luego, varias caspasas celulares clivan a VP90 (figura 1.13, parte H),
disociando asi los viriones de las membranas, y generando cépsides virales compuestas
por la proteina VP70 (figura 1.13, parte I) (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 pareceria que la liberacion de las particulas formadas por VP70 ocurre sin
lisis celular (figura 1.13, parte J). Una vez en el exterior, los viriones maduran por
accion de la tripsina, incrementando la infectividad de los mismos entre 3 a 5 érdenes de
magnitud (figura 1.13, parte K) (Méndez et al. 2002, 2004). Sin embargo, se ha
observado efecto citopatico en algunas cepas de AstV de animales, por lo que se
presume que existe mas de un mecanismo dentro de la familia Astroviridae para egresar
de la célula (Shimizu et al. 1990; Baxendale y Mebatsion, 2004; Méndez y Arias, 2013).

1.5.5 - Clasificacion

Los AstV pertenecen a la familia Astroviridae que fue creada en 1995 en el
sexto reporte del Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV, 2015).

Esta familia esta dividida en dos géneros en funcién del tipo de hospedero,
Mamastrovirus y Avastrovirus, incluyendo particulas virales capaces de infectar
mamiferos o aves, respectivamente (Méndez y Arias, 2013). Los HAstV eran
clasificados Unicamente en ocho genotipos (HAsV “clasicos”: HAstV-1 al -8), hasta el
2008 cuando fueron descubiertos los “HAstV emergentes”. Estos tltimos, son capaces
de infectar a humanos, pero estdn mas relacionados genéticamente con AstV de ratas
(HAstV MLB), ovejas y visones (HAstV HMO/VA) que con los HAstV clasicos
(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, Gl y Gll, que
suman un total de 19 especies virales entre los dos, denominadas Mamastrovirus-1 a
Mamastrovirus-19, para los cuales se utiliza la siguiente abreviacion: MAstV-1 a
MASstV-19, respectivamente. Ambos genogrupos incluyen virus de origen humano y
animal. Los ocho genotipos clasicos de los HAstV (genotipos HAstV-1 a HAstV-8) se
encuentran agrupados dentro de la especie viral Mamastrovirus-1. 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 también en dos genogrupos,

Gl y Gll, que suman en total 3 especies virales entre los 2, denominadas Avastrovirus 1
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3, para los cuales se utiliza la siguiente abreviacion: AAstV-1 a AAstV-3 (Tabla 1.1)
(Bosch et al., 2010; ICTV, 2015).

Cabe resaltar, que la mayoria de lo que se conoce de la biologia de los AstV esta
basado en estudios realizados con “HAstV clasicos” (MAstV-1), asi como la enorme
mayoria de los estudios de epidemiologia que se han publicados también han sido en
MAstV-1. Debido a que, como fue mencionado anteriormente, el descubrimiento de los
“HAstV emergentes” (MAstV-6, -8 y -9) es muy reciente y relativamente pocos
estudios se han realizado, siendo que a su vez, su rol en los casos de GA aun no ha sido
totalmente establecido (Méndez & Avrias, 2013).

Recientemente, Phan y colaboradores (2014) propusieron, la inclusién del
vigésimo genotipo dentro del género Mamastrovirus debido a la deteccion de un nuevo
y divergente AstV en un estudio de metagendmica de un caso inexplicado de diarrea
humana.

Como fue mencionado anteriormente, los MAstV-1 agrupan a los AstV humanos
clasicos que estan divididos en 8 genotipos: HAstV-1 a HAstV-8. Dentro de estos
genotipos, han sido descritos distintos linajes para algunos de ellos, en base a anélisis
filogenéticos y valores de identidad nucleotidica de secuencias parciales del ORF2
(principalmente), y especificamente en base a dos regiones definidas dentro del ORF2,
denominadas regiones C y D (Bosch et al., 2014). Recientemente, nuevos linajes han
sido descritos en base a la secuencia nucleotidica completa del ORF2 (Martella et al.,
2014). A pesar de gue esta nueva clasificacion se basa en el ORF2 completo, los autores
describen que es concordante con la clasificacion en linajes previamente descrita basada
en la regién C del ORF2, con algunas pocas excepciones. Martella y colaboradores
(2014), también proponen una nueva nomenclatura para identificar cada cepa de AstV
de la siguiente manera: Abreviacion de género y especie/nombre comun de la especie de
origen/pais de origen (segin codigo de tres letras de acuerdo al I1SO 3166-1 alpha-
3)/afio en que fue indentificada/nombre comin de la cepa dado por el
investigador/opcional: Tipo (si es apropiado y estd disponible)/opcional: linaje (si es
apropiado y esta disponible). A modo de ejemplo, la cepa prototipo de HAstV-1:
Oxford-1, se describe segun esta nomenclatura de la siguiente manera: MASstV-
1/Hu/GBR/1993/Oxford-1/Type-1a.

71



Tabla 1 - Clasificacion de la familia Astroviridae segan el Comité Internacional de Taxonomia de los

Virus (ICTV, 2015).

GENERO GENOGRUPO ESPECIE HOSPEDERO/S INCLUYE
Avastrovirus 1 Pavos TAstV
AVASTROVIRUS Avastrovirus 2 Pollos, Pavos ANV, TAstV
Avastrovirus 3 Pavos, Patos DAstV, TAstV
Mamastrovirus 1 Humanos HAstV-1a8
Mamastrovirus 2 Felinos FAstV
Mamastrovirus 3 Porcinos PAstV
Mamastrovirus 4  Leén Marino CslAstV
Mamastrovirus 5 Caninos CaAstV
Mamastrovirus 6 Humanos  HAstV-MLB1
Mamastrovirus 7 Delfin BdAstV
Mamastrovirus 8 Humanos HAstV-VA2
Mamastrovirus 9 Humanos HAstV-VA1l
Mamastrovirus 10 Visén MAstV
Mamastrovirus 11  Ledn Marino CslAstV
Mamastrovirus 12 Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 13 Ovinos OAstV
Mamastrovirus 14 Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 15 Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 16  Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 17 Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 18 Murciélagos BatAstV
Mamastrovirus 19  Murciélagos BatAstV

ANV: Virus de la Nefritis Aviar, TAstV: Astrovirus de Pavo, DAstV: Astrovirus de Pato, OAstV:
Astrovirus Ovino, CslAstV: Astrovirus de Ledn Marino Californiano, MAstV: Astrovirus de Vison,
HAstV: Astrovirus Humano, RAstV: Astrovirus de Rata, PAstV: Astrovirus Porcino, BdAstV: Astrovirus
de Delfin, CaAstV: Astrovirus Canino, FAstV: Astrovirus Felino, CcAstV: Astrovirus de Ciervo.
Adaptado de Méndez y Arias (2013).

1.5.6 - Mecanismos de variabilidad genética y evolucién

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 reconstruccion de los eventos evolutivos dentro de la familia Astroviridae
indica que la separacion entre los linajes aviares y de mamiferos ocurrié hace 310

millones de afios y fue seguida por procesos de divergencia dentro de los virus de
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mamiferos y de varias transmisiones entre especies (Lukashow y Goudsmith, 2002; van
Hemert et al. 2007a, 2007b).

Mientras las infecciones interespecies han sido bien documentadas en aves de
corral (Battisti et al. 2012; Bidin et al. 2012) y han sido sugeridas en mamiferos,
especialmente en cerdos, gatos y humanos (van Hemert et al. 2007a; Ulloa y Gutiérrez,
2010; Lan et al. 2011; Xiao et al. 2013), aun se desconoce si los AstV de aves podrian
ser capaces de infectar mamiferos y viceversa.

Interesantemente y considerando los HAstV clasicos 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 zoonotico
de estos virus es alto y futuras transmisiones de AstV no humanos hacia humanos
probablemente ocurran.

La tasa de evolucién para el genoma de HAstV fue determinada por Babkin y
colaboradores en 2012 y se correspondi6 con lo esperado para virus de ARN, 3,7x107
(sustituciones de nucleotidos/sitio/afio).

Cuando se comparan las tasas evolutivas entre diferentes AstV, aquellas mas
elevadas, especialmente en el ORF2, han sido descriptas en AstV de cerdos, ovejas,
visones y pavos en comparacion con AstV de humanos, gatos y pollos (van Hemert et
al. 2007Db).

Por otra parte, la recombinacion genética es otro de los mecanismos principales
que han tenido un rol en la evolucion de los HAstV y en la generacion 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 clasicos (Walter et al.
2001; Pativada et al. 2011, 2013; Wolfaardt et al. 2011; De Grazia et al. 2012; Martella
et al. 2013; 2014). Ademas, se han sugerido eventos de recombinacién que involucran
cepas de HAstV clasicos y de AstV de ledn marino (Rivera et al. 2010) o HAstV
clasicos y AstV de cerdos (Ulloa y Gutiérrez, 2010). Estos resultados nos llevan al
planteo de la hipétesis de un ancestro comun o de un evento de transmision zoonotica.

Los ocho genotipos de los HAstV clasicos dentro de la especie MAstV-1
comparten 63 a 84% de similitud a nivel de aminoacidos en la proteina de capside, por
otro lado para los Mamastrovirus 6, 8 y 9 (HAstV emergentes), la similitud varia entre
74y 90%, 78 y 79% y 75 y 77%, respectivamente, sugiriendo que probablemente
muestren diferentes propiedades antigénicas (Bosch et al. 2014). Como fue mencionado

anteriormente, en los HAstV clasicos, se han identificado distintos linajes dentro de
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algunos genotipos, asi, se ha definido la existencia de seis linajes dentro de HAstV-1,
cuatro linages para HAstV-2, dos linages para HAstV-3, tres linages para HAstV-4, tres
linajes para HAstV-5, dos linajes para HAstV-6 y tres linajes para HAstV-8 (Medina et
al. 2000; Walter et al. 2001; Guix et al. 2002; Jackab et al. 2003; 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; 2014).

1.5.7 - Patogénesis

Los MAstV-1 son transmitidos mediante la ruta fecal-oral causando GA
principalmente en nifios, por lo general menores de 2 afos, aunque las personas
inmunocomprometidas, asi como los ancianos, también constituyen un grupo de riesgo
alto (De Benedictis et al. 2011). Los MAstV-1 afectan principalmente las células
epiteliales del tracto intestinal. Infectan y replican dentro de los enterocitos maduros del
tercio apical de las microvellosidades, sobre todo afectando el yeyuno, mas que el
duodeno (Sebire et al. 2004). El cuadro clinico se caracteriza por una diarrea acuosa
leve de unos 2 a 3 dias de duracidn que puede estar asociada a vomitos, fiebre, anorexia
y dolor abdominal. El periodo de incubacion promedio calculado para MAstV-1 es de
4,5 dias, el cual se sitta por encima del de RVA 'y Norovirus (Lee et al. 2013; Bosch et
al. 2014). Generalmente, MAstV-1 causa una cuadro de GA més leve que RVAy NV'y
que se resuelve espontaneamente, aunque en algunos casos puede requerir
hospitalizacidon (Bosch et al. 2014). Aunque en nifios altamente inmunocomprometidos,
se ha demostrado que las infecciones por MAstV-1 pueden diseminarse
sistematicamente y causar infecciones graves e incluso letales (Wunderli et al. 2011).

La enfermedad en adultos puede ser transmitida mediante foémites, agua o
alimentos contaminados (Abad et al. 2001; Belliot et al. 1997b), aunque también se ha
evidenciado la transmision 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 ademas, al igual que para los

nifios, la infeccidon puede darse de manera asintomatica (Méndez-Toss et al. 2004).
1.5.8 - Tratamiento y Prevencion

Ante un cuadro de GA en nifios infectados con MAstV-1, la terapia mas comun

utilizada, es la universalmente aplicada a pacientes que sufren GA grave de cualquier

74



etiologia, que consiste en el uso de soluciones de rehidratacion oral o intravenosa
(Bosch et al. 2014).

Las infecciones de MAstV-1 esencialmente pueden prevenirse mediante el
control de las rutas de transmision 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. También es importante la desinfeccion de fomites
y superficies contaminadas, sobre todo el centros de atencion pediatrica en hospitales
asi como en guarderias (Bosch et al. 2014). Si bien la resistencia de los HAstV clasicos
en agua potable es alta, los tratamientos de desinfeccion de 2 horas con 1 mg/L de cloro
son efectivos (Abad et al. 1997).

Hasta el momento y a pesar que ha sido posible desarrollar particulas semejantes
a virus o VLPs (del inglés, virus-like particles) de HAstV en distintos sistemas (Dalton
et al. 2003; Caballero et al. 2004), no se han desarrollado aun vacunas para el virus.
Probablemente ello se deba al bajo impacto de la infeccion por MAstV-1 en pacientes
inmunocompetentes y a la necesidad de vacunas multivalentes para proteger al menos
contra los genotipos mas prevalentes, debido a la ausencia de proteccidon heterdloga
(Koopmans et al. 1998).

1.5.9 - Diagnostico

Al igual que los casos de RVA y NV, las metodologia de ME con la técnica de
contrastacion negativa, por la que fueron dscubiertos éstos virus pueden ser utilizadas
como herramientas de diagnostico (Appleton y Higgins, 1975; Madeley y Cosgrove,
1975; Cubitt et al. 1999). Sin embargo, como ya ha sido mencionado, estas técnicas
presentan algunas limitaciones: i) tiene sensibilidad baja, ii) técnica laboriosa, iii)
requiere un usuario entrenado, y iv) un equipo muy costoso. Sumado a esto, en el caso
de AstV, solamente un 10% de las particulas muestran la caracteristica estructura en
forma de estrella, y la sensibilidad de la microscopia electronica requiere una
concentracion viral de 107 particulas por gramo de materia (Glass et al. 1996).

Actualmente, existen al menos dos kit comerciales validados basados en EIE
para la deteccién de HAstV clasicos a partir de materia fecal. Si bien la tipificacién no
es posible, y en general presentan una sensibilidad mas baja que las técnicas
moleculares, son Utiles para la rapida deteccion de los virus cuando se deben analizar

grandes cantidades de muestras, o para la utilizacion en clinicas y hospitales por el
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personal médico ya que no requieren de un Laboratorio de referencia ni de un usuario
entrenado (Medina et al. 2000; Putzker et al. 2000; Rovida et al. 2013).

Las técnica molecular de RT-PCR es una técnica muy sensible que ofrece
umbrales de deteccion tan bajos como 10 a 100 copias gendmicas por gramo de materia
fecal, por lo cual los métodos convencionales de RT-PCR son ampliamente utilizados
actualmente en muchos Laboratorios privados y publicos de diagndstico, asi como por
los grupos de investigacion en la Universidades tanto para realizar screening como para
caracterizar luego el aislado a través del analisis de la secuencia nucelotidica del
producto amplificado mediante estudios filogenéticos (Glass et al. 1996). Actualmente
muchas metodologias de RT-PCR han sido desarrolladas, direccionadas a diferentes
regiones del genoma de MAstV-1, denominadas regién A a D (Figura 1.14) (Martella et
al., 2014).

ORF1la ORF1b ORF2

w

A(n)

Belliot et al., 1997 Chu et al., 2008 Noel etal,, 1995 Saito et al., 1995
Belliot etal.,, 1997 Walter et al.,, 2001
Atkins et al., 2009 Mitchell et al., 1995

Jonassen et al.,

1995

Figura 1.14 - Esquema representativo del genoma de astrovirus con la posiciéon de las diferentes
regiones (A-D) que son cominmente utilizadas para la deteccion y caracterizacion molecular de los
MAstV-1. Se muestran las referencias a los trabajos que describen protocolos que han sido desarrollados

direccionados a cada una de las regiones. Tomado de Martella y colaboradores (2014).

Dentro de las técnicas moleculares, la RT-PCR en tiempo real o0 gRT-PCR (del
inglés, quantitative RT-PCR), principalmente mediante la tecnologia TagMan®, ofrece
las ventajas de ser mas rapida que la RT-PCR convencional y que permite la
cuantificacion de las copias gendmicas presentes la muestra (Le Cann et al. 2004;
Royuela et al. 2006; Dai et al. 2010). Como desventaja, esta técnica no permite la
caracterizacion molecular de la cepa mediante andlisis filogenético de la secuencia
nucleotidica, ya que generalmente los fragmentos amplificados son chicos (aprox.
100pb) y no aportan suficiente informacion, ademas de que el equipo utilizado aun es
costoso, sobre todo para laboratorios de paises en vias de desarrollo.

La técnica de RT-PCR o gRT-PR precedida del previo pasaje en cultivo celular

en la linea CaCo-2 combinado con el pre-tratamiento del in6culo viral con tripsina
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constituye, constituye la técnica gold strandard para el aislamiento de HAstV clésicos a
partir de muestras clinicas (Willcocks et al. 1994; Brinker et al. 2000). En el caso de
muestras ambientales, varios métodos de cultivo celular integrados a RT-PCR han sido
descritos, los cuales permiten evidenciar la infectividad del virus en dicha muestra
(Grimm et al. 2004).

1.5.10 - Epidemiologia de MAstV-1

Los MAstV-1 generalmente afectan a nifios menores de cinco afios, siendo en
nifios entre cero y dos afios, el rango de edades en la cual la infeccion es mas frecuente
(Bosch et al. 2014). Presentan una distribucion mundial, siendo su incidencia media
11%, con 7% y 23% en areas urbanas y rurales, respectivamente (Bosch et al. 2013). La
incidencia es usualmente mayor en paises en vias desarrollo (Basu et al. 2003; Kiulia et
al. 2007; Reither et al. 2007). Han sido reportados como responsables de hasta un 20%
de los casos de diarrea esporadica no bacteriana, con una incidencia entre 0,5 y 15% en
los brotes de diarrea (Kirkwood et al. 2005; Moser y Schultz-Cherry, 2005).

En base a estudios de epidemiologia con MAstV-1, se ha observado una tasa de
deteccidn de hasta 27% en infecciones esporadicas en la comunidad y de 1,6% a 16% en
niflos hospitalizados por GA (Gaggero et al., 1998; Ratcliff et al., 2002; Jakab et al.,
2004). En paises desarrollados, su prevalencia varia de 2 a 11%, en tanto que en paises
en vias de desarrollo de 2 a 26% (Chikhi-Brachet et al., 2002; Cunliffe et al., 2002;
Dalton et al., 2002; Ratcliff et al., 2002).

Los MAstV-1 se transmiten por ruta fecal-oral, y este ha sido asociado a
importantes brotes debido al consumo de alimentos contaminados (Oishi et al. 1994;
Iritani et al. 2014), y también ha sido detectado en el agua residual y superficial (Pintd
et al. 1996; 2001; Nadan et al. 2003; Le Cann et al. 2004; Morsy El-Senousy et al.
2007). En dichas matrices acuaticas el virus ha demostrado gran estabilidad facilitando
de esta manera su transmision hidrica (Abad et al. 1997; Bosch et al. 1997).

Existen alimentos, con una alta susceptibilidad a ser contaminados con MAstV-
1, 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, asi como frutas del tipo frambuesas y
frutillas (Le Guyader et al. 2000; Pint6 y Bosch, 2008). Dichos productos, por lo
general llevan poco, 0 ningun procesamiento antes de su consumo Yy asi actlan como

vehiculo en la transmision de MAstV-1 entre otros virus entéricos (Kurtz y Lee, 1987).
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Tambien el uso de agua contaminada, con fines recreacionales, puede originar
un brote de gastroenteritis por MAstV-1 como lo sefiala el caso de un brote que afecté a
nifios y adultos usuarios de una piscina cuya agua contenia MAstV-1 (Maunula et al.
2004).

Las practicas higiénicas inadecuadas por parte del personal gastronémico, son a
menudo las responsables de la contaminacion de productos tales como ensaladas y
sadndwiches, los cuales se consumen sin coccion o apenas cocidos. Dicho personal,
muchas veces, presenta infecciones asintomaticas por MAstV-1 y estan implicados en
brotes de gastroenteritis (Todd et al. 2007).

Los fomites y superficies tienen un rol importante en la diseminacion de
MAstV-1 a nivel de instituciones como hospitales, residenciales de adultos mayores,
restaurantes, y guarderias ya que pueden contener altas concentraciones del virus
(Cubitt, 1999; Abad et al. 2001; Gallimore et al. 2005).

Al igual que para RVA, las infecciones por MAstV-1 en regiones de clima
templado ocurren mayoritariamente en los meses mas frios de afio, descendiendo
draméaticamente en los meses de calor. Por otro lado, en regiones con clima tropical, la
mayor incidencia de infecciones tiende a ocurrir en los meses lluviosos (Cruz et al.
1992; Maldonado et al. 1998, 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
etal. 1997, 2001).

1.5.10.1 - Epidemiologia Molecular MAstV-1 en el mundo

De los 8 genotipos de MAstV-1, 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 region;
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).

Se ha observado una alta prevalencia de MAstV-1 recombinantes en nifios con
GA en India y Africa (Verma et al. 2010; Wolfaardt et al. 2011). Un estudio realizado
en Espafia mostrd que la mayoria de las infecciones por HAstV-1 y HAstV-3 ocurrian

en nifios menores de 2 afios, mientras que las infecciones por HAstV-4 ocurrian en
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nifilos mayores de 4 afos. A partir de estos hallazgos se especul6 con que la inexistencia
de inmunidad heterotipica pudiera incidir de manera importante en la prevalencia de los
HAstV clésicos (Guix et al. 2002).

1.5.10.2 - Epidemiologia molecular de MAstV-1 en América Latina

En América Latina, Brasil ha sido el pais que ha realizado méas estudios sobre
epidemiologia molecular de MAstv-1. Sin embargo, otros paises de la region también
han realizado estudios sobre la incidencia de MAstV-1 en los casos de GA en nifios. A
continuacion se comenta brevemente algunos de estos estudios.

En Argentina, en la ciudad de Mendoza, en el periodo de 1995 a 1999, los
MAstV-1 fueron detectados en 3,5% y 3,9% de los nifios menores de 3 afios no
hospitalizados y hospitalizados por GA, respectivamente. EI HAstV-1 fue el maés
prevalente con 41% de los casos genotipados, seguido de HAstV-4 (25%), HAstV-2 y
HAstV-3 (13%) y HAstV-5 (8%) (Espul et al., 2004). En la ciudad de Buenos Aires, los
MAstV-1 fueron detectados en 7% de los casos de GA de nifios menores a 3 afios en el
periodo de 1997 a 1998 (Bereciartu et al., 2002). Otro estudio retrospectivo de 1997 a
1998 realizado en la ciudad de Cordoba, a partir de muestras de nifios menores de 3
afios hospitalizados por GA, mostré una prevalencia de 4,5% (Giordano et al., 2001).
En el periodo 2001-2002 se realizd en la misma ciudad un estudio en pacientes de
ambulatorios menores de 3 afios donde la prevalencia de MAstV-1 fue de 12,4%
(Giordano et al., 2004).

En Chile, la deteccion de MAstV-1 en nifios con diarrea que necesitaron
atencion médica, vario de 7% a 16%. El genotipo HAstV-1 fue el méas frecuentemente
detectado seguido por el HAstV-2 y HAstV-4 (Gaggero et al., 1998).

En México, fue realizado un estudio prospectivo en una comunidad periurbana
de la ciudad de México durante tres afios (1988 a 1991), donde fue detectado en 6,3%
de las muestras analizadas, en donde se observé una gran diversidad de genotipos
detectados: HAstV-2 (42%), HAstV-4 (23%), HAstV-3 (13%), HAstV-1 (10%),
HAstV-5 (6%), y HAstV-7 (6%) (Walter et al., 2001). En un segundo estudio mas
reciente realizado en cinco localidades de México, en el periodo de octubre de 1994 a
Marzo de 1995, los MAstV-1 fueron investigados en pacientes sintomaticos y
asintomaticos, detectandose una prevalencia de 4,6% y 2,6%, respectivamente. Fueron
detectados 7 de los 8 genotipos de MASstV-1, siendo los HAstV-1 y -3 los mas

prevalentes entre los pacientes con GA. HAstV-8 fue detectado en 3 localidades
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geograficas, siendo en una de ella tan prevalente como el HAstV-1 (40%) (Méndez-
Toss et al. 2004)

En estudio realizado por Medina y colaboradores (2000), los MAstV-1 fueron
investigados en nifios con GA de Colombia y Venezuela, donde este virus fue detectado
en 5% y 10% de los casos, respectivamente. EI HAstV-1 fue el genotipos mas
prevalente en ambos paises.

En Brasil, se ha observado la presencia de MAstV-1 en todas las regiones del
pais. En Rio de Janeiro, en el periodo de 1994 a 2008, considerando muestras de
materia fecal de brotes de diarrea asi como de casos esporadicos en un hospital de nifios,
MAstV-1 tuvo una tasa de deteccion de 3,5%, caracterizandose los genotipos HAstV-1,
HAstV-2, HAstV-4 y HAstV-5 (Ferreira et al., 2012). En la misma ciudad, un estudio
realizado durante el afio de 2004 en nifios hospitalizados por GA en tres hospitales
mostré una tasa de deteccion del 14%, en donde el 85% de los casos correspondio a
nifilos menores de 2 afios, y fueron detectados los genotipos HAstV-1 (71%), HAstV-2
(17%), HAstV-8 (9%) y HAstV-4 (3%) (Victoria et al., 2007). En la ciudad de San
Pablo, en un estudio en nifios menores de 6 afios de edad con GA de diferentes
hospitales, en el periodo de 1994 a 1999, MAstV-1 tuvo una tasa de deteccion de
20,6%. Este estudio también analizé muestras de materia fecal de nifios sin cuadro de
diarrea encontrando una tasa de 17,8% (Resque et al., 2007). En el periodo de 2000 a
2004, MAstV-1 tuvo una tasa de deteccion del 3,1% en nifios menores de 3 afios
hospitalizados con GA en la ciudad de Campo Grande-Mato Groso del Sur (Andreasi et
al., 2008). Al norte de Brasil, en Belén, un estudio retrospectivo con muestras de
diarreas de nifios en el periodo de 1990 a 1992 mostr6 que MAstV-1 tuvo una tasa de
deteccidn del 5,4% con predominancia alternada de los genotipos HAstV-1, HAstV-2, y
HAstV4 (Gabbay et al., 2007). Mas recientemente, un estudio realizado por Xavier y
colaboradores (2015), fue investigada la presencia de MAstV-1 y de AstV emergentes
en muestras clinicas de nifios con GA de tres regiones costeras del pais (Noreste, Sur y
Sureste) durante el periodo de 2005 a 2011. Una prevalencia de general de 7,1% de
MAstV-1 fue observada, siendo en HAstV-1 el genotipo mas frecuentemente detectado
durante todo el periodo. HAstV-1 fue el genotipo mas prevalente en las regiones Sur y
Sureste, pero no en la region Norte (donde HAstV-3 fue el mas prevalente). Fue
detectada una gran diversidad de genotipos de MAstV-1 (HAstV-1, -2, -3, -4, -6 y -8),
e, interesantemente, el MAstV-6 (MLB-1) fue detectado por primera vez en el pais,

aunque solo en 1% de las muestras.
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1.5.11 - MAstV-1 en aguas residuales

Estudio de HAstV en distintas matrices acuaticas han sido ampliamente
documentados desde hace varios afios. Sin embargo, pocos de estudios han
caracterizado molecularmente las distintas cepas que circulan en el ambiente (Nadan et
al. 2003; Meleg et al. 2006; Rodriguez-Diaz et al. 2009; Aw y Gin, 2010, 2011; Fumian
et al. 2013; Zhou et al. 2014).

En algunos estudios realizados en Sudafrica (Nadan et al., 2003), Hungria
(Meleg et al., 2006), Singapur (Aw & Gin, 2010) y China (Zhou et al. 2014), fue
realizada la caracterizacion molecular de MAstV-1, reportando la presencia de distintos
genomas en aguas residuales con y sin tratamiento, asi como en aguas superficiales
utilizadas como cuerpos receptores de las anteriores.

En la region de América Latina y el Caribe han sido realizados pocos estudios
que determinan la diseminacion de los HAstV en el ambiente, en particular en matrices
acuaticas. La informacion disponible proviene principalmente de dos trabajos realizados
en Brasil (Miagosotovich et al., 2008; Fumian et al., 2013) y uno en Venezuela
(Rodriguez-Diaz et al., 2009), donde también fueron investigados los diferentes
genomas de MAstV-1 en aguas residuales con y sin tratamiento, asi como en aguas

superficiales que son utilizadas como cuerpos receptores.

1.5.12 - HAstV en aguas residuales de Uruguay

Hasta el momento, no se conoce en nuestro pais el rol que juegan los Astrovirus
humanos en la generacién de casos de GAI. Sin embargo, la presencia de AstV a partir
de aguas residuales ya ha sido abordada por nuestro grupo de investigacion en el marco
de una tesis de maestria finalizada este afio (Lizasoain, 2015). A partir de la cual, hemos
podido detectar y caracterizar molecularmente MAstV-1 a partir de aguas residuales de
cuatro ciudades localizadas en las regiones del litoral Norte (Lizasoain et al., 2015a -
Anexo 1), y Este (Lizasoain et al., 2015b - Anexo 2) de nuestro pais. A su vez, en las
muestras colectadas en la region Este, pudimos detectar la presencia del HAstV
emergente MLB-1 (MAstV-6), lo que represento el primer reporte de este genotipo a
partir de muestras ambientales en América Latina (Lizasoain et al., 2015b - Anexo 2).
Por ultimo, a partir de este mismo conjunto de muestras de agua residual urbana
colectadas en la region litoral Este de nuestro pais, pudimos detectar y caracterizar

molecularmente AstV y NV caninos (Lizazoain et al., 2015c¢ - Anexo 3).

81



2 — IMPORTANCIA DE LA PROBLEMATICA ABORDADA. RELEVANCIA.

Los RVA constituyen los agentes etioldgicos méas importantes de GA Infantil
(GAI) en nifios menores de 5 afios de edad en todo el mundo. Debido a esto, 79 paises
en todo el mundo han incorporado la vacuna anti-RVA en sus PNGI. Uruguay, junto a
Chile, Surinam y Guayana Francesa, son los Unicos paises de America del Sur que ain
no han incorporado esta vacuna en sus PNGI. Esta vacuna ha mostrado ser muy eficaz
en reducir las hospitalizaciones y muertes por GAI. Los NV humanos son los agentes
etioldgico méas importante de brotes de GA en humanos a nivel mundial, y, a diferencia
de RVA, afecta a personas de todos los grupos etarios. Debido a esto, actualmente
vacunas contra el NV estan en fase 1 de desarrollo en diferentes regiones del mundo. En
el caso de las GAI, los NV han sido definidos como los segundos en importancia
epidemioldgica luego de los RVA. Al igual que los RVA y NV, los MAstV-1 han sido
reportados en todas las regiones del planeta, y han sido establecidos como el segundo o
tercer agente etiologico méas importante de GAI, luego de los RVA y los NV,
respectivamente, dependiendo de la region geografica.

En América latina existen importantes antecedentes de deteccion y
caracterizacion molecular de las cepas de RVA, NV y MAstV-1 en casos de GAl en la
mayoria de los paises de la region. En éste contexto, es de destacar la enorme cantidad
de estudios que se han realizado en Brasil y Argentina, siendo ambos los principales
paises que han contribuido al conocimiento de la epidemiologia molecular de estos
virus en la region desde mediados de 1990, sobre todo en RVA. Los resultados de estos
estudios han permitido establecer un detallado conocimiento del impacto en la salud
infantil a nivel nacional que ha generado RVA, y a establecer la epidemiologia
molecular de las cepas que circulan en todo el territorio y en cada una de sus regiones.
Estos logros han hecho posible que hoy en dia se haya implementado la vacuna para
este virus en ambos paises.

En el caso de Uruguay, no hay reportes sobre estudios de NV y MAstV-1 en
casos de GAI. Solamente el RVA ha sido estudiado y todos los estudios han sido
llevados a cabo a partir de muestras obtenidas en la ciudad de Montevideo, con solo un
reporte de este virus realizado en el interior y hace muchos afios. La mayoria de estos
estudios fueron publicados en revistas cientificas nacionales, y solo cuatro de ellos
fueron publicados en revistas internacionales indexadas. De estos cuatro estudios, solo

uno de ellos realizé la caracterizacion molecular de los genotipos de RVA de acuerdo a
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los estandares que recomienda la OMS, pero en ese estudio solo el genotipo G fue
determinado, y en muestras de hace 15 afios atras.

En el caso de la virologia ambiental en Uruguay, solamente los MAstV-1 han
sido recientemente abordados por nuestro grupo en el marco de una tesis de maestria
(Anexos 1, 2 y 3). Es de destacar que antes de la realizacion del presente trabajo de tesis
doctoral, no existian estudios publicados de virologia ambiental en el pais. El estudio de
los virus entéricos a partir del agua residual urbana permite obtener un panorama
completo de la diversidad, epidemiologia, estacionalidad y grado de contaminacién con
los mismos. También permite conocer los virus que circulan en la poblacién, ya sea en
casos sintomaticos y asintomaticos, asi como individuos de todos los grupos etarios.
Estos abordajes complementan los estudios de epidemiologia realizados a partir de
muestras clinicas, o, directamente permiten dar a conocer la epidemiologia a partir de
muestras ambientales en aquellos lugares donde no se pudo acceder a muestras clinicas.

Debido a lo mencionado, en este trabajo de tesis fueron estudiados estos tres
virus a partir de muestras clinicas y ambientales colectadas en distintas regiones del
interior del pais. En primera instancia, en el marco de esta tesis se pudieron poner a
punto técnicas moleculares que nos permitieron la deteccion, cuantificacion y
caracterizacion de estos virus en ambos tipos de muestras. En el caso de las muestras
clinicas fue llevado a cabo un estudio de epidemiologia molecular de caracter
prospectivo y descriptivo, durante dos afios en la ciudad de Salto. En dicho estudio se
determinaron por primera vez a nivel nacional los genotipos G y P de RVA. Por otro
lado, en el caso de las muestras ambientales, se estudiaron aguas residuales sin
tratamiento de 6 ciudades distribuidas en las regiones litorales Noroeste y Este del pais.
Fueron detectados y caracterizados a nivel molecular, en ambos estudios, una gran
diversidad de cepas virales, las cuales pudieron ser comparadas a nivel filogenético
entres si (muestras clinicas vs. muestras ambientales), asi como también con cepas
contemporaneas de la region y el mundo.

Este trabajo de tesis doctoral, representa la primera experiencia en este tipo de
estudios por parte de nuestro recientemente formado grupo de investigacién, el Gnico en
el area de la virologia localizado en el interior del pais desde mediados del afio 2010.
Estos estudios permitirdn en el futuro proximo, contribuir a la creacion de una red
nacional de vigilancia epidemioldgica de virus entéricos tanto en el ambiente como en
casos clinicos, en conjunto con laboratorios de virologia de Montevideo y de otros

paises de la region y el mundo.
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3-OBJETIVOS

3.1 — Objetivo general

Contribuir al conocimiento mediante el estudio detallado de la diversidad genética y
epidemiologia molecular de virus gastroentéricos de gran impacto para la salud humana,
a partir muestras clinicas y ambientales colectadas en zonas limitrofes y turisticas del

litoral noroeste y este del pais.

3.2 — Objetivos especificos

3.2.1 — Establecer, evaluar y aplicar metodologias de deteccion y cuantificacion
moleculares para RVA, NV (Gl y Gll) y MAstV-1, con el fin de investigar la presencia

y distribucién de estos virus en muestras ambientales.

3.2.2 — Investigar la presencia de cepas recombinantes en NV detectadas durante un afio
de muestreo en casos clinicos de gastroenteritis aguda en nifios hospitalizados de la
ciudad de Salto.

3.2.3 — Determinar la epidemiologia molecular de RVA mediante estudios filogenéticos,
en muestras clinicas colectadas durante dos afios completos (2011-2012), de nifios
hospitalizados con gastroenteritis aguda en la ciudad de Salto.

3.2.4 — Caracterizar molecularmente RVA mediante estudios filogenéticos a partir de
aguas residuales urbanas de diferentes ciudades, y realizar estudios comparativos entre
las cepas ambientales y aquellas caracterizadas en los casos clinicos de Salto. Analizar

también la distribucion geogréfica y temporal de los RVA.
3.2.5 — Realizar estudios filogenéticos a fin de determinar la diversidad genética de NV

a partir de aguas residuales urbanas de diferentes ciudades, analizando también su

distribucion geogréafica y temporal.
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3.2.6 — Realizar estudios de reconstruccion demografica y filogeografica de cepas de
NV previamente caracterizadas procedentes de muestras ambientales, mediante analisis

de coalescencia.

3.2.7 — Realizar estudios filogenéticos detallados a fin de establecer la epidemiologia
molecular de MAstV-1 y NV a partir muestras clinicas colectadas durante dos afios
completos (2011-2012), en nifios hospitalizados con gastroenteritis aguda en la ciudad
de Salto. Comparar las relaciones filogenéticas existentes entre éstas cepas y aquellas
caracterizadas en muestras ambientales. Investigar la presencia de cepas recombinantes
de MAstV-1.

4 — MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS
Los materiales, métodos y resultados de este trabajo de tesis son presentados en forma

de articulos cientificos publicados y enviados para publicacion.

Estos son presentados, relacionandolos a los objetivos especificos, y de acuerdo al

orden cronoldgico en el que fueron analizados los datos obtenidos en esta tesis.
Para aquellos resultados que aun no han sido enviados para publicacion, que se

describen al final de esta seccion, se hace una descripcion de los materiales, métodos y

resultados.
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4.1 — Deteccion y cuantificacion por técnicas de biologia molecular de virus

gastroentéricos en aguas residuales descargadas al Rio Uruguay (Articulo 1).

(Vinculado a objetivo especifico 3.2.1)
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Objetivos:

Realizar la deteccion por RT-PCR cualitativas de RVA, NV (Gl y GIl) y
MAstV-1.

Cuantificar por RT-PCR en tiempo real las muestras positivas.

Determinar la frecuencia y concentracion de los tres virus en el agua residual de
cada ciudad analizada.

Determinar la distribucion de los tres virus de acuerdo al mes de colecta a lo

largo de todo el afio de estudio.
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Abstract The aim of this study was to assess the viral
contamination of group A rotavirus (RVA), norovirus
(NoV), and human astrovirus (HAstV) in sewage directly
discharged into Uruguay River and to characterize RVA
genotypes circulating in Uruguay. For this purpose, sewage
samples (n = 96) were collected biweekly from March
2011 to February 2012 in four Uruguayan cities: Bella
Union, Salto, Paysandi, and Fray Bentos. Each sample was
concentrated by ultracentrifugation method. Qualitative
and quantitative RT-PCR for RVA, NoV, and HAstV were
performed. A wide dissemination of gastroenteric viruses
was observed in the sewage samples analyzed with 80 % of
positivity, being NoV (51 %) the most frequently detected
followed by RVA with a frequency of 49 % and HAstV
with 45 %. Genotypes of RVA were typed using multiplex
semi-nested RT-PCR as follows: P[8] (n= 15), P[4]
(n=28), PL10] (n = 1), P[11] (n = 1), G2 (n = 29), and
G3 (n = 2). The viral load ranged from 10*t0 107 genomic
copies/liter, and they were detected roughly with the same
frequency in all participant cities. A peak of RVA and
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HAstV detection was observed in colder months (June to
September), whereas no seasonality was observed for NoV.
This study demonstrates for the first time, the high degree
of gastroenteric viral contamination in the country; high-
lighting the importance of developing these analyses as a
tool to determine the viral contamination in this hydro-
graphic boundary region used by the local populations for
recreation and consumption, establishing an elevated risk
of gastroenteric diseases for human health.

Keywords Sewage samples - Group A rotavirus -
Norovirus - Human astrovirus - RT-PCR

Introduction

Diarrhea remains the second leading cause of death among
children under 5-years old globally, causing about 1.3
million preventable deaths each year, mainly in developing
countries (WHO 2009a; Wazny et al. 2013). Considering
this alarming data, 88 % of them are attributable to unsafe
water, inadequate sanitation, and poor hygiene. Improve-
ments in access to safe water and adequate sanitation can
help in preventing this elevated number of deaths caused
by diarrhea (Black et al. 2003).

Group A rotavirus (RVA) and norovirus (NoV) are the
most important gastroenteric viruses that cause diarrhea
and others symptoms of acute gastroenteritis like vomit and
abdominal pain (Churgay and Aftab 2012; Payne et al.
2013). They are excreted in feces from infected persons
during the period of acute diarrhea at high concentrations
that can reach up to 10'" viral particles per gram of feces in
the case of RVA and NoV (Desselberger 1999; Chan et al.
2006). Gastroenteric viruses can be excreted after the
period of acute diarrhea and also in asymptomatic patients
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(Gallimore et al. 2004; O'Ryan et al. 2009; Barreira et al.
2010).

The dissemination of these pathogens in the environ-
ment is due to the discharge of wastewater (treated or not)
collected from the cities into surface waters like rivers or
lagoons. These viruses are resistant to adverse conditions
of the environment and persist for long periods in envi-
ronmental waters without losing its infectivity capacity,
originating a risk of infecting people that enter in contact
with these waters mainly due to their low infectious dose
(approximately 10 viral particles for NoV) (Teunis et al.
2008; Seitz et al. 2011). Its has been demonstrated that
rotavirus and human astrovirus (HAstV) can persist
infective for several days in surface water and months in
groundwater (Espinosa et al. 2008). Enteroviruses can be
detected and isolated in different non-treated and treated
sources of water like sewage, river, borehole, spring, and
dam water as well as in drinking water (Ehlers et al. 2005).
Furthermore, after chlorine or UV treatments, gastroenteric
viruses can replicate as well, and as a consequence, the
inactivation procedure has to be adjusted depending on
type of virus (Gerba et al. 2002; Li et al. 2009).

The identification of gastroenteric viruses in different
environmental samples like sewage, surface, and marine
water is well documented, especially in developed coun-
tries and are useful, because they reflect their circulating in
a given geographic region; however, this information is
scarce in developing countries like Uruguay (Pina et al.
1998; Calgua et al. 2008; Wyn-Jones et al. 2011). In this
study, the distribution of RVA, NoV, and HAstV was
determined, to our knowledge, for the first time in Uruguay
by analyzing wastewater directly discharged to Uruguay
River in four cities located in the Northwestern region of
Uruguay.

Uruguay River conforms a large hydrographic boundary
region, thus, constitutes an important geographical model
to study the impact of human activity and environmental
viral contamination of surface waters. The river covers a
distance of approximately 1,838 km long, of which
1,262 km is located in Brazil and corresponds to the stretch
between its headwaters and the confluence with Quarai
River. The remaining 576 km is located between Uruguay
and Argentina and constitutes the border among both
countries. Uruguay River waters pass through three dif-
ferent countries, each of them with their own climatic,
demographic, ecological, and epidemiological characteris-
tics. Five dams were built on the river to generate elec-
tricity, and 975,000 inhabitants are living on its shores.
Historically, these populations have lived along the river
and have exploited its wealth in various aspects like fish-
eries, navigation, energy production, as well as using its
water for domestic consumption, irrigation, and recreation
(C.AR.U. 2013).

Materials and Methods
Area and Strategy of the Study

Uruguay River is located in South America and flows from
North to South bordering Brazil, Argentina, and Uruguay,
starting in Serra do Mar, Brazil. It flows between the states
of Santa Catarina and Rio Grande do Sul in Brazil, from
the Eastern border of the provinces of Misiones, Corrientes,
and Entre Rios in Argentina and makes up the Western
borders of Artigas, Salto, Paysandi, Rio Negro, Soriano,
and Colonia departments in Uruguay (LB.G.E. 2013;
IN.D.E.C. 2013; I.N.E. 2013).

The area of this study was demarked in the Northwest
region of Uruguay including four cities: Bella Unidn
(30°15'59.55"S, 57°36'4.79"W), Salto (31°23'18.82"S,
57°58'35.09"W), Paysandi (32°19'38.38"S, 58°6'3.83"W),
and Fray Bentos (33°7'8.95"S, 58°20/3.38"W) (Fig. 1). All
these cities are located along Uruguay River covering three
quarters of its extension in the Uruguayan territory with
approximately 330 km between Bella Union and Fray Bentos.
One sampling collection site was determined in each city.
Sewage samples from Salto, Paysandq, and Fray Bentos were
collected in a collector which directly discharges untreated
sewage into the river. Regarding Bella Union, sewage samples
(effluent) were collected downstream of the stabilization pond.

Collection and Concentration of Wastewater Samples

42 ml of sewage sample (n = 96) was collected biweekly
in each city from March, 2011 to February, 2012. The
samples were collected and rapidly refrigerated at 4 °C.
They were immediately transported to the Molecular
Virology Laboratory at Salto city in a maximum time of
3 h. The samples were kept at 4 °C and processed for viral
concentration in the following 12 h and stored at —80 “C,
until utilized for virus detection assays.

Viral concentration was carried out using ultracentrifu-
gation methodology as described by Pina et al. (1998) with
modifications added by Fumian et al. (2010). Briefly, 42 ml
of sewage was ultracentrifuged at 100,000x ¢ for 1 hat4 °C.
Viral particles were resuspended in 3.5 ml of 0.25 N glycine
buffer (pH9.5) and incubated on ice for 30 min. 3.5 ml of 2X
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) was added to neu-
tralize the solution and was centrifuged at 12,000xg for
15 min. The supernatant was ultracentrifuged again at
100,000xg for I hat4 °C, and 200 pl of IX PBS was added
to resuspend the pellet. All analyzed samples were spiked
with 500 pl of a culture suspension containing PP7 bacte-
riophage, used as an internal control, kindly provided by
Dr. Veronica Rajal from the National University of Salta,
Argentina. The concentration of PP7 used was 1 x 10°
genomic copies/ml. The quantification of PP7 was performed
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Fig. 1 Map of collection sites (black circles with numbers) located in four cities along Uruguay River: Bella Unidn (1), Salto (2), Paysandd (3),

and Fray Bentos (4)

by real time PCR in the Laboratory of Comparative and
Environmental Virology, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.

Nucleic Acids Extraction and cDNA Synthesis

200 ul of 1X PBS was added to the 200 pl of the con-
centrated sample to obtain a final volume of 400 pl in order
to perform the nucleic acids extraction that was carried out
using guanidium/silica method (Boom et al. 1990). Reverse
transeription (RT) of the viral RNA was carried out with
random hexamers (SBS Genetech™) and SuperScript™ 11
Reverse Transcriptase (Invitrogen™) according to the
manufacturefs instructions. In all the procedures, pure
RNAse-and DNAse-free water was used as negative con-
trols, and 10 % fecal suspension of RVA, NoV, and AstV
previously characterized as GIP[8] (Accession number:
K02033 and L34161), GIT4 (Accession number:
JX975552), and HAstV-1 (Accession number: JQ796912),
respectively, was used as positive controls.

Qualitative PCR for PP7 bacteriophage, Group
A Rotaviruses, Noroviruses, and Human Astroviruses

For detection of the internal control (PP7), a qualitative
PCR was performed in a final volume of 25 pl containing
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final concentration of 0.4 pM of primers 247 f and 320 r,
20 mM Tris—HCI (pH 84), 50 mM KCI, 1.6 mM MgCl,,
0.2 mM of each dNTP, 1U of Tag DNA Polymerase
(Invitrogen@)), and 5 pl of ¢cDNA. The amplification was
performed with 40 cycles (94 °C, 30 s; 60 °C, 1 min; and
72 °C, 30 s) followed by a final extension at 72 °C for
10 min (Rajal et al. 2007).

Detection and genotyping of RVA were achieved by
using qualitative multiplex semi-nested RT-PCR for VP4
and VP7 genes. The first round PCR for VP4 (primers
4con3 and 4con2) and VP7 (primers 9conl and 9con2)
genes was performed with the same reagents and concen-
tration as described for PP7 PCR with the exception of
2.5 pl of cDNA (WHO 2009b). The first round of VP4 and
VP7 PCR was carried out with 35 cycles of 94 °C, 30 s;
50 °C, 30 s;and 72 °C, | min followed by a final extension
at 72 °C for 10 min. The second round multiplex-PCR for
VP4 (4con3, 1T-1, 1T-1Wa, 1T1-VN, 2T-1, 3T-1, 4T-1,
5T-1, ND2, p4943) and VP7 (9conl, 9T-1, 9T-2, 9T-3,9T-
4, 9T-9) was performed with the same reagent, concen-
tration and cycling conditions as mentioned for the first
round VP4 and VP7 PCR with the exception of 1 pl of
template.

NoV GI and GII detections were carried out using a
semi-nested RT-PCR. The first round PCR with primers
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Table 1 Primers used for detection and typing of viruses by qualitative PCR

Virus Primer Sequence (5' — 3')* Genome region Amplicon size Reference
RV 9conl TAGCTCCTTTTAATGTATGG VP7 904 bp WHO 2009b
9con2 GTATAAAATACTTGCCACCA
9T-1 TCTTGTCAAAGCAAATAATG VP7 158 bp
9T-2 GTTAGAAATGATTCTCCACT VP7 244 bp
9T-3 GTCCAGTTGCAGTGTAGC VP7 484 bp
9T4 GGGTCGATGGAAAATTCT VP7 403 bp
9T-9 TATAAAGTCCATTGCAC VP7 110 bp
4con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA VP4 876 bp WHO 2009b
4con2 ATTTCGGACCATTTATAACC
1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC VP4 345 bp
1T-1Wa TCTACTGGGTTAACGTGC VP4 345 bp
ITI-VN TCTACTGGATCGACGTGC VP4 345 bp
2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC VP4 483 bp
3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA VP4 267 bp
4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC VP4 391 bp
5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG VP4 583 bp
ND2 AGCGAACTCACCAATCTG VP4 122 bp
p4943 GGTGTAGTTCCTGCGTA VP4 543 bp
Nov IVI2Y ATACCACTATGATGCAGAYTA RNA polymerase 327 bp Boxman et al. 2006
V131 TCATCATCACCATAGAAIGAG
Gl TCNGAAATGGATGTTGG 187 bp
Noroll-R AGCCAGTGGGCGATGGAATTC 236 bp
HAstV Mon269 CAACTCAGGAAACAGGGTGT ORF2 449 bp Noel et al. 1995
Mon270 TCAGATGCATTGTCATTGGT
PP7 2471 GTTATGAACCAATGTGGCCGTTAT Replicase 73 bp Rajal et al. 2007
320r CGGGATGCCTCTGAAAAAAG

RV rotavirus, NoV norovirus, HAstV human astrovirus, PP7 PP7 bacteriophage
* Degenerated primers and probes are as follows: Y: Cor T:R: Aor G:B: not A: N:any. W: Aor T: K: Gor T: S: Gor C

JV12Y and JV13I detects both GI and GII strains. The
second round PCR specific for GI strains was carried out
with primers G1 and JV131 and for GII strains with primers
JV12Y and Noroll-R. For both first and second round PCR,
the same reagent and concentration as mentioned for PP7
PCR were used with the exception of 2 pul of template
added in the second round PCR. The first round PCR was
performed with 40 cycles of 94 °C, 30 s; 45 °C, 30 s; and
72 °C, 45 s followed by a final extension at 72 °C for
10 min. The cycling conditions of the second round PCR
were the same as the first round PCR with 35 cycles
(Boxman et al. 2006)

Detection of HAstV by qualitative RT-PCR was per-
formed with primers Mon269 and Mon270 with the same
reagent and concentration as described for PP7 PCR. The
cycling conditions were as follows: 40 cycles of 94 °C,
30s; 50 °C, 30 s; and 72 °C, 1 min followed by a final
extension at 72 °C for 10 min (Noel et al. 1995).

For details of primers used in qualitative PCRs see
Table 1.

Quantitative PCR for Group A Rotaviruses, GII
Noroviruses and Human Astroviruses

All quantitative PCRs (gPCR) were carried out with Tag-
Man® technology. Plasmids containing the insert for each
virus analyzed in this study were kindly provided by
Dr. T. Fumian from the Laboratory of Comparative and
Environmental Virology, Oswaldo Cruz Foundation, Brazil.
All qPCR reactions were performed with SensiMix"™ 11
Probe Kit (Bioline Reagents Ltd.) and Rotor-Gene Q instru-
ment (Qiagen®) following manufacturefs recommendations.

Genomic quantification of RVA by qPCR was per-
formed with primers toward the NSP3 gene as described by
Zeng et al. (2008) with a standard curve performed with
nine points of serial dilutions of plasmid (10*~10° genomic
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Table 2 Primers and probes used for viral quantification by quantitative PCR

Virus Primer/Probe Sequence (5" — 3')* Genome region  Amplicon  Reference
size
RV NSP3f ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG NSP3 86 bp Zeng et al. 2008
NSP3r GGTCACATAACGCCCCTATAGC
NSP3 probe VIC-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB
NoV COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG ORFI1-ORF2 97 bp Kageyama et al. 2003
junction
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA
RING2-TP probe FAM-TGGGAGGGCGATCGCAATCT-TAMRA
HAstV AstVF CCDGCCAGRCTCACAGAAGAG ORFIb 76 bp Dai et al. 2010
AstVR GACTTGCTAGCCATCACACTYC
AstV probe FAM-ACTCCATCGCATTTGGAGGGGAG

GACC-TAMRA

RV rotavirus, NeV norovirus, HAstV human astrovirus

* Degenerated primers and probes are as follows: Y: Cor G; B:not A; Noany. W Aor T; K: GorT: S: Gor C

Table 3 Frequency and concentration of group A rotavirus, norovirus, and human astrovirus according to collection sites along Uruguay River

City Positive (%) / mean of concentration (g.c./1)

RVA

NoV HAstV

Bella Unidn 11 (46)17.5 = 107

Salto 13 (54)/5.4 x 10°
Paysandi 14 (58)/2.8 x 10°
Fray Bentos 9 (38)4.6 x 10°
Total 47 (49)

10 (42)/4.5 % 10*
15 (63)/7.8 x 10°
7 (29)/6.6 x 10°
11 (46)/4.4 x 10°
43 (45)

8 (33)/4.2 x 10°
9 (38)/4.9 x 10°
15 (63)/2.0 x 10°
17 (71)/1.0 x 1.0°
49 (51)

g.c./l genomic copies per liter, RVA group A rotavirus, NoV norovirus, HAstV human astrovirus

copies/reaction (gc/r)) that yield a slope of —3.59 and a
reaction efficiency of 0.90.

Quantification of GII was achieved using the ORF1/
ORF2 junction region with a standard curve performed
with the same serial dilutions as the RVA quantification
that yields a slope of —3.43 and a PCR efficiency of 0.96
(Kageyama et al. 2003).

gPCR reactions for HAstV were carried out with prim-
ers directed to the ORF1b region and a standard curve with
the same serial dilutions as RVA quantification (Dai et al.
2010). The slope of this standard curve was —3.31, and the
efficiency of the reaction was 1.01.

For details of primers and probes sequences, genome
location and amplicon size see Table 2.

Results

The high percentage (80 % [77/96]) of gastroenteric viru-
se$ detection reveals the spread of those viruses along
Uruguay River. NoV was the most frequently detected with
49 (51 %) positives samples, GII detected in all 49 sam-
ples, and GI detected in only 7 samples. RVA was the
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second more frequently detected virus with 47 (49 %)
positive samples followed by HAstV with 43 (45 %) of the
analyzed samples.

All investigated viruses were detected in the four cities
studied with detection rates ranging from 29 to 71 %
according to the virus and the locality, although nearly the
same frequency was observed in Salto (n = 37, 51 %),
Paysandii (n = 36, 50 %), and Fray Bentos (n = 37, 51 %)
with a slightly low frequency identified in Bella Union
(n = 29, 40 %) (Table 3).

The concentration determined by qPCR of each gas-
troenteric virus ranged between 3.9 x 10° gc./l and
43 x 107gc/l forRVA, from 3.2 x 10°t043 x 10" gc./
1 for HAstV and for NoV, it varied from 2.9 x 10° to
3.8 x 107 g.c./l. A similar pattern of concentration for each
virus was observed when analyzing each city with a mean
ranging from 10* to 10° g.c./l; however, a slightly high
concentration for RVA over the other viruses was observed
in Bella Unién, Salto, Paysandi, and Fray Bentos
(Table 3).

By using a multiplex semi-nested RT-PCR for RVA
typing, the following genotypes were detected: P[8]
(n=15), P[4] (n =8),P[10] (n = 1), P[11] (n=1), G2
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Fig. 2 Distribution of group A
rotaviruses, noroviruses, and
human astroviruses according to
the month of collection. The
monthly average temperature
registered in the area of the
study is indicated by a dash line.
RVA group A rotavirus, NeV
norovirus, HAstV human
astrovirus, Avg. Temp. average
of the temperature
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(n = 29), and G3 (n = 2). PP7 bacteriophage was used as
internal control and was detected in all analyzed samples.

A monthly distribution revealed a year round detection
of all gastroenteric viruses except for NoV and HAstV that
were absent in May and RVA in January. A pattern of
seasonality during winter months (June to September) was
observed for RVA and HAstV, whereas for NoV, no pat-
tern of seasonality was observed (Fig. 2).

Discussion

The results of this study reveal the presence of RVA, NoV,
and HAstV in sewage directly discharged from four cities
(Bella Unioén, Salto, Paysandi, and Fray Bentos) into
Uruguay River in Uruguay. To our best knowledge, this is
the first study in Uruguay describing the presence, fre-
quency, and seasonality of gastroenteric viruses in the
environment. Up to this date, several methodologies have
been used to concentrate viruses from different kinds of
environmental waters, and the choice of the method is
based mainly on the matrix to be analyzed (Vilaginés et al.
1993; Pina et al. 1998; Katayama et al. 2002; Calgua et al.
2008). The ultracentrifugation method was used in this
study due to its worldwide use for concentrating gastro-
enteric viruses from sewage samples, since it is robust and
simple (Nordgren et al. 2009; Fumian et al. 2010; Prata
et al. 2012). Different viruses are used as internal control to
evaluate the concentration step and the influence of these
inhibitors on viral detection. In this work, we decided to
inoculate PP7 bacteriophage in the sewage samples, since it
is easy to cultivate and also for offering similar physico-
chemical properties to gastroenteric viruses (Rajal et al.
2007). Prado et al. (2013) performed the recovery rate of
PP7 by ultracentrifugation from sludge samples that was
12 %. In all analyzed samples, PP7 was detected after
concentration confirming that the ultracentrifugation
method is an excellent alternative to study gastroenteric

SAAAA AL AL LSS SIS

30
25
o
0
N @
N R S msmmrvA
R
H B N R @ SN NoV
N R R 0 £
N § § N § g EmmHAsy
3 N
N 3 b W b
N BN N N R 5 s A, TEMP.
YNERR Y
3 N N B N N
SEE N0 NIE NOH NIEEN 0
4 0y -y
@,‘f;\ & & ‘},5\ &
& EE S S S ‘O&
:’é'g O \@a Qé« W2

viruses in sewage samples with no interference of different
inhibitors on viral detection.

The high percentage of detection and concentration of
viruses up to 107 g.c./l is consistent with results obtained
by direct investigation of sewage highlighting the micro-
biological contamination of Uruguay River and the impact
of human occupation in the quality of water (Fumian et al.
2011; He et al. 2011). This is in agreement with similar
results obtained in recent studies carried out in developed
as well in developing countries, which determined a sig-
nificant range of NoV positivity in sewage samples (La
Rosa et al. 2010; Bucardo et al. 201 1; Kitajima et al. 2012).
The frequency of NoV detected in this study is higher than
the frequency detected by He et al. (2011) in sewage from
three sewage treatment plants in China. However, it was
similar to the frequency detected in studies performed in
Argentina and Brazil (Victoria et al. 2010; Blanco Fern-
dandez et al. 2011). On the other hand, La Rosa et al. (2010)
identified nearly 100 % of positivity for NoV in the
influent in five wastewater treatment plants in Italy.
However, it is important to take in account that PCR
methods performed for NoV detection in the previously
mentioned studies were different, and the comparison
between the percentages of positives is not linear, because
some of these results can be augmented by the combination
of more than one PCR methodology.

The frequency of RVA was surprising mainly due to
several studies carried out in Latin America where RVA is
generally the predominant virus in the environment
reflecting the large number of cases that is still reported in
those countries, even after the introduction of the rotavirus
vaccine as occurred in Brazil (Miagostovich et al. 2008;
Barril et al. 2010; Vieira et al. 2012; da Silva Soares et al.
2013; Degiuseppe et al. 2013; Fumian et al. 2013; Keller
et al. 2013).

The multiplex semi-nested RT-PCR for detection and
genotyping RVA present in sewage samples was per-
formed, since it is important to determine the genotypes
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present in the environment and to get an insight of the
viruse§ epidemiology as well as surveillance of the
dynamic of these genotypes in a country where a RVA
vaccine has not yet been included in the national vacci-
nation schedule. Although it is not possible to make an
association between genotypes in environmental samples,
it was interesting to note the predominance of genotypes P8
and G2 in the environment, which usually are not associ-
ated. In general, it has been observed that there is a global
presence of human G1, G3, G4, G9 (commonly associated
with P[8]), G2 that is generally associated with P[4] and
G12 predominantly associated with either P[8] or P[6];
while P[10] and P[11] are considered as suspected human/
animal reassortant strains mainly isolated from humans
(Matthijnssens et al. 2009). The predominance of G2 has
also been observed in neighboring countries, and discus-
sion on the influence of the vaccine on the dynamics of
fluctuating RVA genotypes has been raised, mainly in
Brazil (Leite et al. 2008; Degiuseppe et al. 2013). G2
genotype has been prevalent in clinical surveillance studies
performed in Rio de Janeiro, Brazil and was widely
detected in sewage samples collected in a sewage treatment
plant located in the same city (Fumian et al. 2010; Carv-
alho-Costa et al. 2011). Unfortunately, only one report
describing G genotypes in clinical samples collected
between 1996 and 1999 was carried out in Uruguay high-
lighting the need of conducting further studies concerning
the circulating RVA genotypes in order to determine the
epidemiology of this virus in the pediatric population in
this country (Berois et al. 2003).

HAstV presented the lowest frequency of the gastroen-
teric viruses analyzed in this study with 45 % of positivity.
A higher frequency was observed in a study performed in
Singapore where all sewage samples were positives;
however, it was higher when compared with the detection
rates observed in sewage treatment plants in Brazil and
China. Similar results were observed concerning the
quantification of positive samples (Aw and Gin, 2010; He
et al. 2011; Fumian et al. 2013). This fluctuation of the
frequency as well as the concentration of HAstV in sewage
samples can be explained by the different methodology and
genome targets used in these studies as well as by the
different patterns of HAstV epidemiology in each analyzed
country

Although thisis only a 1-year monitoring of these viruses
in order to investigate its seasonality pattern, the detection
peak for RVA and HAstV is frequently observed both in
clinical and environmental surveillance, which leads us to
think that it is likely that in colder months, both RVA and
HAstV are frequently present in the pediatric population in
those cities (Medici et al. 2012). On the other hand, no sea-
sonality pattern was observed for NoV. This is in agreement
with a recent study performed by Bucardo et al. (2011) which
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detected NoV in Nicaragua throughout the year. Neverthe-
less, gastroenteritis cases due to NoV infections are generally
associated with peaks of infections during the winter months
in temperate countries like Uruguay (Karst 2010; Mounts
et al. 2000). It must be taken into account that during envi-
ronmental monitoring both symptomatic and asymptomatic
cases of gastroenteritis caused by NoV infections are
detected, and it is well known that a high prevalence of
asymptomatic infections of NoV is frequently present in the
population (Zhang et al. 2011).

This study demonstrated an elevated frequency of RVA,
NoV, and HAstV in sewage samples collected in Uruguay
(Bella Union, Salto, Paysandi, and Fray Bentos), high-
lighting the need of investing in sewage treatment plants to
reduce the impact of movement of virus in the population
and the risk of acute gastroenteritis for the local population,
since sewage is directly discharged in the waters of Uru-
guay River; widely used for recreation activities and also
for drinking.
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4.2 — Deteccion de cepas recombinantes de NV a partir de muestras clinicas
colectadas en casos de GAI durante el primer aflo de muestreo realizado en Salto
(Articulo 2). (Vinculado a objetivo especifico 3.2.2)
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Objetivos:

- Investigar la presencia de posibles cepas recombinantes de NV mediante una
metodologia de PCR que amplifica la region donde ocurren con mayor
frecuencia estos eventos: region de unién ORF1/ORF2.

- Analizar 6 muestras clinicas de casos de GAI de Salto previamente detectadas
positivas para NV mediante una metodologia de PCR que amplifica una region
de la ORFL1 (region B), colectadas durante el primer afio de muestreo.

- Investigar la presencia de eventos de recombinacion y el posible punto de
recombinacion mediante uso de diferentes programas bioinformaticos (andlisis
in silico) disefiados con este fin, para validar y dar soporte a los resultados que

se obtengan.
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Noroviruses (NoV) are one of the major etiological agent of acute gastroenteritis (AGE) outbreaks world-
wide. Distinct NoV genotypes have been associated with different transmission patterns and disease
severity in humans. Therefore, it is important to identify genetically different NoV genotypes circulating
ina particular region. However, genotyping has become a challenge due to recombination events occur-
ring mainly nearby ORF1/ORF2 junction of NoV genome, leading to distinct genotypes with polymerase
and capsid regions derived from parenteral strains. Taking this into account, ORF1/ORF2 sequences were

ﬁz}r':':i:d:; obtained from NoV strains collected from patients with AGE in Uruguay. This study reveals in silico evi-
Recombination dences of recombination events taking place in four out of six strains analyzed for which its polymerase
Evolution gene and its capsid region correspond to GILP7 and to GIL6 genotype, respectively. These results also

reveal the circulation of a GILP7[GIL6 recombinant variant in the natural populations of NoV strains in
the northwestermn region of Uruguay. As far as we know this is the first report about the circulation of
a NoV GILP7/GIL6 recombinant variant in the Americas.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Noroviruses (NoV), belonging to genus Norovirus, family Calici-
viridae, are a group of related, single-stranded RNA, non-enveloped
viruses that cause acute gastroenteritis (AGE) in humans (Green
et al., 2000; Xi et al, 1990). NoV are responsible for 50% of all
AGE outbreaks, especially in developing countries, were they cause
annually one million hospitalizations and 200,000 deaths in chil-
dren under 5 years old (Patel et al., 2008).

NoV genome is organized into three open reading frames
(ORFs). ORF1 is translated as a large polyprotein, which is co and
post-translationally cleaved to release at least six mature non-
structural (NS) proteins, including the viral RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (Hyde et al, 2009; Hyde and Mackenzie,
2010). ORF2 and ORF3 are translated from a subgenomic RNA,
and encode the major and minor capsid proteins, VP1 and VP2,
respectively (Thorne and Goodfellow, 2014). Based on their nucle-
otide capsid VP1 and polymerase sequences, NoV are classified into
seven genogroups (Gl to GVII) of which GI, GII and GIV have been
described in humans, and recently, GVI and GVII were detected in
canine and feline species. (Kroneman et al.,, 2013).

# Corresponding author. Tel.: +598 473 34816; fax: +598 473 22154
E-mail address: rodneycolina1@gmail.com (R Colina)

hitrp: [fdx.doiorg/10.1016/j.meegid.2014.10.026
1567-1348/@ 2014 Elsevier B.V. All rights reserved

NoV can be further classified into at least 32 different geno-
types, which can differ in their ability to cause epidemics, their
host range, incidence, virulence and stability in the environment
(Fankhauser et al, 2002; Huhti et al, 2011; Kroneman et al.,
2008, 2013; Vinjé et al., 2004).

Recombination is one of the main driving forces shaping evolu-
tion of viruses (Bull et al., 2007). It provides RNA viruses with an
attractive mechanism to adapt to new environmental conditions
and hosts, and therefore, to evade the immune system (Van der
walt et al, 2009). It has been experimentally demonstrated the
occurrence of a homologous recombination event located at the
ORF1/ORF2 overlap, in murine NoV (Mathijs et al., 2010). Several
recombination events have been reported worldwide among NoV
strains, leading to difficulties in genotyping and molecular
epidemiologic studies. It has been well documented that a recom-
bination hotspot is present around the ORF1/ORF2 junction of NoV
genome, where a highly conserved sequence of 28 bp-long (5'-GTG
AAT GAA GAT GGC GTC KAR YGA CGC Y-3")and 27 bp-long (5'-GYR
AAT GAT GAT GGC GTC KAA RGA CGY-3') is present for NoV Gll and
NoV GI, respectively, that seems to play an important role (Bull
et al, 2005; Han et al., 2004; Hansman et al, 2004; Hardy et al.,
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1997; Jiang et al,, 1999; Katayama et al., 2002, 2004; Oliver et al.,
2004).

In order to determine the presence of putative recombination
events among NoV populations circulating in Uruguay, three
diarrheic stool samples and three vomit samples, which were pre-
viously diagnosed positive for NoV by Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) of the B region (Fankhauser
et al., 2002) were studied. These samples were obtained during a
surveillance study conducted between May 2011 and May 2012
from Uruguayan patients with AGE in the city of Salto, North-Wes-
tern Uruguay (for details see Table 1). Voluntary written informed
consent were obtained from the parents or legal guardians at
enrollment. The study has been accepted by the local health
authorities.

Nucleic acids were extracted using the guanidine isothiocya-
nate-silica method from a 10% fecal suspension in pH 7.2 Tris-cal-
cium buffer (Boom et al., 1990). Complementary DNA (cDNA) was
obtained using hexanucleotide random primers (Amersham Biosci-
ence, UK) and the Superscript II™ reverse transcriptase (Invitrogen,
USA) according to the manufacturer's instructions. In order to
investigate the presence of putative recombination events within
the analyzed strains, we performed a PCR targeting the overlapping
region between ORF1 and ORF2 using primers (Mon431/432;
G2SKR/G1SKR) and protocols previously described (Beuret et al.,
2002; Fumian et al., 2012; Kojima et al., 2002). An amplicon of
564 bp was obtained and visualized by agarose gel electrophoresis.
This amplicon include a 285 bp region present at the 3’ end of
ORF1, coding for the RNA polymerase, and 279 bp corresponding
to the 5' end of ORF2, which codes for the capsid protein.

Amplicons were purified using QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen™), according to manufacturer’s instructions. Bidirectional
DNA sequencing was performed by the dideoxynucleotide chain
termination method, using the ABI Prism Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit 1, v. 3.1 and the ABI Prism 3730
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®™, Foster City, CA, USA) by
the Genomic Platform of DNA sequencing PDTIS/Fiocruz. The
sequences obtained in this study were deposited in the GenBank
database under accession numbers K]577799-K]577802 and
KJ865752-K]865753.

The obtained sequences were first analyzed with the Seqman
program implemented in the DNAStar 5.01 package (DNASTAR,
Madison, USA). Comparable sequences containing ORF1/ORF2
overlap of different NoV genotypes were retrieved from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Alignment of sequences was performed using the MUSCLE pro-
gram (Edgar, 2004). Sequences were analyzed with the Norovirus
Genotyping Tool, v1.0 (Kroneman et al., 2011) in order to determine
their genotypes. Due to the possibility of recombination events in
the analyzed region, two datasets were generated: one considering
the region coding for the RdRp (partial ORF1) and the other includ-
ing capsid coding region (partial ORF2). Phylogenetic analyses
were performed for both datasets that included comparable
sequences of different NoV genotypes. The program Modelgenera-
tor (Keane et al., 2006) was used to identify the optimal evolution-
ary model for both datasets. Akaike Information Criteria and

Table 1
Characteristics of the samples analyzed
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Hierarchical Likelihood Ratio Test indicated that the GTR+ I
model fit the sequence data. Using this model, Maximum Likeli-
hood (ML) trees were constructed using software from the PhyML
program (Guindon et al, 2005). As a measure of the robustness of
each node, we employed an approximate Likelihood Ratio Test
(aLRT) to assesses that the branch being studied provides a signif-
icant likelihood gain, in comparison with the null hypothesis that
involves collapsing that branch but leaving the rest of the tree
topology identical (Anisimova and Gascuel, 2006).

Splits networks were created with SplitsTree 4.13.1 (Huson and
Bryant, 2006) using the neighbor-net method (Bryant and Moulton,
2004). Neighbor-net depicts conflicting phylogenic signals in the
data that are caused by recombination as cycles within unrooted
bifurcating trees. The presence of recombination events was statis-
tically verified after visual identification using the pairwise homo-
plasy test (PHI). PHI has been shown to powerfully identify the
presence/absence of recombination within a wide range of
sequence samples with a low false positive rate (Bruen et al,, 2006).

SimPlot version 3.5.1 (Lole et al, 1999) was used to perform
the recombination breakpoint analyses. SimPlot analysis was per-
formed by setting the window width and the step size to 200 bp
and 20 bp, respectively. We also used different methods imple-
mented in the Recombination Detection Program v.4.16 (RDP4)
(Martin et al., 2010), such as Bootscan/Recscan (Martin et al,
2005), RDP (Martin and Rybicki, 2000), and MaxChi (Smith, 1992).
Uruguayan sequences KJ577799 to K]577802 were included as que-
ries, while genotype GIL6 (AB039778) and CIL7 (AB258331)
sequences were used as putative parental sequences.

The results of the analysis performed using the Norovirus
Genotyping Tool suggests that two of the Uruguayan strains belong
to genotypes GII.1 and GIl4 (KJ865752 and KJ865753, respec-
tively). Surprisingly, the analysis of the other four Uruguayan
strains (KJ577799-KJ577802) indicated incongruence between
their genotype classification based on ORF1 and ORF2 regions,
which grouped them into GILP7 and GIL6, respectively (Supple-
mentary Table 1).

In order to confirm the results obtained using the Norovirus
Genotyping Tool, ML phylogenetic trees were constructed (Fig. 1).
Again, a close genetic relation among Uruguayan KJ865752 and
KJ865753 strains with previously described GIl.1 and GII.4 geno-
types, respectively, was found. The other four Uruguayan strains
(KJ577799-K]577802 ) were assigned to clusters composed of pre-
viously described GILP7 genotype, respectively, for ORF1 (RdRp)
sequences (see Fig. 1A). Nevertheless, when the same analysis
was performed using ORF2 (VP1) sequences, a clear genetic rela-
tion among these four Uruguayan strains and GIL.6 genotype was
found (see Fig. 1B).

With the objective to analyze the possible recombination
events occurring among the Uruguayan strains, the 564 bp align-
ment containing the ORF1/ORF2 junction was explored using
neighbor-net method implemented in SplitsTree 4.13.1. A reticu-
late phylogenetic network was evident, due to the presence of con-
flicting phyloge netic signals within the sequences (Supplementary
Fig. 1). We statistically verified the presence of recombination
events identified visually in phylogenetic graphs using the PHI test,

Strain number Type of sample Sex Age Isolation date Genotype Accession number
70 Feces F NA 052011 GIL7/GILG KI577799
93 Feces M NA 06/2011 GIL7/GILG KI577800

234 Feces M 6 years 04/2012 GIL7/GILE KJ577801

243 Vomit F 25 years 052012 GIL7/GILG KI577802

178 Vomit F 9 years 032012 GIL4 KIB65752

229 Vomit M 4 years 042012 GIL1 KJ865753

NA: not available.
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Fig. 1. Maximum likelihood phylogenetic tree analysis of NoV strains isolated in Uruguay. Strains previously reported are shown by their genotype followed by their
accession numbers. Strains isolated in Uruguay are shown by their accession numbers highlighted in gray. The clusters where Uruguayan strains have been assigned are
indicated by a frame. Numbers at the branches show aLRT values. Bars at the bottom of the trees indicate nucleotide Distance. The results obtained using partial ORF1 and

ORF2 regions are shown in {(A) and (B), respectively.

which confirmed that these conflicting signals are due to recombi-
nation (statistic-value <0.001).

In order to identify the precise location of the putative recombi-
nation breakpoint that were suggested by the results of the previous
phylogenetic analyses, we employed different methods imple-
mented in SimPlot and RDP4 programs to analyze the ORF1/ORF2
junction for the four potentially recombinant samples involved in
this study. The results of these analyzes are shown in Fig. 2.

As expected, SimPlot analysis revealed the presence of recombi-
nation break-points at positions 208-214 of Uruguayan NoV
KJ577799, KJ577800, K]577801 and K|577802 (see Fig. 2A). These
positions correspond to nucleotides 5027-5033 respective to refer-
ence strain Lordsdale (accession number X86557).

Finally, to validate SimPlot results, Bootscan/Recscan analysis,
implemented in RDP4 program, was employed. As it shown in
Fig. 2B, similar results were found using both approaches; since
recombination break-points were detected at positions 215 and
220 of the same four Uruguayan NoV strains (positions 5034-
5039 relative to reference strain Lordsdale, accession number
X86557). The recombination points determined by other methods
implemented in RDP4 program (RDP and MaxChi), showed similar
results (data not shown).

In this study, we explored the genetic variability of NoV strains
circulating in the northwest region of Uruguay, through sequence
analysis of their ORF1/ORF2 junction region. We could appreciate
the presence of conflicting phylogenetic signals among four of
the six strains analyzed, indicating that RdRp and capsid genes
could have derived from different ancestral strains. This fact
suggested that the strains analyzed may have emerged as a result
of a recombination event between GIL7 and GIL6 strains. This
hypothesis was further investigated through different approaches.

The results of these studies revealed recombination break-points
between positions 5027-5039 of the NoV genome (relative to ref-
erence strain Lordsdale) in four out of six NoV strains collected in
Uruguay. This is in agreement with previous reports describing
NoV recombinant strains, where the recombination breakpoints
were estimated between nucleotides 4981 and 5117 (Bull et al.,
2005; Fumian et al., 2012; Hansman et al., 2004; Hardy et al.,
1997; Jiang et al., 1999; Katayama et al,, 2002).

The presence of a recombination hotspot around ORF1/ORF2
junction of NoV genome seems to be related with the presence of
a highly conserved sequence in this region, which is also present
at the 5" end of ORF1 (Bull et al., 2005). A conserved sequence of
28 bp (5'-GTG AAT GAA GAT GGC GTC GAA TGA CGC Y-3') was
observed in all Uruguayan strains. This sequence has been sug-
gested to form a stem loop structure that acts as a RNA promoter
sequence, playing a significant role for the recombination events
to occur (Bull et al, 2005; Kao et al,, 2001; Miller et al., 1985;
Morales et al., 2004; Pletneva et al., 2001).

The results of these studies highlight the importance of carrying
out a deeper NoV surveillance studies in order to perform appro-
priate epidemiological analyses and constitute the first evidence
about the circulation of this specific genetic variant in the Ameri-
cas. More studies will be needed to address the extent and the role
of recombination in NoV populations circulating in the South
American region. The only GI1.P7/GIL.6 recombinant strain reported
to date was recently detected in Burkina Faso (accession number
KF434305) (Huynen et al., 2013). This strain was also analyzed in
the present work and presented high similarity to Uruguayan
strains, both in its phylogenetic signal and in its recombination
pattern. However, taking into account the high frequency of
recombination in this genomic region of NoV, as well as the
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Fig. 2. Determination of recombination breakpoints. (A) SimPlot analysis results. The y-axis gives the percentage of identity within a sliding window of 200 bp wide, with a
step size berween plots of 20 bp. Comparison of the 4 Uruguayan strains with their purtative parental NoV strains of genotypes GIL6 (AB039778) and GIL7 (AB258331) is
indicated by gray and black lines, respectively. The vertical dashed lines indicate the recombination break-point site. (B) Bootscan/Recscan analysis results. The y-axis gives
the percentage of bootstrap support values of permutated trees using a sliding window of 200 bp wide with a step size between plots of 20 bp. Uruguayan sequences were
analyzed with strains genotype GIL6 (AB039778) and genotype GIL7 (AB258331), as putative parental strains, and a GIL.18 strain (AY883304 ) as an outlier sequence, indicated
in gray, black and dorted lines, respectively. The recombination break-point position for each case is indicared.

geographical distance between the strains considered, a direct
relation between these recombinant events seems unlikely. A more
feasible scenario could be a consequence of the circulation of both
GIL6 and GIL7 genotypes in a particular area. Co-circulation of
different NoV genotypes may lead to co-infection, increasing the
possibility of recombination events and giving rise to the circula-
tion of new recombinant strains (Jiang et al., 1999; Vidal et al.,
2006). Therefore, deeper research concerning NoV genotypes circu-
lating in northwestern region of Uruguay and surrounding areas,
are essential in order to understand the origin and dynamics of
the reported recombinants. Furthermore, we report the circulation
of the globally detected GII.1 and GlI4, based on its identification
in two of the analyzed strains. However, the relative distribution

of these genotypes and their prevalence will require more inten-
sive molecular epidemiologic studies in Uruguay. This studies,
together with reports of this nature in neighbor countries (Vidal
et al., 2006; Fioretti et al,, 2011, 2004; Gomes et al., 2008), will pro-
vide us a better understanding of the behavior and spread of NoV
genotypes in the Latin American region.
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Supplementary Fig. 1. Neighbor-net analysis of NV strains. Strains previously
reported are shown by their genotype followed by their accession numbers. Strains
isolated in Uruguay are shown by their accession numbers and indicated by a black
circle. The PHI test suggested statistically significant evidence for recombination

(p = 1.433E-4). Scale bar indicate number of nucleotide substitutions per site.

102



Supplementary Table 1. Supplementary norovirus genotyping tool analysis.

ORF1 ORF1 genotype ORF2 ORF2 genotype
name length ORF1 ORF2 begin end genogroup genotyp support genotype support

KJS77799% 564 GILP7T Gll6 4819 5383 NoV il GH.P7 a9 Gl 6 100
KJ577800 564 GIlP7T GlI6 4819 5383 NoV Il GILPT as Gl 6 100
KJ577801 564 GILP7 GHIE 4819 5383 NoV Il Gh.P7 a3 Gll6 100
KJ577802 564 GHP7 GIE 4819 5383 NoV il Gh.P7 a8 Gll6 100
KJ865752 564 GHP4 Gli4 4819 5383 NoV I Gl P4 99 Gl 4 100
KJ865763 564 GUPT GlIl1 4819 5383 NoV Il G P o] Gl 100
L 1JAF4 14421 564 GILP1 GlIl1 4819 5383 NoV I GhP1 a0 Gl 100
N AU07611 564 GIPT GlIl1 4819 5383 NoV Il GlLP1 100 Gll1 100
1.2{X81879 564 GIlP2 Gll2 4819 5383 NoV il Gi.P2 100 Gl 2 100
11.2|DC456824 564 GIlP2Z Gll.2 4819 5383 NoV Il GhLP2 a9 Gll.2 100
11.3|U02030 564 GILP3 GIl3 4819 5383 NoV il GH.P3 100 GiIL3 100
11.3|U22498 564 GIlP3 GI3 4819 5383 NoV Il GILP3 100 GI3 100
N AXT6716 564 GliP4 Gli4 4819 5383 NoV il GHP4 100 Gl 4 100
1.4)EF 126961 564 GilP4 Gli4 4819 5383 NoV Il Gh.P4 a9 Gl 4 100
1 5JAF397156 564 GIlP5 GIL5 4819 5383 NoV il GH.PS 100 GILS 100
N.5{AF414423 564 GIP5 G5 4819 5383 Nov il GILPS 100 Gl 5 100
IF 6IABO39778 564 GIP6 GI6 4819 5383 Nov il Gl PG 100 Gll6 100
11.6X989075 564 GIiP8 GIl6 4819 5383 NoV Il GILPG 100 Gll6 100
I7_Jl 6|KF434305 564 GIP7 GIl6 4819 5383 NoVv il GHP7 a3 GllS 100
1L7JAF414409 564 GIP7 GIL7 4819 5383 NoVv I GILP7 100 GIL7 100
11, 71AB258331 564 GILP7T GI7 4819 5383 NoV il GILP7 100 GiIL7 100
11.8}ABO39780 564 GIP8 GIB 4819 5383 Nov il Gli.P8 100 Gl 8 100
11 BIABDGT543 564 GHIP8 GIB 4819 5383 NoV il GiLP8 100 Gl g 100
I 11JAB126320 564 GRP11 GIL11 4819 5383 NoV il Gl P11 100 G111 100
1L 11}ABO74803 564 GHP11 GIL11 4819 5383 NoV il GiLP1I 100 GHL11 100
NA3EUS21354 564 GHP13 GIL13 4819 5383 NoVv il GIlLP13 100 GIL13 100
11 13(AB447409 564 GHP13 GIL13 4819 5383 NoV 1l GIl P13 99 G113 100
11 18JAYB23304 564 GHP1B GIL18 4819 5383 NoV 1l Glil P18 100 Gll.18 100
11 18JAY823305 564 GHP18 Gi18 4819 5383 NoV 1l Gl P18 100 Gl 18 100
11 221GQ856469 564 GHP22 GI22 4819 5383 NoV Il Gl P22 100 Gh 22 100
1. 221AB233471 564 GHP22 GIl22 4819 5383 NoV il Gl P22 100 Gll.22 100

*Geanctyping Brough ONFY and ORFJ cegions I8 3hown for off 9he strmes used 1 s sludy. Unugusyan seqeences are malcated s Bold by thesr acoession numbers.
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4.3 — Epidemiologia y caracterizacion molecular de RVA detectados en nifios

hospitalizados por GAI en Salto, durante el periodo de dos afios completos (2011-
2012) (Articulo 3). (Vinculado a objetivo especifico 3.2.3)

Journal of Medical Virology 87:754-763 (2015)

Molecular Epidemiology of Group A Rotavirus
Among Children Admitted to Hospital in Salto,
Uruguay, 2011-2012: First Detection of the
Emerging Genotype G12

Luis Fernando Lopez Tort Matias Vlctorla, Andres leasoam A, Matias Lastells, Leticia Mava,
Mariela Martinez Gomez,” Edlt Arrese1gor, Patrlcm Lopez, Juan Cristina,”
Jose Paulo Gagliardi Leite,” and Rodney Colina'*

Objetivos:

Determinar la prevalencia de RVA en casos de nifios hospitalizados por GAI en
Salto, mediante la utilizacion de métodos moleculares (protocolos de “RT-PCR
Multiplex Semi-anidadas” —RT-PCR MSN”- para determinacion de G- y P-
tipos comunes en humanos), recomendados por la OMS para la caracterizacion
molecular de este virus.

Realizar la secuenciacion parcial de los genes VP7 y VP4, para poder determinar
mediante analisis filogenético los genotipos G y P comunes, emergentes e
inusuales en humanos; asi como también los linajes y sublinajes dentro de cada
uno.

Determinar la distribucién por grupo etario y la estacionalidad de los RVA

detectados.

Revista: Journal of Medical Virology (2015), 87: 754-763.
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Molecular Epidemiology of Group A Rotavirus
Among Children Admitted to Hospital in Salto,
Uruguay, 2011-2012: First Detection of the
Emerging Genotype G12

Luis Fernando Lopez Tort,' Matias Victoria," Andrés Lizasoain A,' Matias C_astells,1 Leticia Maya,1
Mariela Martinez Gomez,” Edit Arreseigor,” Patricia Lopez,* Juan Cristina,”

Jose Paulo Gagliardi Leite,” and Rodney Colina'*

"Molecular Virology Laboratory, North Regional, University of Republic, Salto, Uruguay

zLabome‘ory of Comparative and Environmental Virology, Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil

3Pediatric Unit, Medical-Surgical Society, Salto, Uruguay

“Pediatric Unit of Regional Public Hospital, Salto, Uruguay

SMolecular Virology Laboratory, Faculty of Sciences, University of Republic, Montevideo, Uruguay

Group A rotavirus (RVA) is the most important
etiologic agent of infant acute gastroenteritis
{AGE) worldwide. Detection and molecular
characterization of RVA in Salto department,
Northwestern region of Uruguay, was con-
ducted on 175 clinical samples, being 153 stool
and 22 vomit samples, collected from hospital-
ized children with AGE, between 0-15 years
old, from two hospitals of Salto city during
2011 and 2012. RVA was detected and geno-
typed by seminested multiplex RT-PCR in order
to determine G- and P-genotypes. Positive
samples were sequenced and phylogenetic
analyses were carried out in order to deter-
mine lineages and sub-lineages. RVA were
detected in 64 (37%) of the samples and the G
and P genotypes observed were: 6% G1P[8],
23% G2P[4])/G2P[X]/GXP[4], 23% G3P[81/G3P[X],
14% G12P[8]/G12P[X], 16% GXP[8], 1,5% G12P-
[9], 3% G2P[4])/[8], and 16% non-typeable. VP7
and VP4 genotypes related to DS-1 like gene
constellation were prevalent during 2011 and
those VP7 and VP4 genotypes related to Wa-
like constellation were prevalent during 2012
(mainly represented by G3P[8]). Interestingly,
RVA was detected in vomit samples in a high
prevalence (41%). RVA was observed mainly in
the age group between 1 and 5 years old (75%
of the cases), and seasonality with a high
detection rate in winter season was observed
for the two consecutive years of surveillance.
To our knowledge, this study represents the
first detection and molecular characterization
of RVA in Salto department, Northwestern
region of Uruguay; and the first identification

©2015 WILEY PERIODICALS, INC.

of the emerging genotype G12 in the country.
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INTRODUCTION

Group A rotavirus (RVA) is the most important
cause of acute gastroenteritis in infants and young
children in both developed and developing countries
worldwide, accounting for 30-50% of this illness in
the world and a high hospitalization and mortality
rates in developing countries, particularly in Asia
and sub-Sahara areas [Estes and Greenberg, 2013].
Although, actual universal mass vaccination against
RVA has reduced mortality significantly, this virus
still causes approximately a 192,700 deaths/year in
children <5 years old [Walker et al., 2013].
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RVA belong to Rotavirus genus, Reoviridae family,
and are non-enveloped dsRNA viruses with a seg-
mented genome (11 gene segments). Based on the
nucleotide sequence of their two outer ecapsid proteins
genes, VP7 and VP4, RVA have been classified into G
(Glycoprotein) and P (Protease-sensitive) genotypes,
and, at present, 27 G and 37 P genotypes have been
characterized [Estes and Greenberg, 2013; Trojnar
et al., 2013]. Recently, a new rotavirus strain nomen-
clature has been proposed by the Rotavirus Classifica-
tion Working Group [Matthijnssens et al., 2011].

RVA bearing the combinations G1P[8], G3P[8], G4P-
[8], GOP[8], and G2P[8] are considered the most preva-
lent in humans worldwide, accounting for approximately
T5% of cases globally [Banyai et al., 2012]; however, this
picture has changed in the last decade and G12P[8]
emerging genotype have been detected with high fre-
quency in different countries, and it might become the
sixth major human RVA G/P genotype combination
[Rahman et al., 2007; Matthijnssens et al., 2010; Stupka
et al., 2012; Gomez et al., 2014].

Following WHO/PAHO recommendation, Latin
American countries introduced in their national
immunization programs one of the licensed vaccines:
RotaTeq)’ (RV5) (Merck and Co., Whitehouse Station,
NdJ) or Rotarix " (RV1) (GlaxoSmithKline, Rixensart,
Belgium) [Ruiz-Palacios et al., 2006; Vesikari et al.,
2006]. In the case of Uruguay, vaccination against
RVA is not yet part of the national immunization
program and both vaccines are available on the local
market for consumers. These vaccines are mainly
prescribed by private clinics, targeting a restricted
population of children from medium- to high-income
families. Molecular epidemiology of RVA is well
documented in countries of South America, particu-
larly in those neighboring Uruguay: Argentina, Bra-
zil, and Paraguay [Parra, 2009; Carvalho-Costa et al.,
2011; Linhares et al., 2011; Justino, 2014]. In Uru-
guay, only limited data has been generated due to
lack of laboratory-based surveillance investigating
the latest status of the RVA infections in the neo-
natal and infantile human population, and the avail-
able data were obtained exclusively from Montevideo
population. The majority of those epidemiological
data were published in local medical research jour-
nals [Pérez et al, 2011]. Actually, there are only
three reports of RVA in Uruguayan population pub-
lished in international indexed journal, also limited
to patients from Montevideo, being only one of them
with G genotypes characterized [Torres et al.,, 2001;
De Sierra et al., 2002; Berois et al., 2003].

In order to gain insight into the molecular epidemi-
ology, genetic variability and evolution of RVA in
Uruguay, a 2 years (2011-2012) surveillance study
were performed with the principal aim to investigate
the viral prevalence, determine G and P genotypes,
lineages and sub-lineages circulating in pediatric
patients hospitalized in Salto, Northwestern region of
Uruguay. To our knowledge, this study represents
the first report of RVA in a country region other than
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Montevideo, as well as the first description of G12
emerging genotype in Uruguayan population. In
addition, it was possible for us to detect RVA in
vomits in a high percentage of the cases.

MATERIALS AND METHODS
Clinical Samples

A total of 175 clinical samples: 153 diarrheal fecal
samples and 22 vomits samples, were collected from
infants and young children (from 4 months to 15 years
old), with acute gastroenteritis, hospitalized at the
pediatric units of the Salto’s public hospital and the
Salto’s private hospital “Medical-Surgical Society of
Salto”, between January 2011 and December 2012.
Voluntary written informed consent was obtained
from the parents or legal guardians at enrollment.
Fecal and vomit samples were collected in sterile
containers <24hr after admission, and transported
weekly at 4°C to the Laboratory of Molecular Virology
of UDELAR-Salto. 10% of fecal suspensions or diluted
vomits were prepared in phosphate buffered saline
at pH 7.2 and stored at —20°C until processed.

RNA Extraction, RVA Detection, and Genotyping
by Semi-Nested Multiplex RT-PCR

RNA was extracted from fecal/vomit suspensions
using QIAmp viral RNA mini kit (QIAGEN", Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instrue-
tions. The eluate (60pl) was stored at —70°C until
reverse transcription (RT) procedure.

To avoid cross-contamination, all procedures were
performed in two different rooms (pre- and post-PCR
amplification rooms). Samples and RNA extraction
were manipulated and processed inside of NB2
aseptic cabinet with UV light decontamination. Pos-
itive and negative controls were included and main-
tained during all steps. The positive control was a
culture supernatant containing RVA G1P[8] particles
(Wa strain), and UltraPure” DNase/RNase-Free dis-
tilled water (Invitrogenm, Carlsbad, CA) was used as
a negative control.

Extracted RNA was reverse transcribed into ¢cDNA
using the SuperSr_:rip)'L IT Reverse Transcriptase a#ad
Random Hexamer Primers (both from Invitrogen ),
according to the manufacturer’s instructions. Then,
the G and P genotyping procedures were carried out
using the primers and Semi-Nested Multiplex PCR
protocols as described by Das et al. [1994] and
Gentsch et al. [1992], respectively, including modifi-
cations as recommended in the “Manual of rotavirus
detection and characterization methods” [WHO,
20091, specially for our world region.

Genotyping by DNA Sequencing and
Phylogenetic Analysis

All results obtained by Semi-Nested Multiplex RT-
PCR for G and P genotyping, when possible, were
confirmed subsequently by partial sequencing of the
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VP7 (904 bp) and VP4 (VP8*) (876bp) genes ampli-
cons obtained from the first round of amplification,
using individually the pair of consensus primers:
9conl or 9con2; 4con2 or 4con3d, respectively. When
the amplicons of the first round of amplification for
VP7 and VP4 were not obtained, a second round of
nested-PCR was performed using two internal con-
sensus primers: VPTF/VPT7Rdeg for VP7 gene (881bp)
and VP4F/VP4R for VP4 gene (663bp), as previously
described [WHO, 2009].

The G12 genotype determination was performed by
using PCR protocols as previously described by
Castello et al. [2006] and Aladin et al. [2010]. When
possible, these results were confirmed by partial
sequencing of the consensus PCR amplicons of VP7
gene, obtained as we previously described (904 bp or
881 bp amplicons).

Consensus PCR amplicons were purified by QIA-
quick PCR purification kit (QIAGEN )’, Hilden,
Germany) and sequenced by using the dideoxy-
nucleotide chain terminator method with the BigDye"
Terminator Cycle Sequencing Kit on the automated
sequencer ABI3130 Genetic Analyzer (both from
Applied Biosystems™, Foster City, CA) by the DNA
Sequencing Service of the Molecular Biology Unit at
the Institute Pasteur of Montevideo. Sequencing reac-
tions were carried out at least twice in each direction
for each sample, to confirm that variations of nucleo-
tide sequences were not due to sequencing errors.

Nucleotide sequences were edited and assembled
by using the SeqMan program as j.rnglemented in the
DNAStar v7.00 package (DNASTAR , Madison, WI).
The multiple sequence alignments and phylogenetic
trees analysis were conducted using MEGA version 5
[Tamura et al, 2011]. The model of nucleotide
substitution that best fit to each dataset, evaluated
by the Akaike Information Criterion-AIC, was se-
lected using jModelTest program [Posada, 2008]. AIC
indicate that GTR+G+1 fit the sequence data for
both, VP7 and VP8* aligned sequences. The phyloge-
netic relationships between strains were recon-
structed by the Maximum Likelihood method. The
statistical significance of the phylogenetic trees con-
structed was estimated by the bootstrap method
(1,000 replicates). Prototype sequences obtained in
studies of Uruguay’s near countries used in the
phylogenetic analyses were retrieved from GenBank
database based on their close genetic relatedness
with the strains sequenced in this study, by using
Basic Local Alignment Tool (BLAST) server on the
GenBank database. Prototypes G and P sequences of
most common genotypes, lineages and sub-lineages in
humans were also retrieved from GenBank and used
in the phylogenetic analyses.

Statistical Analysis

The statistical significance of the results were
studied by the Department of Mathematics and
Statistics (Universidad de la Reptiblica, CENUR del
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Noroeste, Regional Norte, Salto), by means of the use
of the z-test for the difference in proportions between
two independent binomial populations for large
samples.

Nucleotide Sequence Accession Numbers

Sequences obtained in the current study were
deposited in the GenBank database under the follow-
ing accession numbers: KM056360-KM056393 (VP4
[VP8*] gene) and KM068214-KM 068246 (VP7 gene).

RESULTS

RVA was detected in 64 (37%) out of 175 clinical
samples collected (Table I). The age of the children
infected with RVA ranged from 4 month to 15 years
old, with 75% of the cases occurring in children
between 1 and 5 years old; and also a higher
diversity of genotypes were detected in this age span
(Fig. 1). A higher RVA positivity rate in the age
groups between 13 and 24 months (77%), and
between 25 and 60 months (69%), was observed
compared with the other age groups studied: 40% (0—
6 months), 42% (7-12 months) and 24% (=5 years
old) (Fig. 1). A statistically significant higher detec-
tion of RVA infections were observed in cold seasons
(autumn and winter) compared with hot seasons
(spring and summer) (p 0,0048), and also in winter
compared with autumn (p 0,03), for the two consec-
utive years of surveillance covered by this study
(Fig. 2).

From the total samples collected (n=175), RVA
was detected in nine (41%) of the 22 vomit samples
and in 55 (36%) of the 153 fecal samples. Considering
vomiting as main clinical symptom, 19 patients only
presented vomit as main clinical symptom while 150
presented only Acute Diarrhea (AD). On the other
hand, three patients have presented clinical symp-
toms of acute diarrhea and vomits at the same time
and both type of samples were collected and analyzed
for each patient. Two of them were positive for
RVA and one of them have presented the genotype
G2P[4] and G2P[X] in vomit and fecal sample,
respectively; and the other patient was positive for
G12P[X] (in vomit sample) and GXP[8] (in stool
sample). In 32 samples (50% of the positive samples),
the P and G genotype was successfully determined by
Semi-Nested Multiplex RT-PCR and/or by phyloge-
netic analysis, and the RVA genotypes prevalence
was as follow: 6% of G1P[8] (2/32), 31% of G2P[4] (10/
32), 37.5% of G3P[8] (12/32), 16% of G12P[8] (5/32),
3% of G12P[9] (1/32), and 6% of G2P[4]/[8] (2/32). For
the remaining 32 samples, only the P genotype was
characterized in 11 (34,4%) of them: 31% of GXP[8]
(10/32) and 3% of GXP[4] (1/32); only the G genotype
in 11 of them (34,4%): 12,5% of G2P[X] (4/32), 9% of
G3P[X] (3/32) and 12,5% of G12P[X] (4/32); and in
the remaining 10 samples (31,2%), only the consensus
DNA PCR fragments was obtained as a RVA diagnos-
tic method, but in a very low concentration. Despite
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TABLE L Seasonal Distribution of G and P Genotype Combination of Group A Rotavirus Strain Detected From
Hospitalized Children in Salto, Urugay, During the Years 2011 and 2012

Samples (n)

2011 2012
RVA genotype Summer Autumn Winter Spring Summer Autumn Winter Spring
G1P[8] 1 1
G3P[8] 1 11
G12P[8] 2 1 1 1
G3P[8]* 1 2
G12P[X] 1 1 2
GXP[8] 3 2 5
G2P[4] 2 8
G2P[X] 2 1 1
GXP[4] 1
G2P[4]/[8] 1 1
G12P[9] 1
Non-typeable® 2 2 4 2
Total (samples) 3 12 4 3 9 21 1

“P[X] = P-genotype could not be determined.
PGIX] = G-genotype could not be determined.

“Non-typeable = neither the P nor G genotype could not be determined.

several attempts, it was not possible to obtain nucleo-
tide sequence of these samples (Table I).

During the first year of surveillance, VP7 and VP4
genotypes related to DS-1 like gene constellation
were most frequently detected (61,5%) than VP7 and
VP4 genotypes related to Wa-like gene constellation
(38,5%) (p 0,05). Interestingly, during the second
year of surveillance VP7 and VP4 genotypes related
to DS-1 like gene constellation were not detected, and
a higher detection of VP7 and VP4 genotypes related
to Wa-like gene constellation was observed compared
with 2011 (p 0,0003) (see Table I).

Sequencing analysis of VP7 and/or VP4 (VP8%)
partial gene was possible in 42 (66%) out of 64
positive samples. Thirty-three and thirty-four sam-
ples were efficiently sequenced for VP7 and VP4
(VP8*) genes, respectively.

Phylogenetic analysis of the VP7 sequences ob-
tained permitted us to observe that 13 strains
belonged to the genotype G2, and all of them
clustered inside lineage II (Fig. 3A, upper part). Only
one strain was classified as genotype G1 and clus-
tered inside lineage I (Fig. 3A, middle part). Six
samples were confirmed to belong to the genotype
G12, five of them assigned to lineage III while the
other one was assigned to lineage IT (Fig. 3A, middle
part). Thirteen strains were classified as G3 geno-
type, all of them were clustered inside lineage IIId
(Fig. 3A, bottom part, and Supplemental Figure 1).

Phylogenetic analysis of VP4 (VP8*) show us that
23 strains belonged to the genotype P[8], 19 clustered
inside lineage IIl (P[8]-3) and the other four inside
lineage I (P[8]-1) (Fig. 3B, upper part). From the 19
strains classified as P[8]-3, 18 clustered inside P[8]-3
sub-lineage 3 (P[8]-3.3), and the other one inside
P[8]-3.1 (Supplemental Figure 2). Ten strains belonged

to the genotype P[4], all of them clustered inside
lineage V (Fig. 3B, middle part), and one strain was
classified as genotype P[9] and clustered inside lineage
II (Fig. 3B, bottom part).

DISCUSSION

Acute gastroenteritis is an important cause of
morbidity and mortality in Uruguay [Ferrari et al.,
2002]. In this study, the molecular epidemiology of
RVA in sporadic cases of hospitalized children with
acute gastroenteritis in Salto Department, Uruguay,
was investigated for the first time. This study also
represents the first report of RVA circulation in a
population outside the capital of the country. A RVA
prevalence of 37% was observed, which is in agree-
ment with data described previously for Uruguay
[Torres et al.,, 2001; Ramirez et al., 2001; Berois
et al., 2003; Pérez et al., 2011; Linhares et al., 2011].
Seventy-five percentage of the cases occurred in
children between 1 and 5 years old, which is also in
agreement with global reports of RVA diseases affect-
ing mainly children between 0 and 5 years old [Estes
and Greenberg, 2013]. A higher RVA positivity rate
in the two age groups: 13-24 months (77%) and 25—
60 months (69%), was observed as compared with the
other three age groups studied: 40% (0—6 months),
429 (7-12 months) and 24% (>5 years old). These
results are in agreement with recent studies con-
ducted in Brazil, where also a higher positivity in
these two age groups was observed [Carvalho-Costa
et al., 2011]. These results are also comparable with
results obtained in all the Latin America and the
Caribbean region [Linhares et al., 2011].

In this study, seasonality was observed with a RVA
peak in winter, which has been also demonstrated in
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the Latin America region for both temperate and
tropical climate countries [Kane et al., 2004; Car-
valho-Costa et al., 2011]. Uruguay has a temperate
climate, and there are many studies showing that
under these environmental conditions RVA disease
can occur most often during the winter season [Cook
et al., 1990; Estes and Greenberg, 2013; INUMET,
2014].

Of outstanding significance in the present study,
was the detection of RVA in vomit samples of
patients who presented vomiting as the only main
symptom, and also the detection of the same RVA
genotype in both vomit and stool samples of the same
patient. To our knowledge, there are only two studies
published in the literature in which RVA was
detected in vomit samples previously [Cotterill et al.,
1988; Youngs and Pugh, 1989]. Although the mecha-
nism of RVA induction of vomiting has been recently
discovered [Hagbom et al., 2011], recent studies have
reported that aerosol generated with vomit is not a
transmission path for rotavirus infection [Estes and
Greenberg, 2013]. In contrast, work performed on
Norovirus (NoV), a gastroenteric virus with a typical
fecal-oral route of transmission that have been

. Med. Virel. DOI 10.1002/imv

reported to be second only to rotaviruses in causing
severe childhood gastroenteritis globally [Glass et al.,
2009], revealed that exposure to NoV in aerosolized
vomitus particles resulted to be a source of NoV
transmission in certain settings [Kirby et al., 2010,
2011; Green, 2013].

Recently, an increase detection rate of genotype
G2P[4] was observed in Latin American region as a
continental phenomenon; and in Brazil, a predomi-
nance of this genotype was observed early after the
establishment of a national immunization program
using the RV1 vaccine [Gurgel et al., 2007; Esteban,
2010; Martinez et al., 2010; Carvalho-Costa et al.,
2011]. There are actually two theories, not mutually
exclusive, proposed to explain the high prevalence of
G2P[4] concomitant with RV1 introduction in some
Latin American countries: i) RV1 introduction cre-
ated selective conditions favoring the emergence of
G2P[4] viruses (supported by the fact that this strain
is fully heterotypic—doesn’t share either the VP4,
VP7 or any other VPs or NSPs genotypes specificity
—with the RV1 strain, G1P[8]) [Matthijnssens and
Van Ranst, 2012], ii) increased incidence of G2P[4]
related to the common natural fluctuation observed
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Fig. 2. Detection rates and seasonality of group A rotavirus (RVA) detection in cases of acute
gastroenteritis in Salto, Uruguay, during 2 years (January 2011-December 2012). Uruguayan
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for RVA genotypes (supported by the fact of the
concomitant prevalence of G2P[4] in Latin American
countries were a National Immunization Program
against RVA were not implemented, combined with
the observation of a decreasing predominance of
G2P[4] in Brazil since 2009 to more recent years)
[Esteban, 2010; Martinez et al., 2010; Carvalho-
Costa et al., 2011; F. A. Carvalho-Costa et al
unpublished datal. The results obtained in the
present study are in accordance with the second
proposed theory, since the VP4 and VP7 genotypes
related to DS-1-like constellation that were predom-
inant during the first year of surveillance, were not
detected during the second year, in a country where
RV1 has not yet been implemented in the National
Immunization Program. Finally, the phylogenetic
analysis showed that all the G2P[4] Uruguayan
strains clustered together with the actual most
commonly detected G2P[4] strains, that is, lineage II
from the VP7 gene [Page et al., 2004] and lineage V
from the VP4 (VP8*) gene [Espinola et al., 2008].
The G3P[8] genotype is one of the five most
common G/P combination detected globally [Bényai
et al., 2012; Matthijnssens et al., 2012]. Interestingly,

in a previous study, an increase in the prevalence of
G3P[8)/G3P[X] in the Southern region of Brazil
was detected in 2009, a region bordering Uruguay
[Carvalho-Costa et al., 2011], and the same increase
of G3P[8] since 2008, reaching more than a half of
the samples characterized in 2009, was also observed
in Argentina [Stupka et al., 2012], where the higher
detection rate was observed in the central region of
Argentina, a region also bordering Uruguay. This
could be related with the predominance of G3P[8]/
G3P[X] observed in this study during 2012, since a
great number of tourists come to Uruguay in holiday
from these neighbors countries. It is important to
take into account that Salto city is a hotspot for
tourism activity due to the presence of developed and
attractive hot springs water parks [IMS, 2014]. In
this sense, there are previous reports of recreational
associated water-borne viral gastroenteritis outbreaks
in hot spring parks [Sinclair et al., 2009]. All of the
G3P[8]. Uruguayan strains grouped together with the
current commonly detected G3P[8] strain in Brazil
[da Silva et al., 2013] and Argentina [Stupka et al.,
2009], inside lineage III, sub-lineage d, from the VP7
gene [Thongprachum et al., 2013]; and lineage III,
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Fig 3. Maximum likelihood phylogenetic tree analysis of VP7
and VP8* partial gene nucleotide sequences of group A rotavi-
rus (RVA) strains detected in hospitalized children from Salto,
Uruguay. Strains in the trees are shown by name following the
RV strain nomenclature proposed by the Rotavirus Classifica-
tion Working Group (RCWG). Prototype strains previously
described are also shown by accession numbers. Numbers at the

sub-lineage 3, from the VP4 (VP8*) gene [Arista
et al., 2006; da Silva et al., 2013].

In the present study, only two G1P[8] strains were
detected, and from these, only one could be se-
quenced, that was classified as G1, lineage I [Arista
et al., 2006], together with a previously detected G1
Uruguayan strain [Berois et al., 2003]. On the other
hand, VP4 (VP8*) gene phylogenetic analysis classi-
fied this strain as P[8], lineage III [Arista et al.,
2006], sub-lineage 1 (P[8]-3.1) [da Silva et al, 2013].
G1P[8] is the most prevalent strain circulating in
human worldwide since 1990’s [Santos and Hoshino,
2005], however, the prevalence of GI1P[8] strains
declined from 2000 onward, although it remains still
the most prevalent human RVA genotype [Banyai
et al., 2012]. A similar picture was also observed for
Latin America region [Linhares et al, 2011]. The
result obtained in the present study are in accord-
ance with the recent observation of a pronounced
lowering in the prevalence of GIP[8] strain since

oJ. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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nodes in the tree indicate Bootstrap values (only values above
70% are shown). The scale bar at the bottom represents
substitutions per nucleotide position (nt.subst./site). Strains
isolated in Salto are marked with a filled circle. Vaccine strains
are marked with a filled triangle. In (A) the results obtained for
VP7 gene is shown; the results found for VP8* gene is shown in
(B).

before 2006 in vaccinated (Brazil) and unvaccinated
(Argentina and Paraguay) countries of Latin Ameri-
can region [Esteban et al., 2010; Carvalho-Costa
et al., 2011].

One of the most interesting finding of this study
was the high prevalence of the G12 as an emerging
genotype, observed during the 2 years of the surveil-
lance. Genotype G12 was first detected in children
with diarrhea in the Philippines in 1987 and since
the beginning of this millennium this genotype have
emerged and spread in many countries worldwide
[Rahman et al., 2007]. Four lineages inside G12 have
been previously described [Rahman et al., 2007].
From these, the lineage IIT associated with P[8] have
been recently determined to be the responsible of
their global spread and it is expected to be the sixth
most common RVA G/P combination found in human
in the near future [Matthijnssens et al, 2010]. From
the six G12 positive samples obtained, five samples
belonged to the major lineage III (three of them
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associated with P[8]), and one sample belong to
lineage II associated with P[9] genotype (lineage II)
[Martinez et al., 2010]. In South America, G12P[9]
was first detected in Buenos Aires in 1999 and more
recently in Brazil and Paraguay [Castello et al., 2006;
Martinez et al., 2010; Gomez et al., 2014]. On the
other hand, G12P|[8] was detected for the first time in
South America in Argentina, in 2009 [Stupka et al.,
2012], and more recently in Brazil [Gémez et al,
2014]. The detection of these two RVA genotype
combination (G12P[9] and G12P[8]) globally is impor-
tant for the vaccination programs against RVA being
carried in all regions of the world, since G12 is not
included in the formulation of the two most com-
monly used vaccines, RV1 and RV5 [Ruiz-Palacios
et al., 2006; Vesikari et al., 2006].

A limitation of the present study was the high
proportion of positive strains that were unable to be
typed (Table I). This could be explained by: (i) the
circulation of rotavirus strains with genotypes not
included in the pool of primers; (ii) the accumulation
of local point mutations in the primer binding sites of
the VP4 and VP7 genes; (iii) low viral load in the
samples; or (iv) RT-PCR inhibitors in the fecal and
vomit samples [Santos et al., 2003; Iturriza-Gomara
et al., 2004; Espinola, 2006]. Since an RNA extraction
kit method was used to overcome the presence of
PCR inhibitors during this study, the first three
points discussed above seems to be the main causes
of the presence of untypeable strains during this
surveillance. Thus, further studies will need to be
done to determine the genotypes from these samples.
In an actual globally campaign of RVA vaccination
and the WHO recommendation of the inclusion of
RVA vaccination in the National Immunization Pro-
gram of all countries worldwide [SAGE, 2009], molec-
ular epidemiology studies are needed in countries
where rotavirus vaccines have yet not been intro-
duced, like Uruguay, in order to determine the
disease burden attributable to severe RVA diarrhea
in hospitalized children in different regions of the
country and the genotype distribution inside these
regions. RVA disease burden is estimated through
surveillance networks and hospital registration sys-
tems to provide vital information regarding this
pathogen in different countries. A close and good
example of this is Brarzil, where RV1 vaccine have
been introduced in their National Immunization
Program in March 2006, and the decision was
supported by a significant amount of epidemiological
data available from studies that showed the high
burden of rotavirus disease in young children all over
the country. These studies were based on a labora-
tory surveillance network of rotavirus severe diar-
rhea developed by Brazilian virologists since the
early 1990°s [Linhares and Justino, 2014]. In this
sense, the present 2 year surveillance work done in
Salto with acute gastroenteritis hospitalized children,
constitute the first molecular epidemiology study of
RVA in a Uruguayan region different to Montevideo.

761

Is also the first study describing G/P genotype
combination of RVA strains circulating in Uruguay,
as well as the first detection of the globally emerging
G12 genotype in the country. In the same fashion,
this work show the importance of performs RVA
molecular epidemiology studies, in a country were no
national surveillance program is developed for
this virus. Finally, this study has generated epide-
miological data that should be useful for the future
implementation of RVA vaccination in the National
Immunization Program.
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Supplemental Figure 1. Neighbor joining phylogenetic tree analysis of the G3 RVA
strains detected in hospitalized children from Salto, Uruguay. The trees were

constructed using the Kimura 2-parameters as a nucleotide substitution model. Numbers

at the internal nodes indicate Bootstrap values, and only values above 75% are shown.

The scale bar at the bottom represents substitutions per nucleotide position

(nt.subst./site). Salto’s strains are marked with a filled circle. GenBank nucleotide

accession numbers of prototype strains are shown. RV strain nomenclature as proposed

by the Rotavirus Classification Working Group (RCWG), was used.
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EU045246_RVAMHuman-wt/PRY/Py05AP97/2005/GIP[8]
RVA/HUman-wi/BRA/11126/2006/GIP[8]
——— FN179475_RVA/HUman-wi/BRAM12226/2006/GIP[8]
FN179472_RVA/Human-wi/BRA/G11772/2005/G9P[8] PI8]-3.1
——— RVA/HUman-wt/BRA/M11916/2006/G3P[8] -
FN179471_RVA/MHuman-wt/BRA/11768/2005/G9P[8]
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DQ857907_RVAMHuman-wt/BRA/}5412/2002/GIP[8]
{ FU045223_RVA/Human-wi/PRY/Py02SRA7/2002/GP[B]

& RVAHuman-wt/URY/SA-324-11/2012/G1P[8]
EU045226_RVA/Human-wt/PRY/Py00469/2000/GIP[8]
EU045224_RVA/Human-wt/PRY/Py00465/2000/GIP[3]
DQ492672_RVA/Human-wt/BGD/Dhaka16/2003/G1P[8]
| RVA/Human-wt/BRA/mMa18999/2010/G1P[8]
a8 RWVA/Human-wt/BRA/Ma18013/2010/G1P[8]

t RVA/Human-wt/BRA/ma19015/2010/G1P[8]

RVA/Human-wit/BRA/Ma19030/2010/G1P[8]

DQ146652_RVA/Human-wt/BGD/Dhaka25/2002/G12P[8]
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JMNO01879_RVA/human-wt/PAK/NIBGE-3%/2010/G1P[8]
j FN179484_ RVA/Human-wit/BRA/ba13255/2006/GIP[8]
99 | FN179486_RVA/Human-wt/BRA/ba13619/2007/GIP([8]

FN1T79467_RVA/Human-wi/BRA/1609/1998/GIP[8]

| FN179465_RVA/Human-wt/BRA/1528/1998/G9P[8]

1 FN179466_RVA/HUman-wt/BRA/1538/1998/G9P[8]
FNA79464_RVAHuman-wi/BRA/1527/1998/GIP[8]
DQ857906_RVA/Human-at/BRA/5348/2002/GIP[8]

DQ857911_RVAHuman-wi/BRA/E906/2003/GIP(8]
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FN179478_RVA/Human-wt/BRA/ac11547/2006/G9P[8]
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FMN182189_RVA/Human-wit/BRA/MAc11823/2006/GIP[8]
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91 RWAHuman-wt/BRAST20109/2011/G3P[8]
RWA/Human-wt/BRA/pe20272/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA19796/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/pe20345/2011/G3P[8]
JF430365_RVAHuman-wit/AUS/CKO0029/2006/G1P[8]
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88 | DQB57I16_RVAHuman-wt/BRA7T335/2003/GIP[3]
DQB57913_RVAHuman-wt/BRA/} Y 148/2003/GIP[8]
DQBs7912_RVA/Human-wt/BRAS}T 144/2003/G9P[8]

DQ857910_RVA/Human-wt/BRAE904/2003/G1P[8]
DQB57I15_RVA/Human-wt/BRA/T150/2003/G1P[8]

RVA/Human-wt/BRA/es15221/2008/G1P[8]
454':' JF490926_RVAMHuman-wt/USAMNUNE-07-27/2006/G1P[8]
— JF490926_RvAshuman-wt/USANU0E-07-27/2006/G1P[8]

GU320761_RVA/Human-wt/RUS/MNov09-D182/2009/G1P[8]
RWAHuman-wit/BRA/rs16838/2009/G3P[8]

& RVA/Human-wt/URY/SA-111-08/2011/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRArs16835/2009/G3P[8]
79 | RVA/HUman-wt/BRA/rs16634/2009/G3P[8]
RVA/Human-wt/BRA/rs16823/2009/G3P[8] PI8]-3.3
——————————————————— RVA/Human-wt/BRA/al20101/2011/G3P[8]
JXA3T047_RWA/MHuman-wt/BRANS18647/2009/G3P[8]
RVA/Human-wt/URY/SA-262-08/2012/G3P[8]
& RVA/Human-wt/URY/SA-263-08/2012/GXP[8]
@ RVA/Human-wt/URY/SA-264-08/2012/G3P[8]
® RVA/Human-wt/URY/SA-265-08/2012/G3P[8]
® RVAHuman-wt/URY/SA-267-08/2012/G3P[8]

RVA/Human-wt/URY/SA-268-08/2012/G3P[8]

& RVA/Human-wt/URY/SA-269-08/2012/G12P[8]
# RVA/Human-wt/URY/SA-270-08-vomit/2012/G3P[8]
@ RVA/Human-wt/URY/SA-271-08/2012/G3P[8]
® RVAHuman-wt/URY/SA-272-08/2012/G3P[8]
RVA/Human-wt/URY/SA-274-08/2012/G3P[8]
& RVA/Human-wt/URY/SA-275-08/2012/GXP[8]
& RVA/Human-wt/URY/SA-276-08/2012/G3P[8]
@ RVA/Human-wt/URY/SA-278-08/2012/GXP[8]
B RVA/Human-wt/URY/SA-280-08/2012/GXP[8]
B RVAHuman-wt/URY/SA-282-09/2012/G3P[8]

B RvA/Human-wt/URY/SA-313-09/2012/GXP[8]
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P[8]-3.4

RVA/Human-wt/BRA/pe 17590/2010/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/pe 17891/2009/G1P[8]
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GQ453423_RVAHuman-wt/RUS/D12/2009/G4P[8]
EL] |.| HQ392178_RVAHuman-wt/BEL/BE00022/2007/G1P[8]
HQ392229_RVAHuman-wt/BEL/BE00028/2007/G1P[8]
L——— FN179483_RVAHuman-wt/BRA/T013270/2006/GIP[8]
RVA/Human-wit/BRA/se16536/2009/G1P[8]
RVA/Human-wit/BRA/se16894/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/se 16897/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/se 16779/2009/G1P[8]
86 | RVAHuman-wi/BRA/se16800/2009/G1P[8] P[8]-3.6
RVA/Human-wi/BRA/se 16803/2009/G1P[8]
RVA/Human-wi/BRA/se16898/2009/G1P[8]
RVA/Human-wt/BRA/se16977/2009/G1P[8]
RVA/Human-wi/BRA/se16978/2009/G1P[8]
RVA/Human-wi/BRA/se17241/2009/G1P[8]
RVA/Human-wi/BRA/se 16537/2009/G1P[8]
RVA/Human-wi/BRA/se17122/2009/G1P[8]
—| RVA/Human-wi/BRA/se17120/2009/G1P[8]
RVA/MHuman-wi/BRA/se 17123/2009/G1P[8]

—_—
0.008



Supplemental Figure 2. Neighbor joining phylogenetic tree analysis of the P[8]-3
RVA strains detected in hospitalized children from Salto, Uruguay. The trees were
constructed using the Tamura-Nei model as a nucleotide substitution model. Numbers at
the internal nodes indicate Bootstrap values, and only values above 75% are shown. The
scale bar at the bottom represents substitutions per nucleotide position (nt.subst./site).
Salto’s strains are marked with a filled circle. GenBank nucleotide accession numbers
of prototype strains are shown. RV strain nomenclature as proposed by the Rotavirus
Classification Working Group (RCWG), was used.
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4.4 — Caracterizacion molecular, distribucion geografica y temporal de RVA en
muestras ambientales de 6 ciudades localizadas al Noroeste y Este del pais
(Articulo 4). (Vinculado a objetivo especifico 3.2.4)
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Abstract Environmental approach has proven to be a
useful tool for epidemiological studies demonstrating
through environmental studies the diversity of viruses cir-
culating in a given population. The aim of this study was to
perform a phylogenetic characterization of the group A
rotavirus (RVA) glycoprotein (G)- and protease-sensitive
(P)-genotypes obtained from sewage samples (n = 116)
collected in six cities of Uruguay during March 2011 to
April 2013. A worldwide standardized semi-nested multi-
plex RT-PCR (SNM RT-PCR) protocol directed against
VP4 and VP7 genes were conducted for RVA detection and
consensual DNA fragments were submitted to nucleotide
sequencing. P and/or G genotype was successfully deter-
mined by phylogenetic analysis in 61 % (n = 37) of the
positive samples obtained by SNM RT-PCR (n = 61). The
RVA genotypes were as follow: G1 (n = 2), G2 (n = 14),
G3(n=25),G12(n=2),P[4] (n = 4), P[8] (n = 16), and
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P[3] (n = 2). Interestingly, through phylogenetic analysis,
emerging, and uncommon human genotypes could be
detected. Results obtained from the comparison of RVA
genotypes detected in the current study and Uruguayan
RVA strains previously described for contemporary clini-
cal pediatric cases showed that monitoring sewage may be
a good screening option for a rapid and economical over-
view of the circulating genotypes in the surrounding human
population and a useful approximation to study RVA epi-
demiology in a future vaccine monitoring program. The
present study represents the first report in Uruguay that
describes the phylogenetic diversity of RVA from urban
sewage samples.

Keywords Group A rotavirus - G- and P-types -
Phylogeny - Epidemiology - Sewage - Uruguay

Introduction

Group A rotavirus (RVA) is the most important cause of
acute gastroenteritis in infants and young children in both
developed and developing countries worldwide, accounting
for 30-50 % of these illnesses, with a high number of
hospitalizations and mortality rates in developing countries
(Estes and Greenberg 2013). Although, actual universal
mass vaccination against RVA has reduced mortality sig-
nificantly, this virus still causes 192,700 deaths/year in
children <5 years old (Walker et al. 2013).

RVA belong to Rotavirus genus, Reoviridae family, and
are non-enveloped dsRNA viruses with a segmented gen-
ome (11 gene segments). Based on the nucleotide sequence
of their two outer capsid proteins genes, VP7 and VP4,
RVA have been classified into glycoprotein (G)- and pro-
tease-sensitive (P)-genotypes, and, at present, 27 G- and 37
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P-genotypes have been characterized (Estes and Greenberg
2013; Trojnar et al. 2013). In 2011 a new rotavirus strain
nomenclature was proposed by the Rotavirus Classification
Working Group (Matthijnssens et al. 2011a). RVA bearing
the combinations G1P[8], G3P[8]. G4P[8]. GYP[8], and
G2P[4] are considered the most prevalent in humans
worldwide-common human genotypes, accounting for
approximaltely 75 % of cases globally (Banyai et al. 2012);
however, this picture has changed in the last decade and
G12P[8] emerging genotype has been detected with high
frequencies in different countries, and it might become the
sixth major human RVA G/P genotype combination
(Matthijnssens et al. 2010; Stupka et al. 2012; Gomez et al.
2014b).

Following WHO/PAHO recommendation, Latin Amer-
ican countries introduced in their national immunization
programs one of the licensed vaccines: RotaTeq® (RVS5)
(Merck and Co. Whitehouse Station, NI, USA) or Rotarix®
(RV1) (GlaxoSmithKline, Rixensart, Belgium) (Ruiz-
Palacios et al. 2006; Vesikari et al. 2006). In the case of
Uruguay, vaccination against RVA is not yet part of the
National Immunization Program (NIP) and both vaccines
are available on the local market.

RVA are excreted in extremely high concentrations in
feces (up to 10'" virus/g), have a low infectious dose and
its molecular structure makes them stable in aqueous
environments for long periods of time and very resistant to
adverse environmental condition (Graham et al. 1987,
Espinosa et al. 2008). RVA have been detected in sewage
since 80's (Steinmann 1981), and have been associated
with waterborme gastroenteritis outbreaks (Hopkins et al.
1984; Villena et al. 2003).

Environmental surveillance by using molecular tech-
niques for detecting and characterizing RVA from sewage
samples is a useful strategy to get a deeper knowledge of
the RVA genetic diversity circulating in a given commu-
nity, once viruses detected might reflects the infectious
status of the population. Urban sewage contains RVA
excreted by hospitalized children between 0 and 5 years
old, the age group mostly affected by this virus, but also
includes RVA from infected individuals belonging to all of
the age groups of the community (whether they are
symptomatic or asymptomatic) and from animals with
zoonotic potential-uncommon genotypes in human (Met-
calf et al. 1995; Bosch et al. 2008).

Nowadays, there are environmental surveillance studies
of RVA that describe the G- and P-types in sewage by
using the semi-nested multiplex RT-PCR (SNM RT-PCR)
method universally applied for clinical surveillance (Ro-
driguez-Diaz et al. 2009; Fumian et al. 2011; Prado and
Miagostovich 2014), however, to our best knowledge, at
present only one recently published study describes the
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G- and P-types from sewage through nucleotide sequencing
and phylogenetic analysis (Ruggeri et al. 2015).

In Uruguay, only one study was recently performed
regarding the RT-PCR detection and quantification of RVA
in sewage samples obtained in the Northwestern region of
the country (Victoria et al. 2014).

In this study, we conduct a RVA phylogenetic analysis,
with strains obtained from sewage samples, in order to
demonstrate the genetic diversity and the temporary/geo-
graphic distribution of the RVA genotypes (G- and
P-types) in six cities of Uruguay. With that purpose, RVA
strains detected from sewage samples were sequenced and
compared with clinical ones obtained at the same period
from hospitalized children with acute gastroenteritis in
Uruguay (Tort et al. 2015).

Materials and Methods
Sewage Sample Collection and Strategy of the Study

The area of this study was demarked in six cities located in
the Northwestern (border with Argentina) and Eastern
(border with Brazil) regions of Uruguay (Fig. 1). The six
cities are the capital and the most populated city of the six
Uruguayan Departments to which they belong (LN.E.
2011). One sampling collection site was determined in each
of the cities studied. Two set of sewage samples were
collected, the set one from the Eastern region included 20
untreated sewage samples collected with a periodicity of
one sample every 2 months in each city from September,
2011 to April, 2013. The sewage samples set two from the
Northwestern region, included 47 RVA positive samples
previously genotyped by using SNM RT-PCR methodol-
ogy from 96 samples collected bi-monthly in each city
from March, 2011 to February, 2012 (Victoria et al. 2014).

Virus Concentration, RNA Extraction and cDNA
Synthesis

Sewage samples were concentrated by using ultracen-
trifugation methodology as described by Pina et al. (1998)
with modifications added by Fumian et al. (2010) and
inoculated with 500 pL of bacteriophage PP7 as an internal
process control before the concentration assay (Rajal et al.
2007).

Nucleid acids were extracted from 140 pL of the viral
concentrate obtained after the ultracentrifugation method-
ology, by using QIAmp viral RNA mini kit (QIAGEN®,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Extracted RNA was reverse transcribed into cDNA
using the SuperScrip® II reverse transcriptase and random
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Fig. 1 Map of collection sites (black circles with white muonbers)
located in six cities along Eastern (/ and 2) and Northwestern (3 to 6)
regions of Uruguay: Melo—Cerro Largo Deparment (1), Treinta y
Tres—Treinta y Tres Department (2), Bella Unidén—Arti gas Department
(3), Salto—Salto Department (4), Pay sand +—Paysandi Department ( 5),

hexamer primers (both from Invi IIDgenTM, Carlsbad, USA),
according to the manufacturer’s instructions.

Molecular Characterization of Group A Rotavirus

The RVA G- and P-genotyping procedures were carried out
using the primers and SNM RT-PCR protocols described
by Das et al. (1994) and Gentsch et al. (1992), respectively,
including modifications as recommended in the manual of
rotavirus detection and characterization methods (WHO
2009), for our world region (Online Resource 1).

All RVA positive samples obtained by SNM RT-PCR
for G- and P-genotyping from both sets, were submitted to
a partial nucleotide sequencing of the VP7 (904 bp) and
VP4 (VP8*) (876 bp) genes amplicons obtained from the
first round of amplification, using individually the pair of
consensus primers: 9conl or 9con2; 4con2 or 4con3,
respectively. When the amplicons of the first round of
amplification for VP7 and VP4 were not obtained, a second
round of Nested-PCR was performed using two internal
consensus primers: VP7TF/VP7Rdeg for VP7 gene (881 bp)
and VP4F/VP4R for VP4 gene (663 bp), as previously
described (Online Resource 1) (Gomara et al. 2001; Sim-
monds et al. 2008; WHO 2009).

Consensus PCR amplicons were purified by QIAquick
PCR purification kit (QIAGEN®, Hilden, Germany) and
sequenced by using the dideoxy-nucleotide chain termina-
tor method with the BigDye™ terminator cycle sequencing
kit on the automated sequencer ABI3130 genetic analyzer
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and Fray Bentos—Rio Negro Department (6). GPS of collection site in
each city are as follow: 32°22'30.6"S 54°10°35.7"W (1), 33°14'19.7"S
54°23'31.5"W (2), 30°15'59.55"S, 57°36'4.79"W (3), 31°23'18.82"S,
57°58'35.09"W (), 32°19'38.38"S, 58°6'3.83"W (3), and 33°7'895"S,
58°20/3.38"W (6)

(both from Applied Biosystems™, Foster City, USA) by the
DNA Sequencing Service of the Molecular Biology Unit at
the Institute Pasteur of Montevideo. Sequencing reactions
were carried out at least twice in each direction, for each
sample, to confirm the consistency of the sequencing result
and ensure that variations of nucleotide sequences were not
due to sequencing errors.

Nucleotide sequences were edited and assembled by
using the SeqMan program as implemented in the DNAStar
v7.00 package (DNASTAR®, Madison, USA). The multi-
ple sequence alignments and phylogenetic trees analysis
were conducted using MEGA version 5 (Tamura et al.
2011). The model of nucleotide substitution that best fit to
each dataset, evaluated by the Akaike information criterion
(AIC), was selected using jModelTest program (Posada
2008). AIC indicate that GTR+G+1I fit the sequence data
for both, VP7 and VP8* aligned sequences. The phyloge-
netic relationships between strains were reconstructed by
the maximum likelihood method. The statistical signifi-
cance of the phylogenetic trees constructed was estimated
by the bootstrap method (1000 replicates). VP7 and VP8*
RVA nucleotide sequences obtained from contemporary
clinical samples of hospitalized children with acute gas-
troenteritis from Salto city, Uruguay (Tort et al. 2015),
were included in the sequence data set of this study for a
comparative analysis between virus circulating in clinical
and environmental samples. Prototype sequences obtained
in studies of Uruguays near countries used in the phylo-
genetic analyses were retrieved from GenBank database
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based on their close genetic relatedness with the strains
sequenced in this study, by using basic local alignment tool
(BLAST) server on the GenBank database. Prototypes G
and P sequences of most common genotypes, lineages and
sub-lineages in humans were also retrieved from GenBank
and used in the phylogenetic analyses.

Nucleotide Sequence Accession Numbers

Sequences obtained in the current study were deposited in
the GenBank database under the following accession
numbers: KP271247-KP271269 (VP7 gene) and KP271270-
KP271291 (VP4 [VPE#] gene).

Results
Molecular Characterization of Rotavirus Strains

Table 1 presents RVA detection and characterization by
SNM RT-PCR and phylogenetic analysis from two sets of
sampling. A high RVA genetic diversity was observed in
the sewage of both studied regions, with different G- and
P-types detected. The SNM RT-PCR results were confirmed

by nucleotide sequencing and phylogenetic analysis, in
which the same G- and P-types were determined by both
methodologies. The exceptions were the G12 and P[3]
strains, for which there isn't genotype specific primers in
the cocktail of primers used in the Multiplex, and therefore
they were detected only by nucleotide sequencing and
phylogenetic analysis methodology.

Twenty-four out 47 positive samples (51 %) from the
Northwestern region, were effectively sequenced and
analyzed for VP7 and/or VP4 (VP8#) partial genes. In the
same fashion, 13 out of 14 positive samples (93 %) from
the Eastern region were effectively sequenced and ana-
lyzed for both, VP7 and/or VP4 (VP8*) partial genes. It
was possible to determine the circulation of globally
common (Gl, G2, P[4] and P[8]) emerging (G12) and
uncommon or “rare” (P[3] and G3-lineage I) human
genotypes (Table 1; and Online Resource 2).

The P and/or G genotype was successfully determined
by phylogenetic analysis in 61 % (n = 37) of the positive
samples obtained by SNM RT-PCR (n = 61). The
nucleotide sequence was obtained from 23 to 22 samples,
for VP7 and VP4 (VP8¥) genes, respectively, and the RVA
genotypes were as follow: Gl (n =2), G2 (n = 14), G3
(n=235), G12 (n=2), P[4] (n=4), P[8] (n = 16) and
P[3] (n = 2) (Table 1; and Online Resource 2).

Table 1 Detection rate by semi-nested multiplex RT-PCR and sequence analysis result of group A rotavirus (RVA) according to collection sites

RVA RT-PCR/sequence analysis result

Multiplex® vp4! VPT*
Country region City (n°)*/population” pos/stud (n) (%) pos/stud (n) P-types posfstud (n) G-types
East Melo (1)/51,830 7010 (70) 417 P[8] 41 Gl, G2. G3, G12
Treinta y Tres (2)/25.477 7110 (70) 517 P[3]. P[4]. P[8] 31 G2, G3,G12
Northwest Bella Unién (3)/12,200 11/24 (46) 2/11 P[8] 2111 G2
Salto (4)/104,028 13/24 (54) 813 P[3], P[8]. P[4] 713 G2, G3
Paysanda (5)/76,429 14/24 (58) 2/14 P[4], P[8] 714 Gl, G2, G3
Fray Bentos (6)/24.406 9/24 (38) 179 P[8] 49 G2, G3

pos positive, stud studied

* The number between brackets corresponds with the assigned number to the collection point in each of the six city marked in the Uruguay map

of Fig. 1

P Number of inhabitant of each city according with the last Uruguayan national census made in 2011 (LN.E. 2011)

© Semi-nested multiplex RT-PCR result. Samples were considered positive when G- and/or P-genotype could be determined accordingly with
protocols previously described (Das et al. 1994; Gentsch et al. 1992; WHO 2009). The semi-nested multiplex RT-PCR result of the cities located
at the Northwest region (Bella Union, Salto, Paysandi and Fray Bentos) have been published previously (Victoria et al. 2014)

d Sequence analysis result of VP4 gene. pos positive samples determined by nucleotide sequencing and phylogenetic analysis of VP4 gene
amplicon obtained after a nested RT-PCR protocol by using the consensual primers: 4con2/4con3 in the first round of amplification, followed by
a second round of amplification using the consensual primers: VP4F/VP4R, as previously described (WHOQ 2009). stud: positive samples
determined by semi-nested multiplex RT-PCR analysis

© Sequence analysis result of VP7 gene. pos positive samples determined by nucleotide sequencing and phylogenetic analysis of VP7 gene
amplicon obtained after a nested RT-PCR protocol by using the consensual primers: Sconl/9con2 in the first round of amplification, followed by
a second round of amplification using the consensual primers: VPTF/VPTRdeg, as previously described (WHO 2009). stud: positive samples
determined by semi-nested multiplex RT-PCR analysis
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Geographical Distribution of Rotavirus Genotypes

Differences in the geographical distribution of the G- and
P-types detected were observed in Northwestern and
Eastern regions. In the Northwestern region a prevalence of
VP7 and VP4 genotypes commonly related to DS-1 like
gene constellation was observed, while in the Eastern
region a prevalence of VP7 and VP4 genotypes commonly
related to Wa-like gene constellation was observed in the
two cities analyzed. Globally common G- and P-types were
detected in both regions, as well as the uncommon P[3]
genotype; however, the emerging G12 genotype was
detected only in the Eastern region and in both cities
studied (Table 1; and Online Resource 3).

Temporal Distribution of Rotavirus Genotypes

Differences in the temporal distribution of RVA were
observed in Northwestern and Eastern regions. A pattern of
seasonality was observed in the Northwestern region with a
RVA detection peak in winter (Fig. 2a, left side). However,
no patter of seasonality was observed in the Eastern region
(Fig. 2b, left side). In the RVA detection peak observed in
winter for the Northwestern region, a prevalence of VP7
and VP4 genotypes commonly related to DS-1 like gene
constellation was observed (Fig. 2a, right side). The VP7
and VP4 genotypes commonly related to DS-1 like gene
constellation were observed in 2011, and were not detected
in 2012 and 2013. On the other hand, VP7 and VP4
genotypes commonly related to Wa-like gene constellation
were detected during the 3 years of the study (2011-2013)
(Fig. 2a, b, right sides).

Phylogenetic Analysis of Rotavirus G-Types

For explanatory purposes, when two or more Urnguayan
strains shared 100 % of nucleotide (nt) identity, one of
them was chosen as representative strain of the group in the
tree. In this sense, the strain A35 of genotype G2 is rep-
resentative of the strains A47, AS5 and A63; the strain A64
of genotype G2 is representative of the strains Ad2, A48,
and A62; the strain A69 of genotype G2 shared 100 % of nt
identity with the strain AS57, and was chosen as represen-
tative of the two strains; and finally, the strain A84 of
genotype G3 shared 100 % of nt identity with the strain
A67, and was chosen as representative of the two strains
(see Online Resource 2 for more information about the
Uruguayan strains).

VP7 phylogenetic analysis showed that fourteen envi-
ronmental strains belonged to the genotype G2, twelve of
them were detected in the Northwestern region and the
remaining two in the Eastern region. All the G2 strain were
detected in 2011 and are clustered within lineage II, along

with G2P[4] strains from clinical samples of Uruguay
(Salto city), Brazil and Argentina, collected during the
same period (Fig. 3a, bottom part). Only two strains sam-
ples were classified as genotype GIl, one of them was
detected in the Northwestern region in 2011 and the other
one in the Eastern region in 2012. Both G1 strains clustered
within lineage I, along with a G1P[8] strain from a clinical
sample of a hospitalized child with acute gastroenteritis in
Salto city, Uruguay, during 2011. This clinical strain
cluster together with the environmental strain from Eastern
region with a high Bootstrap value support (99 %) (Fig. 3a,
middle part). Two samples were confirmed to belong to the
emerging genotype GI12, both detected in the Eastern
region in 2012, one of them was detected in Melo city and
the other one was detected in Treinta y Tres city. One of
this G12 detected in Melo was assigned to lineage III, and
clustered together with a G12P[§] strain obtained from a
clinical sample of a hospitalized child with acute gas-
troenteritis in Salto city during 2011. The other one (from
Treinta y Tres) was assigned to lineage II and clustered
together with a G12P[9] strain from a clinical sample of a
hospitalized child with acute gastroenteritis in Salto city
during 2011 (Fig. 3a, middle part). Five strains were
classified as G3 genotype, three of them were detected in
the Northwestern region in 2011, and the other two were
detected in the Eastern region in 2013. All of the G3 strains
of this study grouped together in a cluster that only contain
G3P[3] strain of human and animal origin, and were
assigned to lineage I. These G3 strain were phylogeneti-
cally distant from the globally common G3 strain which
formed another cluster with the human G3P[8] prototype
strains together with G3P[8] strains obtained from clinical
samples of hospitalized children with acute gastroenteritis
from Salto city in 2011-2012 (lineage 111d) (Fig. 3a, upper
part; Online Resource 4).

Phylogenetic Analysis of Rotavirus P-Types

In the same way as for the phylogenetic analysis of VP7, in
the VP4 phylogenetic tree: the strain A140 of genotype
P[8]-lineage 3 is representative of the strains A145, A148,
and A157; the strains A28 of genotype P[8]-1 is repre-
sentative of the strains A5, A7, A8, All, Al3, and A2l;
and finally, the strain A57 of genotype P[4] shared 100 %
of nt identity with the strain A69, and was chosen as rep-
resentative of the two strains (see Online Resource 2 for
more information about the Uruguayan strains).
Phylogenetic analysis of VP4 (VP8*) showed that six-
teen strains belonged to the genotype P[8], nine clustered
within lineage III (P[8]-3) together with a G1P[8] strain
from a clinical sample of a hospitalized child with acute
gastroenteritis in Salto city during 2012, and the other
seven inside lineage I (P[8]-1) together with a G12P[8]
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Fig. 2 Detection rates and distribution of group A rotavirus (RVA)
detected in sewage of six cities located in the Northwestern (a) and
Eastern (b) regions of Uruguay, 2011-2013, according to the Season
of collection. a Northwestern region samples collected biweekly
between March, 2011 and February, 2012. b Eastern region samples
collected with a periodicity of one sample every 2 months between

strain obtained from a clinical sample of a hospitalized
child with acute gastroenteritis in Salto city during 2011.
From the nine strains classified as P[8]-3, seven were
detected in the Eastern region and the remaining two in the

@ Springer

September, 2011 and April, 2013. Uruguayan Seasons are as follow:
March 21 to June 20 (Autumn), June 21 o September 20 (Winter),
September 21 to December 20 (Spring) and December 21 to March 20
(Summer). A proportion of the G- and P-types detected in each season
is shown in a and b

Northwestern region. All of the P[8]-1 strain were detected
in Northwestern region (Fig. 3b, middle part). Four strains
belonged to the genotype P[4], three were detected in the
Northwestern region and the other one in the Eastern
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region, and all of them clustered inside lineage V together
with G2P[4] strains obtained from clinical samples of
Uruguay (Salto city), Brazil and Argentina, collected in the
same period (Fig. 3b, upper part). Two strains were con-
firmed to belong to the genotype P[3], one strain was
detected in the Northwestern region in 2011 and the other
one in the Eastern region in 2012, and clustered together
with human and animal G3P[3] prototype strains (Fig. 3b,
bottom part).
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Discussion

In the present study, RVA G- and P-types characterization
by nucleotide sequencing and phylogenetic analysis from
sewage samples, was performed for the first time in six
different cities of Uruguay. So far, only one previous study
recently published analyzed G- and P-types from sewage
by using phylogenetic analysis (Ruggeri et al. 2015). Here,
the phylogenetic analysis approach revealed the circulation
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Fig. 3 continued
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of common, emerging, and uncommon human genotypes,
furthermore allowed the identification of the lineage inside
the corresponding genotype. The G- and P-types circulat-
ing in the four cities located in the Northwestern region
were previously determined by SNM RT-PCR methodol-
ogy; however, the phylogenetic analysis made in this study
allowed the identification of emerging and uncommon
genotypes for which genotypes-specific primers are not
included in the SNM RT-PCR methodology that were used
(Victoria et al. 2014). In accordance with the recent pub-
lished work of Victoria et al. (2014), a high positivity rate
of RVA was observed in this study for the Eastern region, it
was even higher that the observed for the Northwestern
region.

The comparison between RVA clinical and environ-
mental strains from the same location and years are very
useful to determine if the strains that are being

@ Springer

disseminated in the environment correspond with those that
are causing acute gastroenteritis in children, as previously
described (Kamel et al. 2010; Ruggeri et al. 2015).
Unfortunately, only two studies describing RVA genotypes
in clinical samples were carried out in Uruguay until now
(Berois et al. 2003; Tort et al. 2015). Nucleotide sequences
from these two studies were included in the phylogenetic
analysis made in this study, with special attention to the
ones identified more recently. Regarding the common (G1,
G2, P[4], and P[8]) and emerging (G12) G- and P-types
detected, the same genotypes and lineages were detected in
environmental and clinical samples, both kind of samples
matrix clustered together in all cases with very high
bootstrap value support in the phylogenetic trees. These
finding suggest that the same common and emerging
strains that were detected from clinical samples in Salto
(Tort et al. 2015), could have been excreted by children
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with acute gastroenteritis from the other five cities that
were analyzed in this study. However, in order to confirm
these observations, it was not possible to obtain clinical
specimens from hospitalized children with gastroenteritis
from the other five cities.

With regard to the differences observed in the geo-
graphical distribution of the G- and P-types detected in
Northwestern and Eastern regions, the prevalence of VP7
and VP4 genotypes commonly related to DS-1 like gene
constellation (i.e., G2 and P[4]) observed for the North-
western region during 2011, was also observed in RVA
positive clinical samples of hospitalized children with
acute gastroenteritis in the same year, from Salto city, an
Uruguayan city from the same region (Tort et al. 2015).
Even more, these G2 and P[4] clinical strains clustered
together with the G2 and P[4] environmental strains
detected in this study, with a high bootstrap value support.
In accordance with this result, a high prevalence of geno-
type G2P[4] in Brazil in 2011 (reaching a detection rate of
50 % of the positive samples), was observed (Gémez et al.
2014a). Additionally, in a recent study made in Argentina,
the G2P[4] was also the most prevalent genotype detected
in 2010-2011 among hospitalized children with acute
gastroenteritis from Buenos Aires, reaching around 80 %
of the genotypes detected in 2011 (Mandile et al. 2014).
Furthermore, the G2 and P[4] environmental strains
detected in this study, clustered together with G2 and P[4]
contemporary strains detected by Gémez et al. (2014a, b, ¢)
and Mandile et al. (2014), in the neighboring countries
Brazil and Argentina, respectively. Regarding the pre-
dominance of VP7 and VP4 genotypes commonly related
to Wa-like gene constellation (i.e., G1, G12, and princi-
pally P[8]) during 2012 and 2013 for the Eastern region, a
same predominance was also observed in RVA positive
clinical samples of hospitalized children with acute gas-
troenteritis in 2012, from Salto city (Tort et al. 2015).

A recent increase detection rate of the genotype G2P[4]
was observed in Latin American region as a continental
phenomenon; and, in Brazil, a predominance of this
genotype was observed after the establishment of a NIP
using the RV1 vaccine (Esteban et al. 2010; Martinez et al.
2010; Gémez et al. 2014a). There are actually two theories,
not mutually exclusive, proposed to explain the high
prevalence of G2P[4] concomitant with RV1 introduction
in some Latin American countries: (i) RV1 introduction
created selective conditions favoring the emergence of
G2P[4] viruses (supported by the fact that this strain is
fully heterotypic—does not share either the VP4, VP7, or
any other VPs or NSPs genotypes specificity-with the RV1
strain, G1P[8]) (Matthijnssens and Van Ranst 2012), (ii)
increased incidence of G2P[4] related to the common
natural fluctuation observed for RVA genotypes, supported
by the fact of the concomitant prevalence of G2P[4] in

Latin American countries were a NIP against RVA were
not implemented (Martinez et al. 2010; Mandile et al.
2014). The results obtained in the present study are in
accordance with previously observation in Uruguayan
contemporary clinical samples (Tort et al. 2015), and, in
this sense, support the second proposed theory, since the
VP4 and VP7 genotypes commonly related to DS-1-like
constellation that were predominant during 2011 were not
detected in the environment in the next 2 years, in a
country where RV1 has not yet been implemented in the
NIP. The phylogenetic analysis showed that all the G2 and
P[4] Uruguayan RVA environmental strains clustered
together with the actual most commonly detected G2P[4]
strains, i.e., lineage II from the VP7 gene (Page and Steele
2004) and lineage V from the VP4 (VP8#*) gene (Espinola
et al. 2008).

In this study, seasonality was observed with a RVA peak
in winter, in the Northwestern region, which its in accor-
dance with recent observation of two sequential winter
epidemic peaks in the clinical surveillance made in Salto
city, in 2011 and 2012 (Tort et al. 2015). This seasonality
pattern has been previously demonstrated in clinical
surveillances (Cook et al. 1990). On the other hand,
regarding the Eastern region, no seasonality was observed.
Seasonal occurrence of RVA in sewage with a detection
peak in winter has been previously observed (Li et al. 2011).
However, other studies in which clinical and environmental
samples collected in the same locality and year were ana-
lyzed, a seasonality pattern was observed in the clinical
surveillance contrary to the environmental surveillance
were no specific seasonal trend was observed showing the
occurrence of RVA throughout the year (Fumian et al.
201 1; Ruggeri et al. 2015). In the present study, it was not
possible to solve this issue, regarding the differences in the
collection years from both regions.

Although it is not possible to make an association
between G- and P-types in environmental samples because
of the segmented nature of the RVA genome, in the
majority of the samples when G- and P-types could be
determined by nucleotide sequencing and phylogenetic
analysis from the same sample, an interesting observation
of commonly associated G- and P-types was determined.
This was observed not only for the common G/P combi-
nation in human (i.e., G1P[8], G2P[4]) but also for the
emerging GI12P[8] genotype and even for the G3P[3]
genotype, an uncommon G/P combination in human, rarely
detected in clinical surveillances. Only one exception was
observed, with a G3P[8] strain, that has a G3-lineage I
genotype commonly associated with P[3] (Thongprachum
et al. 2013).

In the present study, only two G1 strains could be
sequenced, and in one of them a P[8] genotype could also
be determined. Both Gl strains were classified as

@ Springer

127



Food Environ Virol

Gl-lineage I (Arista et al. 2006), together with previously
detected G1 Uruguayan strains (Berois et al. 2003; Tort
et al. 2015). On the other hand, VP4 (VP8*) gene phylo-
genetic analysis classified this strain as P[8]-lineage III
(Arista et al. 2006). GIP[8] is the most prevalent strain
circulating in human worldwide since 90’s (Santos and
Hoshino 2005), however, the prevalence of GI1P[8] strains
declined from 2000 onward, although it still remains as the
most prevalent human RVA genotype (Banyai et al. 2012).
A similar picture was also observed for Latin America
region (Linhares et al. 2011). The result obtained in the
present study are in accordance with recent results con-
cemning G1P[8] detection from Urugnayan pediatric gas-
troenteritis cases (Tort et al. 2015), and with the recent
observation of a pronounced lowering in the prevalence of
G1P[8] strain since before 2006 in vaccinated (Brazil) and
unvaccinated (Argentina and Paraguay) countries of Latin
American region (Martinez et al. 2010; Carvalho-Costa
et al. 2011; Mandile et al. 2014).

An interesting finding of this study was the detection of
the G12 as an emerging genotype. G12 have emerged and
spread in many countries worldwide, since the beginning of
this millennium (Matthijnssens et al. 2010). Four lineages
inside G12 have been described (Matthijnssens et al. 2010).
From these, the lineage III associated with P[8] have been
recently determined to be the responsible of their global
spread and it is expected to be the sixth most common
RVA G/P combination found in human in the near future
(Matthijnssens et al. 2010). One of the two G12 positive
samples obtained belongs to the major lineage Il (and the
P[8] genotype could also be determined from this sample),
and the other one belong to lineage II (and not P-type could
be determined). In South America, G12-lineage II (com-
monly associated with P[9] genotype and with an AU-1
like genome constellation) was first detected in Buenos
Aires in 1999 and more recently in Brazil and Paraguay
(Castello et al. 2006; Martinez et al. 2010; Gomez et al.
2014b). On the other hand, G12P[8] was detected for the
first time in South America in Argentina, in 2009 (Stupka
et al. 2012), and more recently in Brazil (Gomez et al.
2014b). Similar results were obtained in a recently per-
formed study, in which GI12P[8] and GI12P[9] were
detected from Uruguayan pediatric gastroenteritis cases
from Salto city (Tort et al. 2015), confirming the circula-
tion of these two G12 lineages in the Northwestern and
Eastern region of the country. Finally, the detection of
these two lineages of the G12 RVA genotype is important
for the vaccination programs against RVA being carried in
all regions of the world, since G12 is not included in the
formulation of the two most commonly used vaccines, RV1
and RVS (Ruiz-Palacios et al. 2006; Vesikari et al. 2006).

Of outstanding interest in this study, was the detection
of uncommon VP7 and VP4 genotypes related to AU-1 like
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gene constellation (i.e., G3-lineage I and P[3]) (Matthi-
jnssens and Van Ranst 2012), that were detected in both
regions studied in 2011 and 2012. Furthermore, the G3-
lineage I and P[3] were simultaneously detected in one
sample (A37 strain). All of the G3 Uruguayan environ-
mental strains detected in the present study belong to lin-
eage I, and were phylogenetically distant to the globally
common G3P[8] cluster (G3-lineage III) (Banyai et al.
2012; Thongprachum et al. 2013), and to the recently
G3P[8] strains detected in pediatric cases in Uruguay
(Salto city) and Brazil (Tort et al. 2015; Gomez et al.
2014c¢). The G3P[3] genotype is frequently detected in cats
and dogs, and in contrast, its detection in humans is very
uncommon (Matthijnssens et al. 2011b). However, this
genotype has been sporadically detected in children either
from symptomatic or asymptomatic cases (Banerjee et al.
2007; Luchs et al. 2012). The detection of this genotype
only from environmental samples and not from contem-
porary clinical samples in Uruguay (Tort et al. 2015),
support the hypothesis that the fact that G3P[3] not remain
in circulation in humans, it may be because that this strain
does not achieve the fitness required to become a suc-
cessful human pathogen. Furthermore, all G3P[3] infec-
tions identified so far have been detected in children,
indicating that these age group may be more exposed to
infection by this genotype than adults; presumably because
of the close interactions between children and pets together
with limited hygiene habits characteristic of the age.
Alternatives hypothesis are that G3P[3] may cause a sub-
clinical infection in adults or that previous RVA infection
could provide some protection against symptoms (Luchs
et al. 2012). Finally, other alternative hypothesis, is that the
G3-lineage I and P[3] strains detected here were originated
from cats/dogs that commonly live inside the house of
human as pet, and so, the stool of these animals are dis-
carded into the sewage system. In accordance with this last
hypothesis, in a very recent study, canine Norovirus and
canine Astrovirus have been detected from the same sew-
age samples set from the east region that were analyzed
here, denoting a high presence of animal enteric viruses in
these samples (Lizasoain et al. 2015).

In this study, G- and/or P-types belonged to globally
common, emerging, and uncommon human RVA geno-
types could be successfully determined from sewage
samples through nucleotide sequencing and phylogenetic
analysis in five cities from which clinical samples were not
available; except for Salto city (Tort et al. 2015) in where
the common and emerging genotypes observed in envi-
ronmental samples were the same as the ones previously
detected in clinical samples. The environmental monitoring
with RVA genotype determination by sequence analysis is
very useful as a complement of clinical surveillance since
they allow the comparison between both kind of samples at
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sequence level, and also reflect the RVA genotype diversity
not only from the severe pediatric gastroenteritis cases that
are commonly obtained from clinical samples, but also
from young, adults and children with moderate illness
cases or asymptomatic infections in the community. These
results support the idea that monitoring sewage may be a
good screening option for a rapid and economical overview
of the circulating RVA genotypes in the surrounding
human population and a useful approximation to study
RVA epidemiology in a future vaccine monitoring program
after their implementation in the NIP of Uruguay (Fumian
et al. 2011; Bucardo et al. 2011).
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Online Resource 1. Table of primers used for G/P detection and typing of group A
rotavirus (RVA) by semi-nested multiplex RT-PCR and phylogenetic analysis.

PCR protocol Primer Sequence (53'to37) Sense  Genotype Position (nt) References
2 Sconl 5 end TAGCTCCTTTITAATGTATGG + a 37-56 e
VP7 1% round Seon? 3 end CTATAAAATACTTGCCACCA R All 977-041 Das et al., 1994; Fischer et al., 2000
971 3'end TCTTGTCAAAGCAAATAATG - G1 176-195
VPT 2™ round 9T-2 3end GTTAGAAATGATTCTCCACT - G2 262-281
Multinlex® 97-3 3'end GTCCAGTTGCAGTGTAGC - G3 434-501 Dasetal, 1994
s o9T-4 3'end GGGTCGATGGAAAATTCT - G4 423440
979 3end TATAAAGTCCATTGCALC - Ga 131147
4cond 5 end TGGCTTCGCTCATTTATAGACA + 11-32
-
VP*Istround ., 7  3end  ATTTCGGACCATITATAACC . Al B68-BE7 Gentsch etal, 1392
111 3end TCTACTTGGATAACETEC - P[8] 339356
1T-1Wa 3'end TCTACTGGGTTAACGTGC - P[E] 339 -356
1T1-¥vN  3'end TCTACTGGATCGACGTGEC - P[8] 339 -356
VPE* 2 round 2T1 Fend CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC - P[4] 474404
Multinlext 3T-1 3'end TETTGATTAGTTGGATTCAA - P[6] 259-278 Gentsch et al_, 1992; WHO, 2009
P 4T-1 3'end TGAGACATGCAATTGGALC - P[o] 355402
5T-1 3end ATCATAGTTAGTAGTCGG - PL10] 575504
ND:2 3'end AGCGAACTCACCAATCTG - P[11] 116—133
p4043 3'end GGTGTAGTTCCTGCGTA - P14] 538-554
nl a VPTF Send ATGTATGGTATTGAATATACCAC + 51-71 . .
VP7 2™ round VP7Rdeg 3'end AACTTGCCACCATYTYTTCD B All o433 Gamara et al., 2001; WHO, 2009
VPAF 5 end TATGCTCCAGTNAATTGG + 132-149
& g & .
VP3* 2™ round VP4R 3 end ATTGCATITCTITCOATAATE R All 775-705 Simmonds et al., 2008

Degenerated primers are as follows:Y=CorT,N=A G, CorT.

" “al1" means that the pair of primers are consensus oligonudestide primers to all the commaon G- and P-types that circulate in human worldwide.

* For the Multiplex PCR used to determine the G-typa, the primer Scond was usad as forward primers together with a mix of all the listed genotype-specific reverse primers.
*For the Multiplex PCR usad to determine the P-type, the primer 4con3 was used as forward primers together with a mix of all the listed genotype-specific reverse primers,
“The pair of primers VP7F/VPTRdeg are consensus oligonuclectide primers to all the common G-types that droulate in human worl dwide.

*The pair of primers VP4F/VPAR are consensus oligonudeotide primers to all the comman P-types that ciroulate in human worldwide.
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Online Resource 2. Table of sewage samples analyzed in this study with their

respective G- and/or P-types types determined by phylogenetic studies.

Sample common name Year of G-type P-type
(Sample number-City-Month)* identification
A5-BU-03 2011 GX P[8]
A7-PY-03 2011 GX P[8]
A8-SA-03 2011 GX P[8]
A11-SA-03 2011 GX P[8]
A13-BU-03 2011 GX P[8]
A21-SA-04 2011 GX P[8]
A28-SA-05 2011 GX P[8]
A35-PY-06 2011 G2 P[4]
A37-SA-06 2011 G3 P[3]
A38-FB-06 2011 G2 P[X]
Ad42-FB-07 2011 G2 P[X]
A43-PY-08 2011 Gl P[X]
A47-SA-07 2011 G2 P[X]
A48-BU-07 2011 G2 P[X]
A51-SA-09 2011 G2 P[X]
A52-FB-09 2011 G2 P[X]
A54-BU-09 2011 G2 P[X]
A55-PY-08 2011 G2 P[X]
A57-SA-08 2011 G2 P[4]
AB3-PY-09 2011 G2 P[X]
AG67-SA-09 2011 G3 P[X]
ABG9-SA-10 2011 G2 P[4]
A70-TyT-09 2011 G2 P[4]
A73-ME-09 2011 G2 P[X]
A84-FB-11 2012 G3 P[8]
A113-SA-02 2012 GX P[8]
A128-TyT-04 2012 GX P[3]
A134-TyT-06 2012 G12 P[X]
A137-TyT-08 2012 GX P[8]
A140-ME-08 2012 G12 P[8]
A145-ME-10 2012 G1 P[8]
A148-ME-12 2012 GX P[8]
A151-TyT-12 2012 GX P[8]
A154-TyT-02 2013 GX P[8]
A157-ME-02 2013 GX P[8]
A160-TyT-04 2013 G3 P[X]
A163-ME-04 2013 G3 P[X]

* Sample number = number assigned to the sample in our laboratory database (letter “A” refer to the
Environmental origin of the sample, the first letter of the word “Environmental” in Spanish, to
differentiate them from the clinical samples). City = two letter abbreviation of the city where the sample
was collected (BU = Bella Union, SA = Salto, PY = Paysandu, FB = Fray Bentos, ME = Melo, TyT = Treinta y

Tres). Month = month when the sample was collected.
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Online Resource 3. G- and P-types distribution of group A rotavirus (RVA) detected
according to the collection sites in Northwestern -a) to d)- and Eastern -e) and f)-

regions of Uruguay.
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Online Resource 4. Maximum likelihood phylogenetic tree analysis of the G3 group A
rotavirus (RVA) strains detected in sewage from Uruguay. Strains in the trees are
shown by name following the RV strain nomenclature proposed by the Rotavirus
Classification Working Group (RCWG). Prototype strains previously described are also
shown by accession numbers. Strains isolated in this study at the Northwestern region
of Uruguay are marked with a filled square. Strains isolated in this study at the Eastern
region of Uruguay are marked with a filled triangle. Uruguayan strains previously
described that were detected from clinical samples collected from hospitalized children
with acute diarrhea in Salto city, Uruguay, in 2011 and 2012, are marked with a filled
circle. The trees were constructed with Tamura 3-parameter + G + | model as
determined by using the jModelTest program. Numbers at the internal nodes in the tree
indicate Bootstrap values (only values above 70% are shown). The scale bar at the

bottom represents substitutions per nucleotide position (nt.subst./site).
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4.5 — Caracterizacion molecular, distribucion geografica y temporal de NV (Gl y
GI1) en muestras ambientales de 6 ciudades localizadas al Noroeste y Este del pais
(Articulo 5). (Vinculado a objetivo especifico 3.2.5)

Norovirus molecular detection in Uruguayan sewages samples reveals a high
genetic diversity and GI1.4 variant replacement along time.

Objetivos:
- Determinar la frecuencia de NV (Gl y GII) en aguas residuales de 6 ciudades
localizadas al Noroeste y Este del pais.
- Realizar la secuenciacion parcial de la region ORF-2 (capside), para poder
determinar mediante analisis filogenético los genotipos y variantes genéticas de
NV Gly GlI.

- Determinar la distribucion geogréafica y temporal de los genotipos y variantes de
NV detectados.

Revista: articulo aceptado con modificaciones menores en Journal of Applied

Microbiology para que evalten su publicacion.
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Abstract

Aims: To determine the frequency and phylogenetic characterization of norovirus (NV)
genogroup | (GI) and GII in Uruguay.

Methods and Resuls: 116 sewage samples were collected in six cities (Bella Union,
Salto, Paysandu, Fray Bentos, Melo and Treinta y Tres) from March 2011 to April
2013, viruses were concentrated by ultracentrifugation and NV studies were performed
by semi-nested RT-PCR (partial capsid region). NV were detected in samples from all
the cities and detected in 72% (84/116) of the samples with nine of them belonging to
Gl, 48 to Gll and 27 to both genogroups. Remarkably, a high genetic diversity was
identified: GIl1.2 (n=13), Gll.4 (n=13), GI.1 (n=5), Gl.4 (n=5), G1.8 (n=4), GII.13 (n=4),
GII.1 (n=3), GII.6 (n=3), GI.3 (n=1), GI.5 (n=1), GI.6 (n=1), GII.3 (n=1), GII.17 (n=1).
Interestingly, a complete replacement of GI1.4 New Orleans 2009 by Gll.4 Sydney 2012
variants during 2012 was evidenced.

Conclusion: This study reveals a high circulation of different NV Gl and GII genotypes
in sewage evidencing a replacement of Gl1.4 variants.

Significance and Impact of Study: This approach can be used as an indicator of the
presence of a new GI1.4 variant which can originate an increase of acute gastroenteritis

outbreaks worldwide.
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Introduction

Norovirus (NV) is one of the most important pathogens causing epidemics of acute
gastroenteritis worldwide both in developed and developing countries. They are
responsible for more than 90% of viral gastroenteritis outbreaks worldwide with an
estimated 1.1 million of hospitalizations and 218,000 deaths each year in children in
developing countries (Patel et al 2009, 2008).

NV belongs to the Norovirus genus into the Caliciviridae family. They are
classified in seven genogroups (GI to GVII) with human strains belonging to GI, Gl
and GIV (Zheng et al. 2006; Vinje, 2014). Within each genogroup, NV strains are
classified into at least 40 different genotypes considering all genogroups. Gll.4 is the
most prevalent genotype in outbreaks and sporadic cases of acute gastroenteritis
worldwide, accounting for up to 80% of outbreaks (Kroneman et al., 2008; Vinje,
2014). The higher epidemiological fitness of GII.4 strains, associated with frequent
outbreaks of acute gastroenteritis around the world, has been attributed to a higher rate
of evolution of the capsid proteins influenced by at least four major factors: receptor
switching, sequence space, duration of herd immunity and replication fidelity (Bull et
al. 2011).

The transmission of these viruses is through the fecal-oral route either by direct
contact with an infected individual, by the consumption of contaminated water or food
or by direct contact with a contaminated surface or object (Green, 2013). They are
transmitted very efficiently since they are excreted in high titers (10° RNA genomic
copies per gram of stool) in feces from infected persons, persist for long periods in the
environment and present a low infectious dose (1,320 — 2,800 genome equivalents for
Norwalk virus) (Chan et al. 2006; Atmar et al. 2014).

Detection of NV in the environment has been performed mainly in different kinds
of environmental waters like sewage, surface and seawater evidencing a wide
dissemination of these viruses throughout the environment (Kitajima et al. 2010;
Fernandez et al. 2012; Hellmér et al. 2014; Victoria et al. 2014a). These studies reveal
the presence of several genotypes from both GI and GlI in these environmental waters.
On the other hand, studies carried out with clinical samples have shown that the
majority of the circulating NV strains in symptomatic persons are characterized as Gll.4
(Tran et al. 2013; Andrade et al. 2014). This difference can be explained due to the
detection of Gl strains in environmental waters that could be excreted by asymptomatic

patients or symptomatic infections in adults which are unlikely to seek out medical care,
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remaining at home (Romani et al. 2012). Therefore, an environmental surveillance of
NV determining the circulating genotypes is an effective approach in order to get
insight into the molecular epidemiology of NV in the population served by a sanitation
network.

The aim of this study was to determine the frequency and molecular
characterization of NV from sewage samples collected in six cities located in the
northwestern (Bella Union, Salto, Paysandi and Fray Bentos) and eastern (Melo and

Treinta y Tres) regions of Uruguay, South America.

Materials and methods
Collection of samples and viral concentration method

A total of 96 raw sewage samples (42 ml) from the northwestern region were
collected biweekly from March 2011 to February 2012 in the cities of Bella Unidn,
Salto, Paysandl and Fray Bentos as described elsewhere (Victoria et al. 2014b). A total
of 20 raw sewage samples (42 ml) from the eastern region were collected bimonthly
from September 2011 to April 2013 in Treinta 'y Tres and Melo cities (figure 1).
Each sample was spiked with 500 pl of PP7 bacteriophage (1x108 genomic copies ml™)
used as an IPC (internal process control), kindly provided by Dr. Veronica Rajal from
the National University of Salta, Argentina. Viral concentration was performed by
ultracentrifugation of 42 ml of sewage samples (Pina et al. 1998; Fumian et al. 2010).
Briefly, 42 ml of sewage were ultracentrifugated at 100,000 xg for 1 hour at 4 °C
followed by a re-suspension of the pellet containing viral particles in 3.5 ml of 0.25 mol
I* glycine buffer (pH 9.5) and incubation on ice for 30 minutes with shaking every 5
minutes. The solution was neutralized with 3.5 ml of 2X phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.2) and centrifuged at 12,000 xg for 15 minutes. The supernatant was
ultracentrifuged again under the same ultracentrifugation conditions as mentioned above
and the pellet was re-suspended with 200 pl of 1X PBS.
Nucleic acid extraction and cDNA synthesis

200 ul of 1X PBS was added to the concentrated sample to a total of 400 pl to carry
out the nucleic acid extraction by using the guanidinium/silica method obtaining a final
volume of nucleic acid extract of 40 pl (Boom et al. 1990). cDNA synthesis was carried
out with random hexamers (SBS Genetech™) and SuperScript™ 11 Reverse
Transcriptase (Invitrogen™) according to the manufacturer’s instructions.

PCR for IPC and semi-nested PCR for norovirus genogroup | and Il
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PP7 bacteriophage used as IPC was detected by qualitative PCR with primers directed
to the replicase gene (73 bp fragment) of the genome as described by Rajal and co-
workers (2007). NV were detected by semi-nested PCR with forward and reverse
primers towards ORF1/ORF2 junction and 5 region of VP1 gene (region C),
respectively, as described by Kitajima and co-workers (2010). Primers COG1F/G1SKR
(380 bp) and G1SKF/G1SKR (330 bp) were used for the first and second round PCR for
Gl NV, respectively. For the amplification of GIl NV, primers COG2F/G2SKR (390
bp) and G2SKF/G2SKR (340 bp) were used for the first and second round PCR,
respectively.
Sequencing and phylogenetic analysis

Amplicons obtained from the second round PCR were purified with a commercial
AxyPrep™ PCR Cleanup Kit (AXYGEN®) and sequenced with the same set of PCR
primers by using a BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®)
and the automated sequencer AB13130 Genetic Analyzer in the Molecular Biology Unit
at Pasteur Institute, Montevideo, Uruguay. Sequences were edited and aligned by using
the DNASTAR Lasergene 7.0.0 program and the phylogenetic analysis was carried out
with MEGA 5.2 Sofware by using the Maximun Likelihood method with Kimura two-
parameters plus Gamma distribution model (Tamura et al. 2011).

Sequences obtained in this study were submitted to the GenBank® Database under
the accession numbers KP185197 to KP185213 and KP185214 to KP185251 for NV Gl

and GlI strains, respectively.

Results

In order to determine the frequency and molecular epidemiology of NV in
Uruguay, 96 and 20 sewage samples collected from the northwestern region and eastern
region were analyzed, respectively. PP7 bacteriophage, used as an internal process
control, was detected in all analyzed samples (n=116) evidencing no inhibition of the
enzymatic reactions. NVs were detected in 72% (84/116) of all analyzed samples with
nine samples positives only for Gl, 48 only for GllI and 27 for both GI and GII. The
viruses were present in all analyzed cities with more than 60% of positivity in each,
Treinta y Tres being the city with highest frequency of NV (100% - 10/10) followed by
Melo (90% - 9/10), Fray Bentos (79% - 19/24) and Salto (67% - 16/24). The lowest
frequency of NV was observed in Bella Unién and Paysandu with 63% of positivity

(15/24). Regarding both Gl and GlI, they were detected in the six analyzed cities. Gl
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was detected with frequencies lower than 50% in five cities and only with higher
frequency in Melo, whereas GII was detected in five of the six cities with frequencies
higher than 50% (table 1).

The phylogenetic analysis of NV strains revealed a high circulation of different
genotypes from both Gl and GlI in all the analyzed cities. The genotypes detected were
as follows: GIl.2 (n=13), GIl.4 (n=13), GIL.1 (n=5), Gl.4 (n=5), GI.8 (n=4), GII.13
(n=4), GI1.1 (n=3), GII.6 (n=3), GI.3 (n=1), G1.5 (n=1), GI.6 (n=1), GII.3 (n=1), GI1.17
(n=1).In this study it was possible to determine the Gll.4 variants circulating in the
sewage samples (figure 2).

Gl strains were detected mostly from March 2011 to January 2012 with co-

circulation of up to three different genotypes in NVember 2011. Although five samples
were positive for NV GI from February to December 2012, we couldn’t obtain the
sequences of these NV. GlII strains circulated throughout the study period with a co-
circulation of up to four genotypes and a clear prevalence of Gll.4 in the latter part of
the study corresponding to June to December 2012 (figure 3 a, b).
Interestingly, GIl.4 New Orleans 2009 variant (n=6) was detected only in the first
semester of 2012 (from January to June) and GIl.4 Sydney 2012 variant (n=7) was
exclusively detected in the second half of 2012 (from August to December) (figure 2b
and figure 3c).

In each city, several different genotypes were detected ranging from three in Melo
to eight in Fray Bentos. It is important to mention that a different pattern of genotype
distribution was observed among strains from the northwestern and eastern region of
Uruguay, where GIl.4 was by far the most prevalent in the eastern region and only

sporadically detected in the northwestern region (figure 4).

Discussion

This environmental study describes the molecular epidemiology of NV in sewage
samples collected from 2011 to 2013 in six cities covering the northwestern and eastern
region of Uruguay. This is to our knowledge the first report in this country of the
molecular characterization of NV, determining GI and GII genotypes and even Gll.4
variants in this kind of environmental samples.
Considering the samples analyzed in the northwestern region of Uruguay (n=96), 68%
of them were positive for NV by using the semi-nested PCR protocol described by

Kitajima and co-workers (2010). In a previous study, our group analyzed these samples
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for the presence of NV by using another semi-nested PCR protocol which uses primers
towards the RNA dependent RNA polymerase (region A) detecting 51% of them
positive for NV (Boxman et al. 2006; Victoria et al. 2014b). This comparison evidenced
that the former protocol which combines primers towards the ORF1/ORF2 junction and
the 5" region of VP1 is more sensitive for the detection of NV in environmental waters
than the protocol with primers for the amplification of the region A. Furthermore, this
protocol allows both NV genotyping and Gl1.4 variant assignment of the analyzed strain
by sequencing this fragment (Mans et al. 2013; Vinje, 2014). The semi-nested PCR
used in this study allowed the detection of NV in several samples that were tested as
negative by real-time PCR in wastewater samples in Japan (Kitajima et al. 2012). This
Is another strong argument to use this semi-nested approach not only for NV genotyping
but also for NV screening in this kind of environmental waters.

A continued presence of different GIl genotypes was observed along the analyzed
period; on the other hand, GI genotypes were not detected for nearly one year, although
five samples were positive for Gl in this period. The presence of Gl and Gll genotypes
in environmental samples is not uniformly distributed in time as observed by Mans and
co-workers (2013) where they observed a variation of GI and GIlI NV frequency from
year to year of surveillance in sewage polluted rivers in South Africa with a gap of Gl
detection for six months. Up to four different genotypes were detected in a time-frame
of one month, which is similar to the pattern observed in studies conducted in sewage
from wastewater plant and sewage polluted rivers that evidenced the coexistence of
multiple genotypes in each collection month suggesting that it is likely that different NV
strains were circulating in human populations in the regions of our study (Kitajima et al.
2012; Mans et al. 2013).

In this study, six and seven different genotypes were detected for GI (n=17) and Gl
(n=38), respectively; GIl.2, Gll.4, GI.5 and GIl.4 being the most frequently detected
genotypes during the sampling period from March 2011 to April 2013. Several studies
which analyzed sewage or sewage contaminated surface waters have shown the high
frequency of Gll.4 that can be explained by the global circulation at high frequency of
this genotype which is mainly detected in pediatric populations (Siebenga et al. 2009;
Tran et al. 2013; Andrade et al. 2014). Furthermore, GI11.2 and GII.6 strains are also
globally distributed although in a lower frequency (Tran et al. 2013). Several studies
that were able to perform clinical surveillance of NV combined with screening of the

virus in sewage samples observed a high prevalence of GIl.4 in clinical and
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environmental samples with identical or highly similar sequences from both kinds of
samples. These results suggest that NV strains detected in sewage reflect the viruses
circulating in the community irrespective of symptoms (Iwai et al. 2009; Kremer et al.
2011; Rajko-Nenow et al. 2013).

A different pattern of GI and Gll genotype distribution was observed between both
regions of Uruguay with a higher number of different genotypes in northwestern region
and a prevalence of GlI.4 in the eastern region. These patterns of NV circulation could
be explained due to influence of the border population of two countries, Bella Union,
Salto, Paysandu and Fray Bentos being at the border with Argentina and Melo and
Treinta y Tres at the border with Brazil. Several clinical studies have been conducted
during approximately the same period of our study in the southern region of Brazil
which determined the prevalence of Gll.4 although other genotypes were also detected
(Fioretti et al. 2011; Andrade et al. 2014; Raboni et al. 2014). On the other hand, in
sewage polluted rivers in the region of Buenos Aires city, Argentina, GIl1.4 was also the
most prevalent (Fernandez et al. 2012). Further studies with prolonged collection
periods are necessary to confirm the different NV genotype patterns observed in both
regions of Uruguay.

The phylogenetic analysis revealed the presence of 13 GII.4 strains that were only
detected in 2012, six of them being assigned to New Orleans 2009 variant and the
others seven strains assigned to Sydney 2012 variant. The temporal analysis of these
variants shows that all New Orleans 2009 and Sydney 2012 strains were detected in the
first and second semester of 2012, respectively, suggesting a possible substitution of the
oldest variant by the newer one in the community. It has been reported that genotype
GI1.4 circulation at high frequencies cause a high number of outbreaks of gastroenteritis
in humans due to the presence of different genetic variants (Bull et al. 2011). The
replacement of a circulating Gll.4 variant by an emergent one causing an elevated
number of acute gastroenteritis outbreaks has been described in several surveillance
studies worldwide (Siebenga et al. 2009; Eden et al. 2014; Fioretti et al. 2014).
Recently, it has been observed that early pre-pandemic forms of the major pandemic
GIl.4 variants were circulating up to two years before their global epidemic spread
(Eden et al. 2014). In a study performed in Sweden, where NV was analyzed in clinical
and sewage samples, a peak in NV concentration in sewage was observed two to four
weeks before a peak in the number of diagnosed patients with NV infections, mainly in

hospital wards and elderly care center (Hellmér et al. 2014).
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NV surveillance can be carried out through sewage samples analysis in order to
determine the genetic diversity and circulation of different genotypes from both GI and
GlII, which are likely present in the local population during a specific period of time.
These studies constitute a good temporal indicator about what is happening in the
populations, taking into account symptomatic and asymptomatic persons infected with
NV.
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Table 1. Frequency of detection of norovirus (NV) genogroup | and Il in sewage,

according to the collection sites in the northwestern (Bella Union, Salto, Paysandd and

Fray Bentos) and eastern (Melo and Treinta y Tres) regions of Uruguay.

Positive (%)

City Analyzed
‘ NoV GI GII Sammpley

Bella Unién 15 (63) 7(29) 11 (46) n=24
Salto 16 (67) 6 (25) 14 (58) n=24
Paysandu 15 (63) 10 (42) 13 (54) n=24
Fray Bentos 19 (79) 4(17) 18 (75) n=24
Melo 9 (90) 5(50) 9 (90) n=10
Treinta y Tres 10 (100) 4 (40) 10 (100) n=10
Total 84 (72) 36(31) 75(65) n=116
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Figure 2. Phylogenetic tree performed with region C sequences of norovirus of GI (270
nt) (A) and GIl (274 nt) (B). Bootstrap values over 70% are indicated in the nodes.
Sequences obtained in this study are named by its number assigned in the laboratory,
city and date (mm-yyyy) of collection. Reference sequences for each genotype are
named by its GenBank accession number followed by the genotype. BU: Bella Union;
SA: Salto; PY: Paysandl; FB: Fray Bentos; ME: Melo; TR: Treinta y Tres.
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Figure 3. Distribution of norovirus Gl (A) and Gll (B) genotypes detected in this study

according to the month of the sample collection between March 2011 to April 2013.

Temporal distribution of New Orleans 2009 and Sydney 2012 Gl1.4 variants is shown in
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Figure 4. Distribution of genotypes of norovirus Gl and Gll detected according to the
collection sites in the northwestern (Bella Union, Salto, Paysand( and Fray Bentos) and
eastern (Melo and Treinta y Tres) regions of Uruguay.
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4.6 — Reconstruccion demografica y filogeogréafica de cepas de NV Gl1.4 detectadas

a partir de muestras ambientales. (Vinculado a objetivo especifico 3.2.6)

Como fue descrito en la seccion anterior, fue observado un reemplazo completo de
la variante de NV GIl.4 New Orleands (2009), por la variante Gll.4 Sydney (2012)
durante el afio 2012 a partir del andlisis de las muestras ambientales colectadas (Seccion
de Resultados 4.5: Figura 2B, parte del medio; y Figura 3C). Con el objetivo de poder
comprobar y dar soporte a este hallazgo, fue realizado un analisis espacio-temporal de
estas cepas Gll.4 detectadas, utilizando un analisis de coalescencia que nos permitio

obtener una reconstruccion demogréfica y filogeogréafica de las dos variantes.

4.6.1 — Metodologia utilizada

El tiempo al ancestro comun mas reciente (tMRCA), la historia demografica y el
analisis filogeografico discreto de las cepas Gll.4 Uruguayas fue estimado usando el
paquete de programas bioinforméaticos BEAST v1.8.0 (Drummond et al., 2012). El
programa Beauti del paquete Beast v1.8.0 fue utilizado para preparar los datos para el
andlisis de coalescencia.

El modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustaba a nuestro conjunto de
secuencias fue determinado mediante la herramienta FindModel (Base de datos de HIV
de Los Alamos, 2015) resultando en el modelo GTR + G4 (General Time Reversible +
Gamma4).

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

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

para detectar posibles puntos de recombinacion en las secuencias del alineamiento.

El analisis Bayesiano fue realizado utilizando como dato previo de arbol coalescente el
Skyline bayesiano (Drummond et al., 2005), el modelo de sustitucion nucleotidica GTR
+ G4, el modelo de reloj molecular relajado lognormal no-correlacionado (Ho et al.,
2005; Drummond et al., 2006) y se realiz6 un procedimiento de seleccién variable de
busqueda estocastica bayesiana (BSSVS) (Lemey et al., 2009).

Fue utilizado como valor inicial una tasa de evolucion de 7,3 x 102 sustituciones
por sitio por afo (s/s/a), calculada previamente para el gen de VP1 de Gll.4 (Fioretti et
al., 2014).

Se realiz6 un muestreo Monte Carlo via Cadenas de Markov (MCMC) de 1x108
generaciones. Cada combinacion de datos fue corrida en el programa Beast v1.8.0 y los

resultados fueron luego visualizados con el programa Tracer v1.5 (disponible en
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http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer), descartando como calentamiento el 10% inicial de la
corrida. Los valores del nimero efectivo de muestreo (ESS) fueron chequeados a fin de
evaluar la convergencia del analisis, aceptando solamente valores mayores a 200 para
todos los parametros. La incertidumbre estadistica de los datos se expres6 mediante
valores de 95% HPD (Highest Probability Density). EI nimero efectivo de infecciones
fue representado graficamente usando el programa Tracer v1.5.0. El &rbol de clados de
méaxima credibilidad (MCCT) generado en la corrida fue anotado con el programa
TreeAnnotator del paquete de programas BEAST v.1.8.0 y luego visualizado y editado
con el programa FigTree Vv 1.4.0 (disponible en

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.6.2 — Resultados

Con la finalidad de realizar un estudio espacio-temporal de las cepas uruguayas de
NV GIl.4 previamente detectadas, realizamos un &rbol de Clados de Méxima
Credibilidad (MCCT) que confirmo la presencia de las variantes New Orleans 2009 y
Sydney 2012 en Uruguay (Figura 4.6A).

Basado en el andlisis de las secuencias uruguayas, la primera introduccién de la
variante New Orleans 2009 en el pais fue en diciembre del 2011 en la ciudad de Fray
Bentos, y la primera introduccidn de la variante Sydney 2012 fue en junio del 2012 en la
ciudad de Treinta y Tres. Mediante la utilizacion de la metodologia del Skyline
bayesiano se pudo determinar la historia demografica de las dos variantes previamente
detectadas en las cepas GII.4 uruguayas. Como se puede ver en la figura 4.6B, dos
aumentos moderados en el nimero de infecciones por NV-GlII.4 son observado, que se
corresponden con las introducciones de las variantes New Orleans 2009 y Sydney 2012

en Uruguay.
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Figura 4.6 — A) Arbol de clados de méaxima credibilidad (MCCT) realizado con secuencias parciales de
la region C (302 pb) de la ORF2 (cépside) de cepas uruguayas de NV-GIl.4. B) Grafico Skyline
Bayesiano de las variantes New Orleans 2009 y Sydney 2012 de las cepas Gll.4 uruguayas. La linea negra
representa la mediana del valor posterior y las lineas grises indican los intervalos de 95% HDP (Highest
Probability Density).

4.7 — Epidemiologia y caracterizaciéon molecular de MAstV-1 y NV detectados en
nifios hospitalizados por GAI en Salto, durante el periodo de dos afios completos
(2011-2012). (Vinculado a objetivo especifico 3.2.7)

Como se describe en la seccion 4.3, fue realizada una investigacion de RVA en

muestras clinicas colectadas durante dos afios completos (2011-2012), a partir de nifios
hospitalizados con Gastroenteritis Aguda en la ciudad de Salto. En este estudio, se pudo
determinar una prevalencia alta de RVA en los casos de GAI, asi como su distribucion
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por franja etaria, la estacionalidad de las infecciones por RVA y también se pudo
caracterizar molecularmente los genotipos y linajes a partir de los RVA detectados
mediante andlisis filogenético. Esto ultimo, permitio més adelante realizar un estudio
comparativo de las cepas que circulan en estos casos clinicos con cepas de RVA
detectadas en muestras ambientales de agua residual urbana (Seccién 4.4).

En el caso de MAstV-1 y NV, estos virus fueron previamente detectados en una
alta frecuencia en muestras ambientales de Uruguay, y también se pudo realizar una
caracterizacion molecular detallada de los mismos, determinando a su vez su
distribucion geogréafica y temporal (Lizasoain et al., 2015a — Anexo 1; Secciones 4.1 y
4.5). A su vez, en el caso de NV, este virus habia sido detectado y caracterizado
molecularmente a partir de muestras clinicas de casos de GAI de Salto colectadas
durante el primer afio de muestreo (Seccion 4.2).

Debido a esto, en esta Ultima seccion de “materiales, métodos y resultados” se
describe los estudios realizados sobre la epidemiologia y caracterizacion molecular de
MAstV-1 y NV a partir de las mismas muestras clinicas que fueron anteriormente

analizadas para RVA, como se describe en la Seccion 4.3.

4.7.1 — Materiales y Métodos

Las muestras clinicas analizadas, asi como las metodologias de: i) extraccion de
ARN, ii) Retrotranscripcidn, iii) purificacion de productos de PCR, iv) secuenciacion de
ADN, y v) andlisis filogenéticos; fueron las mismas descritas previamente en la Seccién
4.3. Los protocolos de PCR utilizados para la deteccion de MAstV-1 y NV, fueron los
mismos que se describen en la Seccion 4.1 y 4.5, respectivamente.

Cabe resaltar que para todas las muestras clinicas colectadas, se solicito la firma por
parte del responsable del paciente (ya que se trata de personas menores de edad), de un
“Término de Consentimiento Libre y Aclarado” (TCLA) en el que se le explicaba
brevemente al responsable por el paciente la finalidad con la que iba a ser colectada la
muestra, manteniendo siempre el anonimato del paciente (4.7 — Anexos 1). También se
le solicitd al personal médico responsable de la toma de las muestras clinicas, el llenado
de una “ficha epidemiolégica del paciente” junto con cada muestra colectada, en la que
se recababa informacion sobre el paciente (edad, direccidn, si posee mascotas, etc) y el
cuadro clinico (sintomas, severidad, tratamiento, etc). Ambos archivos se adjuntan al

final de esta seccion (4.7 — Anexos 2).
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Para el analisis de posibles eventos de recombinacion en las cepas de MAstV-1,
fueron utilizadas dos aproximaciones implementadas en el programa SimPlot v3.5.1
(Lole et al., 1999) que permiten evidenciar discordancias filogenéticas que son sefiales
de recombinacién, y, a su vez, determinar el posible punto de recombinacion: 1) un
analisis de ventana basado en distancia (sliding window analysis) y 2) Bootscaning.

El porcentaje de similitud entre cepas fue calculado mediante una matriz de identidad
nucleotidica, la cual fue realizada a partir del mismo alineamiento utilizado para el

analisis filogenético, usando el programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999).

4.7.2 — Resultados
4.7.2.1 — Mamastrovirus-1

Los MAstV-1 fueron detectados en 18 (10,3%) de las 175 muestras analizadas. No
fueron detectadas muestras clinicas de vomito positivas para MAstV-1. Fueron
observadas 5 co-infecciones entre RVA y MAstV-1 (2,8%). No fue observado un
aumento en la severidad de los sintomas clinicos en estos pacientes co-infectados
respecto a los que tenian una infeccidén con un Unico virus. De estos 5 pacientes co-
infectados, se pudo determinar el genotipo de RVA en tres de ellos: 2 fueron G12P[8], y
el otro GXP[8]; solamente en uno de ellos, con una cepa de RVA perteneciente al
genotipo G12P[8], se pudo determinar el genotipo de MAstV-1: HAstV2c (muestra 58,
Figura 4.6.1; y Figura 3a de la Seccién 4.3).

De las 18 muestras positivas para MAstV-1, 14 (78%) pudieron ser secuenciadas y
sometidas a analisis filogenético (Figura 4.7.1). Las cuatro muestras positivas que no
pudieron ser caracterizadas, fue debido a que no se pudo obtener su secuencia
nucleotidica por la baja concentracion observada en los productos de PCR de las
mismas. Las cuatro muestras presentaban una banda de PCR de tamafio esperado, pero
con una intensidad muy tenue. Varios intentos fueron realizados para intentar aumentar
su concentracion, pero no se logré dicho cometido.

El analisis filogenético realizado nos permitié observar que de las 14 muestras
secuenciadas: i) 6 pertenecieron al genotipo 1, linaje a — HastV-1a —, agrupando junto
con cepas ambientales previamente detectadas en Uruguay, en dos clusters separados
dentro de este linaje (Figura 4.7.1, parte de abajo); ii) 4 fueron clasificadas como
genotipo 2, linaje ¢ — HastV-2c —, agrupando en un mismo cluster con cepas
ambientales previamente detectadas en Uruguay (Figura 4.7.1, parte de arriba); v iii) las

restantes 4 pertenecieron al genotipo 3 — HastV-3 — (Figura 4.7.1, parte del medio).
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Figura 4.7.1 — Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud realizado con secuencias
correspondientes a la region C, del ORF2 (capside), de Astrovirus humanos clasicos (MAstV-1)

detectados a partir de muestras clinicas de nifios hospitalizados con GAI en Salto. Las cepas en el
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arbol se muestran de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Martella y col. (2014). Las cepas
prototipos descritas previamente se muestran en el arbol precedidas por el nimero de acceso a su
secuencia nucleotidica en el GenBank. Los nimeros en los nodos representan los valores de Bootstrap
obtenidos (solo se muestran valores mayores a 70%). La barra de escala en la parte de abajo de la figura
representa las sustituciones nucleotidicas por sitio. Las cepas detectadas en muestras clinicas de Salto
estan marcadas en el arbol con un circulo negro. Cepas uruguayas detectadas previamente en muestras

ambientales de agua residual estan marcadas en el arbol con un tridngulo negro.

Cabe resaltar en el caso de las cepas uruguayas pertenecientes al HAstV-3, que
cepas pertenecientes a este genotipo no habian sido previamente detectadas en los
estudios realizados a partir de muestras ambientales de Uruguay. Por otro lado, también
se pudo observar que las cepas uruguayas pertenecientes al HAstV-3 no clasificaron
dentro de ninguno de los dos linajes descriptos actualmente para el HAstV-3. También
se pudo observar que cepas de HAstV-3 recientemente detectadas en Brasil, tampoco
agruparon dentro de ninguno de los dos linajes descritos. Debido a esto, fue realizada
una matriz de identidad nucleotidica con la finalidad de determinar si las cepas
uruguayas pertenecen o no a un nuevo linaje dentro del HAstV-3 de acuerdo a los
valores de cutt-off de identidad nucleotidica descriptos en la nueva clasificacion
propuesta para los MAstV-1 (Figura 4.7.2).

A B C D E F G H 1 1
MAstV-1/Hu/URY/2011/056-SA-04/Type-3 ID

MAstV-1/Hu/URY/2011/060-SA-04/Type-3 99,7 ID
MAstV-1/Hu/URY/2011/068-SA-05/Type-3 100 99,7 ID

MAstV-1/Hu/URY/2011/070-SA-05/Type-3

A

B

C

D 99,7 100 99,7 ID
AF141381 MAstV-1/Hu/DEU/1999/Berlin/Type-3a E

F

G

H

|

J

93,1 92,8 93,1 92,8 ID

94,8 ID

92,8 92,2 1D

93,6 93,1 98,51D

93,9 93,3 98,8 99,7 ID
93,9 93,3 98,8 99,7 100 ID

DQ630763_MAstV-1/Hu/CHN/2007/WH1859/Type-3b
KM269065_MAstV-1/Hu/BRA/2009/17300-BA/Type-3
KM269063_MAstV-1/Hu/BRA/2008/15976-BA/Type-3
KM269064_MAstV-1/Hu/BRA/2008/15974-BA/ Type-3
KP208157_MAstV-1/Hu/BRA/2010/QUI-08-F6-PA/Type-3

Figura 4.7.2 — Matriz de identidad nucleotidica entre las cepas de Astrovirus uruguayas de genotipo
HAstV-3 detectadas a partir de muestras clinicas de nifios hospitalizados con GAI en Salto,
comparadas con las cepas prototipo de HAstV-3a y -3b (segin Martella et al., 2014), y con cepas
contemporaneas de Brasil. Los valores corresponden a porcentajes de identidad nucleotidica entre las
cepas. Sombreado en amarillo se muestran los valores de la comparacion de las cepas Uruguayas con la
cepa prototipo de HAstV-3a. Sombreado en celeste se muestran los valores de la comparacion de las
cepas Uruguayas con la cepa prototipo de HAstV-3b. . Sombreado en rojo se muestran los valores de la
comparacion de las cepas Uruguayas con las cepas contemporaneas del mismo genotipo detectadas en
Brasil.
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Segun esta nueva clasificacion, dentro del genotipo HAstV-3, para que una cepa sea
considerada perteneciente a uno de los dos linajes descritos, tiene que tener una
identidad nucleotidica > 95% con la cepa de referencia de cualquiera de los dos linajes
(Intra-lineage-id %); por otro lado, para que una cepa sea considerada como
perteneciente a un nuevo linaje dentro del HAstV-3, tiene que tener una identidad
nucleotidica entre 91,9 y 93,5% con cualquiera de los dos linajes propuestos (Inter-
lineage-id %). En el caso de las cepas de HAstV-3 uruguayas, éstas presentaron una
identidad nucleotidica entre 92,5y 93,1% con las cepas de referencia de los dos linajes
de HAstV-3, por lo que basdndonos en esta clasificacion estds cepas podrian ser
consideradas como pertenecientes a un nuevo linaje dentro de este genotipo (Figura
4.7.2).
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Figura 4.7.3 — A) Tasa de deteccién y estacionalidad de los Astrovirus humanos clasicos (MAstV-1)
identificados por PCR en casos de GAI en Salto, durante dos afios (enero de 2011 a diciembre de 2012).

B) Distribucién temporal de los genotipos de MAstV-1 detectados a partir de las muestras secuenciadas.
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Verano: 21 de diciembre a 20 de marzo; Otofio: 21 de marzo a 20 de junio; Invierno: 21 de Junio a 20 de

setiembre; Primavera; 21 de setiembre a 20 de diciembre.

Fue observado un pico de deteccion de MAstV-1 durante la estacion de otofio para
los dos afios de estudio y la mayoria de los casos positivos fueron observados durante el
afio 2011, en tanto, durante el 2012, solo fue detectado en otofio (Figura 4.7.3A). La
mayor cantidad de casos positivos fue observada en la estacion de otofio del afio 2011,
estacion en la que se observo también la mayor diversidad genética detectandose los 3
genotipos que fueron identificados en este estudio (HAstV-1, -2 y -3). El genotipo
HAstV-1 fue detectado durante los dos afios de estudio, en tanto los genotipos HAstV-2
y HAstV-3 fueron detectados solo en el afio 2011 (Figura 4.7.3B).
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Figura 4.7.4 — Distribucidn de las infecciones de astrovirus humanos (MAstV-1) por grupo etario en
nifios hospitalizados por GAIl en Salto, Uruguay, durante 2 afios consecutivos (enero del 2011 a
diciembre 2012). En cada grupo etario se muestran los genotipos/linajes detectados.

La edad de los pacientes infectados con MAstV-1 fue de 11 meses a 51 afios de
edad. Siendo que la mayoria de los casos (89%), ocurrié en pacientes menores a 15 afios
de edad. Tomando en cuenta a los nifios menores de 5 afios de edad, la mayoria de los
casos de infecciones con MAstV-1 fue observada en el grupo etario de 2 a 5 afios de
edad (75%) (Figura 4.7.4). Este grupo etario fue también el que presentd mayor
positividad tomando en cuenta todos los grupos etarios (50%), seguido del grupo de

pacientes mayores a 5 afios (33%), el de nifios de entre 1 y 2 afios (11%) y el de nifios
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entre 7 y 12 meses (6%), de edad. No fueron observados casos positivos de MAstV-1 en
bebes de 0 a 6 meses de edad. Tomando en cuenta todos los grupos etarios, la mayoria
de los casos ocurrié en el grupo comprendido entre nifios mayores a dos afios, hasta
adolescentes menores de 15 afios (72%) de edad, donde también fue observada una
mayor diversidad de cepas circulantes, detectandose los genotipos 1, 2 y 3 de MAstV-1
(Figura4.7.4).

Por ultimo, no fueron observadas cepas recombinantes en los MAstV-1 detectados en

este estudio, en base al analisis de la region secuenciada (region C, ORF2).

4.7.2.2 — Norovirus humanos Gl y Gl

Los NV fueron detectados en 14 (8%) de las 175 muestras analizadas. Fueron
detectadas cuatro muestras de vomito positivas para NV. Fue observada una mayor
positividad de NV en las muestras de vomito 18% (4/22), que en muestras de materia
fecal, 6,5% (10/153). Las 14 muestras positivas para NV, pertenecieron al Genogrupo 2
(GII), en tanto, en dos de ellas se observé una co-infeccion con el Genogrupo 1 (Gl). De
las 14 muestras positivas, se pudieron secuenciar NV pertenecientes al Gll en 9 de ellas
(64%), en tanto, no se pudo obtener la secuencia de las dos muestras positivas para GlI.
Como fue descrito anteriormente en la seccion 4.3, en tres pacientes se pudo colectar en
simultaneo una muestra de vomito y de materia fecal. Dos de los tres pacientes fueron
positivos para RVA. El tercer paciente, que fue negativo para RVA, fue positivo para
NV en vomito y materia fecal, lamentablemente no se pudo obtener la secuencia
nucleotidica para poder determinar el genotipo.

Fueron observadas dos co-infecciones de NV + RVA (1,1%), una co-infeccién de
NV + MAstV-1 (0,6%), y ninguna co-infeccion RVA + NV + MAstV-1 fue observada a
partir de las muestras analizadas. No fue observado un aumento en la severidad de los
sintomas clinicos en estos pacientes co-infectados respecto a los que tenian una
infeccion con un Unico virus. Cabe resaltar que solo en 67 de los 175 casos analizados
(38%), la muestra clinica vino acompafiada de la Ficha Epidemioldgica correspondiente
(4.7 — Anexos 2). De aquellas muestras que si vinieron acompafiadas con Ficha
Epidemioldgica, se pudo observar que en los pacientes con cuadro clinico mas severo
(internacion con hidratacion oral y/o intravenosa), fueron detectados NV y RVA (no
MAstV-1), de genotipo Gll.4 (New Orleans 2009) y DS-1-like, respectivamente.
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Figura 4.75 — Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud realizado con secuencias

correspondientes a la region C, del ORF2 (c4pside), de Norovirus humanos del Genogrupo 2 (NV-
GII) detectados a partir de muestras clinicas de nifios hospitalizados con GAI en Salto. Las cepas en
el arbol se muestran de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Vinje y col. (2015). Las cepas prototipos
descritas previamente se muestran en el arbol precedidas por el nimero de acceso a su secuencia
nucleotidica en el GenBank. Los nimeros en los nodos representan los valores de Bootstrap obtenidos
(solo se muestran valores mayores a 70%). La barra de escala en la parte de abajo de la figura representa
las sustituciones nucleotidicas por sitio. Las cepas detectadas en muestras clinicas de Salto estan
marcadas en el arbol con un circulo negro. Cepas uruguayas detectadas en muestras ambientales de agua

residual estan marcadas en el arbol con un triangulo negro.

El andlisis filogenético realizado nos permitio observar que de las 9 muestras
secuenciadas: 1) 5 pertenecieron al genotipo GII.6: 3 agruparon dentro del Gll.6c, una
en el Gll.6a, y la restante en el Gl1.6b (Figura 4.7.5, parte de arriba), agrupando las tres
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cepas Gll.6c, y la cepa Gll.6a, junto con cepas ambientales previamente detectadas en
Uruguay; ii) 3 fueron clasificadas dentro del genotipo Gll.4, variante New Orleans
2009, agrupando en un mismo cluster con cepas ambientales previamente detectadas en
Uruguay (Figura 4.7.5, parte del medio); vy iii) la restante pertenecio al genotipo GII.1,
agrupando también en un mismo cluster con cepas ambientales previamente detectadas
en Uruguay (Figura 4.7.5, parte de abajo).

Todos los genotipos de NV-GII determinados por analisis filogenético en el
presente estudio, fueron también comprobados mediante el uso de la herramienta
bioinformatica Norovirus Genotyping Tool v1.0 (Kroneman et al., 2011) disponible on-

line en: http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool (Tabla 4.7.1).

Fue observada la presencia de NV solamente durante la estacion de otofio para los dos
afios de estudio y la mayoria de los casos positivos fueron observados durante el afio
2012 (Figura 4.7.6A). Los genotipos detectados en otofio del 2012 fueron Gll.4 y GII.6;
en tanto, en otofio de 2011 solamente fue detectado el genotipo GlI.1 (Figura 4.7.6B).

Tabla 4.7.1 — Resultado del anlisis realizado con la herramienta Norovirus Genotyping Tool de las
cepas uruguayas de Norovirus GIll detectadas a partir de las muestras clinicas de nifios

hospitalizados con GAI en Salto.

Veepa_(pb) _dercterencia _tpb) | (pb) . Cenosrwpo GIGRPY VarsmedsORF2 iR TR
235 344 Uo7e11 o045 5389 Mo 11 Gll.e 100
238 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 1l Gll.& 100
238 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 11 Gll.& 100
229 344 Uo7e11 o045 5389 Mo 11 Gll.4 MNew Orleans 2009 100 Ll
228 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 1l Gll.& 100
179 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 11 Gll4 MWew Orleans 2009 100 91
178 344 Uo7e11 o045 5389 Mo 11 Gll.4 Mew Orleans 2009 100 Ll
174 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 1l Gll.& 100
B5 344 uo7eit 5045 5389 Mot/ 1l GllA 98
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Figura 4.7.6 — A) Tasa de deteccion y estacionalidad de Norovirus humanos Gl y GIl (NV-GI y NV-GII)
identificados por PCR en casos de GAI en Salto, durante dos afios (enero de 2011 a diciembre de 2012).
B) Distribucién temporal de los genotipos de NV-GII detectados a partir de las muestras secuenciadas.

Verano: 21 de diciembre a 20 de marzo; Otofio: 21 de marzo a 20 de junio; Invierno: 21 de Junio a 20 de

setiembre; Primavera: 21 de setiembre a 20 de diciembre.
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Figura 4.7.8 — Distribucidn de las infecciones de astrovirus humanos (MAstV-1) por grupo etario en
nifios hospitalizados por GAI en Salto, Uruguay, durante 2 afios consecutivos (enero del 2011 a
diciembre 2012). En cada grupo etario se muestran los genotipos/linajes detectados.

La edad de los pacientes infectados con NV fue de 10 meses a 25 afios de edad.
Siendo que la mayoria de los casos (92%), ocurrié en pacientes menores a 10 afios de
edad. El Unico paciente mayor a 10 afios de edad en el que se detectdé NV, correspondid
a una mujer adulta de 25 afios en la que NVGII fue detectado tanto en materia fecal
como en vomito. Pero, lamentablemente estas muestras no pudieron ser secuenciadas.
Se pudo observar un aumento en la positividad a medida que aumentaba la edad de los
pacientes (Figura 4.7.8). Tomando en cuenta todos los grupos etarios, el grupo de
pacientes mayores a 5 afios fue el que presentd mayor positividad (43%), seguido del
grupo de nifios de entre 2 y 5 afios (29%), el de nifios de entre 1 y 2 afios (21%), y el de
bebes de entre 7 y 12 meses de edad (7%). No fueron observados casos positivos de NV
en bebes de 0 a 6 meses de edad. Tomando en cuenta todos los grupos etarios, la mayor
diversidad de cepas circulantes fue observada en el grupo etario comprendido en nifios
de entre 2 y 10 afios de edad, siendo atin mayor en el grupo de nifios de entre 2 y 5 afios
de edad (Figura 4.7.8).
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4.7 — Anexos

4.7 — Anexo 1: TCLA

TERMINO DE CONSENTIMIENTO LIBRE Y ACLARADO
(Hoja para ]l PACIENTE)

El gmpo de docentes del Laboratorio de Virologia Molecular de la
Regional Norte de la Universidad de la Fepiblica. ubicado en la ciudad
de Salto v dirizido por el Dr. Rodney Colina esta desarrollando una
investigacion titulada “Relsvamiento del impacte de Rotavirus en
pacientes pedidivicos hospitalizados con gasfroenterifis en Uruguay,
pais sin vacunacion obligatoria contra este virus”_ El objetivo de este
estudio es investigar la presencia del virus en nifios hospitalizados con
gastroenteritis (principalmente por diamea y/o vomito). Los resultados
seran mantenidos en confidencialidad y seran enviados al equipo
médico que corresponda. El material analizado serd colectado por
profesionales de la salnd por lo que esta investigacion no presenta
ningun riesgo a la salud del paciente. No habra ningin tipo de costo
para el paciente, m para la Institucion de Salud. Por cualquier consulta
al respecto dirigirse al servicio cofre iente de la referida la
Institucion de Salud, o al teléfono 47334816, internos: 145 o 146, o
47342923, interno 102, ambos del Laboratorio de Virologia Molecular
en Salto (Centro Universitario Salto, CENUR. del Litoral, UdelaR).

Investigador responsable

Dr. Rodney Colina
Yo. paciente/(respensable por el
paciente ) fui debidamente informado

sobre la investizacion “Relevamiento del impacto de Rotavirus en
pacientes pediaficos hospitalizados con gastroenteritis en Uruguay,
pais sin vacunacion obligatoria contra esfe virus™ y estoy de acuerdo
en participar/(de que el paciente participe).

Firma:

CIL:

TERMINO DE CONSENTIMIENTO LIBRE Y ACLARADO
(Hoja para el LABORATORIO)

El grupo de docentes del Laboratorio de Virclogia Molecular de la
Regional Norte de la Universidad de la Fepiblica, ubicado en la cmdad
de Salto y dirigido por el Dr. Rodney Colina esta desarrollando una
investigacion titolada “Relevamisnte del impacto de Retavirus en
pacientes pediatricos hospitalizados con gastroenteritis en Uruguay,
pais sin vacunacion obligatoria contra este virus”. El objetivo de este
estudio es investigar la presencia del virus en nifios hospitalizados con
gastroenteritis (principalmente por diarrea y/o vemito). Los resultados
seran mantenidos en confidencialidad y serin enviados al equipo
médico que corresponda. El material analizado sera colectads por
profesionales de la salud per lo que esta investigacion no presenta
ningun riesgo a la salud del paciente. No habra ningin tipo de costo
para el paciente, ni para la Institucion de Salud. Por cualquier consulta
al respecto dirigirse al servicio correspondiente de la referida la
Institucion de Salud, o al teléfono 47334816, intemos: 145 o 146, o
473429235, interno 102, ambos del Laboratorio de Virologia Molecular
en Salto (Centro Universitario Salto, CENUR. del Litoral, UdelaR).

Investigador responsable

Dr. Rodney Colina
Yo, . paciente/(responsable por el
paciente ) fui debidamente informado

sobre la investigacion “Relevamiento del impacto de Rofavirus en
pacientes pediatrices hespitalizades con gastroenteritis en Uruguay,
pais sin vacunacion obligatoria contra este virus” y estoy de acuerdo
en participar/(de que el paciente participe).

Firma:

ClL:
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4.7 — Anexo 2: Ficha epidemioldgica del paciente

FICHA EPIDEMIOLOGICA DEL PACIENTE
(DIARREAS VIRALES)

Lab. de Virologia Molecular

Centro Universitario Salto
CENUR del Litoral
Universidad de la Repiblica  Regional Norte
Salto

Direccion del Laboratorio de Virologia Molecular:
Salon 14, piso 0

Centro Universitario Salto, CEMUR del Litoral, UdelaR
Gral. Rivera, 1350 - CP 50.000 - Salto

Tel: 473 34816, internos: 145 o 148 y 473 42024

Fecha de Registro en Virologia: [
(llenado en 2l Lab. de Viralogia)

N*® de registro:

(Denado en el Lab. de Virologia)

lUNIDAD:

Nombre para contacto en la Unidad
Teléfono f fax:

e-mail;

N° de registro en la Unidad:

FECHA DE COLECTA: I

(lenado en la Unidad de Salud)

l|Muestra de paciente:

Dlnternado

[ Jambulatorio [Jsi [ ne

La muestra fue colectada hasta 24 hs de internado:

2Fue vacunado contra rotavirus?

[ si cualz—
[ ne

I:lE!rote

[ Jsi

1" dosis— 2% dosis:— 3" dosis—

[ ne

INFORMACIONES DEL PACIENTE

Nombre:

Edad: afios meses Grupo sanguineo:

Direccidn (solo: barro ! ciudad, pueblo o villa f departamento):

Sexo: [M F

Solamente leche

Tipo de alimentacion: D

Posee mascota en casa? Cual?

Dleche matema + otros DDtms

Cuantos?

materna
[Ine

[ si

INFORMACIONES CLINICAS DEL PACIENTE

Muestra de Diamea D o Vomito I:I Sintomas hace

dias.

Fecha de inicio de los sintomas: _ ([

[ |inapetencia [ |rinitis

Daltemciunes neurclégicas agudas

s

WE

lU=o de antibidticos en el momento de la

o

Condiciones

Presencia de: DMDCD {en las hecas) DSEI’I?F& =n fas |:|Fiebre |:|'-.-'omito

|:|01ms ! cuales:

Tiempo de uso:

|:|D|:|Ior abdominal

[ |Rash cutinea [ |Deshidratacion

Asociadas:

colecta?
|:|SI DA |:|u:utras { cuales:

deshidratacion)

Cual?
Tipo de tratamiento: I:I’ﬂl [prevencion de la

DEF { re-hidratacién oral )

D C (hidratacién venosa)

PACIENTE INTERNADO

DEnfermeria n?

[ Jem

Motivo de la Intemacion: DDeshidrﬁtacién

DDiarrea

Inicio de la diarrea en el
IIHospitaI:

I:|Aisla miento

I:]Cirugia

[ lotroscuat:

|:|i' 72hs de intemado D 7T2hs de internado

||D bservaciones:
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5 - DISCUSION GENERAL GLOBALIZADORA

A partir de la realizacion del presente trabajo de tesis, ha sido posible detectar y
caracterizar molecularmente tres virus entéricos humanos de gran importancia
epidemioldgica en casos de gastroenteritis aguda (GA), especialmente en nifios menores
a 5 afos de edad (GA infantil o GAI). Estos tres virus son: los Rotavirus del Grupo A
(RVA), los Norovirus humanos (NV) de los genogrupos | y Il (NVGI y NVGII) y los
Astrovirus  humanos  “clasicos”; estos ultimos, actualmente denominados
Mamastrovirus-1 (MAstV-1). La mayoria de las muertes por GA ocurren en paises en
vias de desarrollo y los RVA y NV son responsables de méas de la mitad de ellas
(Walker et al., 2013; Patel et al, 2008). Sumado a esto, los MAstV-1 han sido
reportados como la segunda o primera causa de GA en nifios de la misma franja etaria
(De Benedictis, 2011; Bosch et al., 2014).

A nivel regional los tres virus han sido ampliamente estudiados a partir de GAI
en casos esporadicos y brotes, asi como en la comunidad y en hospitales. Brasil y
Argentina son los paises que se destacan como los que mas han contribuido al
conocimiento de la epidemiologia y evolucion de estos virus (Linhares et al., 2011;
Fioretti et al., 2011). La mayoria de estos estudios se han realizado mediante la
caracterizacion molecular de los mismos por medio de protocolos de RT-PCT, debido a
que esta metodologia es la mas ampliamente utilizada por su gran sensibilidad,
especificidad y reproductibilidad, lo que ha sido documentado para los tres virus en
diversos trabajos publicados (WHO, 2009; Bosch et al., 2014; Vinjé, 2015).

En el caso de Uruguay, hasta el momento de realizacion de esta tesis, se
desconocia la incidencia de los NV y MAstV-1 en casos de GAI a nivel nacional.
Solamente se conocia la incidencia de RVA en los casos de GAI, pero estos estudios
fueron todos realizados (con la excepcidn de un unico trabajo) en la capital del pais. La
mayoria de ellos fueron sido publicados en revistas cientificas nacionales (Hortal et al.,
1986; Ribeiro et al., 1999; Ramirez et al., 2001; Torres et al., 2001; De Sierra et al.,
2002; Berois et al. 2003; Delfino et al., 2006; Pérez et al., 2007; 2011; Viettro et al.,
2009). Esto implica que hasta hace muy poco tiempo, se desconocia la incidencia de
éstos en los casos de GAI que ocurren en el interior del pais. Ademas, solamente en uno
de estos trabajos fue realizado un estudio de epidemiologia molecular, en el cual se
determinaron los genotipos G, pero no los genotipos P, de RVA de muestras de 1996 a
1999 (Berois et al., 2003). Por ambos motivos y debido a que nuestro grupo se

constituye en el primer laboratorio de virologia radicado en el interior del pais, nos
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hemos planteado como principal objetivo comenzar a investigar la incidencia de
diversas enfermedades que afectan a la poblacion del interior (y a la de todo el pais), y
que en su amplia mayoria nunca han sido investigadas fuera de los limites del
departamento de Montevideo. Entre esas enfermedades, las GAI de etiologia viral
representan un importante problema de salud en la poblacion pediatrica. En este sentido,
a través del desarrollo de esta tesis, hemos podido contribuir al estado actual del
conocimiento con la obtencion de los primeros datos de esta enfermedad en distintas
regiones geogréaficas del Uruguay.

Por otro lado, en el marco de dichas investigaciones, se logro publicar el primer

trabajo de virologia ambiental realizado en Uruguay (Articulo 1). En este estudio fue
relatado por primer a vez a nivel nacional la presencia de RVA, NV (Gl y GlIl) y
MAstV-1. El citado articulo describe la prevalencia, caracterizacion y cuantificacion por
RT-PCR de estos tres virus a partir de aguas residuales, en una amplia region geografica
que a su vez es limitrofe con Argentina.
La vigilancia ambiental de virus entéricos humanos a partir del estudio de las aguas
residuales en conjunto con los estudios de vigilancia a nivel clinico, fortalecen los
resultados epidemioldgicos que se obtienen. Esto ha sido descrito en el Articulo 4 de
esta tesis y ademas, ha sido relatado para estos tres virus en otros estudios (Nadan et al.,
2003; Hellmér et al. 2014; Ruggeri et al., 2015).

La importancia de ello radica en dos cuestiones fundamentales: por un lado y
principalmente, a que en las aguas residuales urbanas no solo se detectan los virus que
circulan en los casos clinicos con GA que requieren asistencia médica (que son las
muestras clinicas a las que accedemos); y en segundo lugar, se logra obtener un
panorama mas completo de los virus que circulan en toda la poblacién, detectandose
ademas: i) los casos de GA moderada o leve que no requieren asistencia médica; ii) los
casos de GA en individuos adolescentes mayores a 15 afios de edad hasta adultos
menores a 65 afios de edad que generalmente no requieren asistencia médica; iii) los
casos de individuos de todas las edades que ain no han comenzado a manifestar los
sintomas, 0, que ya se enfermaron y resolvieron su cuadro clinico, pero que, aun asi, en
ambos casos secretan el virus en sus heces (algunos por periodos muy prolongados,
como se ha relatado para NV); y iv) los casos asintomaticos que en estos tres virus
suelen ser muy frecuentes (Bosch et al., 2008; 2014; karst, 2010; Estes & Greenberg,
2013).
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Sin embargo, en el caso de Uruguay, como ocurre también para otros paises, no
existe una red de vigilancia de estos virus a nivel nacional mediante convenios formales
entre laboratorios de virologia de las universidades con el Ministerio de Salud Publica, e
instituciones de salud privadas, que posibiliten el estudio en todas las regiones del pais
de forma continua de los casos de GAlL.

Esto obstaculiza frecuentemente la obtencidn de las muestras clinicas, y deja a
los investigadores universitarios condicionados a la buena voluntad y motivacion de los
médicos y el personal de salud para que realicen la colecta de las mismas por fuera de
sus obligaciones laborales. De esta forma, tal como ocurrié durante el transcurso de este
trabajo de tesis, de las seis ciudades analizadas, solamente se ha podido obtener
muestras clinicas de una de las ciudades seleccionadas, si bien se intentd variar veces
mediante la visitas y seminarios dirigidos al personal de salud de todas las ciudades
implicadas, el poder colectar muestras, pero lamentablemente eso no fue posible. Por
esta razon, el estudio de las muestras ambientales ha debido convertirse en la Unica
alternativa y a la vez en una poderosa herramienta de obtencion de datos
epidemioldgicos de estos virus en las poblaciones de las otras cinco ciudades. Cabe
resaltar en este sentido, que la caracterizacién molecular de los tres virus a partir de
muestras ambientales proporciond importantes datos epidemioldgicos de los tres virus.
Ello destaca que este tipo de estudios epidemioldgicos de virologia ambiental pueden
ser realizados como alternativa a estudios clinicos (ante la imposibilidad de acceder a
este tipo de muestras) ya que son un reflejo de las cepas virales que circulan en las

poblacion (Articulos 3y 4).

5.1 - Estudio epidemiologico prospectivo y descriptivo basado en analisis
moleculares de RVA, NV y MAstV-1 en pacientes pediatricos hospitalizados con
GAl en la ciudad de Salto

La ciudad de Salto es la segunda ciudad en densidad de poblacion a nivel
nacional luego de Montevideo, lo que la convierte en la ciudad méas poblada del interior
del pais (INE, 2011). Salto, ademas, es la principal ciudad de lo que se denomina el
“Litoral Termal” de Uruguay, siendo éste el tercer destino a nivel nacional (luego de
Montevideo y Punta de Este) que recibe turistas extranjeros que ingresan al pais, segun
estadisticas realizadas de 2004 a 2014 (Ministerio de Turismo, 2015). Por otro lado,
Salto esta ubicada al Norte del pais en extremos geograficos opuestos con Montevideo,

limitrofe con Argentina y muy cercana a la frontera con Brasil. Estas caracteristicas
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convierten a la ciudad de Salto en una region geografica de sumo interés para la
realizacion de estudios epidemioldgicos de diversas enfermedades infecciosas que
puedan ingresar al pais, entre ellas las GAI de etiologia viral.

Sumado a esto, Salto es el principal destino de “Turismo Termal”, no solamente
para extranjeros que provienen sobre todo de los vecinos paises de Brasil y Argentina,
sino ademas para todos los uruguayos. Este Turismo termal se debe al gran desarrollo
que presenta el departamento en cuanto a parques termales, hoteleria y ofertas
gastronomicas (Ministerio de Turismo, 2015). En este sentido, existen reportes a nivel
internacional de brotes de GA de etiologia viral de transmision hidrica a través de
actividades recreacionales en parques de aguas termales (Sinclair et al., 2009). Lo que
convierte a Salto en una ciudad aun mas interesante para el estudio de RVA, NV y
MASstV-1, ya que los tres son virus entéricos humanos de transmision hidrica (Metcalf
et al., 1995; Bosch et al., 1998; 2008).

Debido a esto, en el marco del presente trabajo, se ha realizado un estudio
epidemioldgico prospectivo y descriptivo durante dos afios completos en la ciudad de
Salto (de enero del 2011 a diciembre del 2012), en el que se ha investigado la presencia
de estos tres virus en casos de GAI en pacientes hospitalizados.

Para la realizacién del presente trabajo y atendiendo a lo sefialado en péarrafos
anteriores, se han constatado algunas dificultades que se entiende necesario sefialar:

1- Al inicio del desarrollo del proyecto que derivd en esta tesis, se ha establecido
contacto con el personal médico y autoridades de los hospitales y mutualistas de otras
ciudades del interior del Uruguay: Melo, Rio Branco, Treinta y Tres, Tacuarembo, Paso
de los Toros y Paysandu. En una primera etapa del proyecto se han realizado visitas a
diferentes instituciones de salud en cada una de las ciudades mencionadas para
mantener reuniones con el personal de salud e informarles, mediante una presentacion
oral, la relevancia del proyecto a efectos de obtener alianzas. En esas reuniones se les ha
acercado informacion impresa del proyecto y también recipientes de plastico para la
colecta de muestras clinicas. Los médicos y autoridades de los centros de salud de todas
las ciudades visitadas demostraron su interés en llevar a cabo el proyecto en
colaboracion con nuestro grupo (mediante la colecta y envio de las muestras a Salto) y
reconocieron su relevancia. Sin embargo, nunca han enviado muestras clinicas aun
cuando se han establecido contactos posteriores con ellos, por parte del grupo de
investigacion, por via telefonica y correo electronico. Es de destacar a su vez que todos

los costos econdmicos corrian por parte de nuestro grupo de investigacion y aun asi
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jamas fueron reportadas muestras clinicas, cuando de acuerdo a diversos informes (a los
cuales accedimos) la GAI constituia un serio problema de salud en cada ciudad visitada.
2- Otra dificultad enfrentada, ha sido la de mantener una colecta continua de
muestras clinicas en Salto. A partir de inicios del 2013 hasta la fecha, el envio de
muestras al Laboratorio ha mermado mucho. Se han recibido unas pocas muestras, y
con intervalos de tiempo muy largos entre una muestra y la siguiente. Por esta razon se
ha decidido cerrar el muestreo a dos afios completos (2011 a 2012) en los que los envios
han sido de forma relativamente continua durante todo el afio, lo que ha permitido un
estudio epidemioldgico mas exhaustivo.

A partir del estudio de esas muestras para el intervalo asumido, se pudo
determinar en primera instancia que el virus mas prevalente fue RVA (37%), seguido de
MAstV (10,3%) y NV (8%). Esta prevalencia observada para los tres virus, coincide
con la prevalencia que se observa a nivel mundial, donde RVA sigue siendo el virus
mas detectado en los casos GAI severa que requieren hospitalizacion, sobre todo en
paises en vias de desarrollo sin vacunacion para el virus, como es el caso de Uruguay
(Kotloff et al., 2013; Platts-Mills et al., 2015).

5.1.1 — Distribucién de las infecciones por grupo etario

Al considerar la distribucion de las infecciones de RVA, NV y MAstV-1 por
grupo etario fue observado en primera instancia que la mayoria de los casos ocurrio en
nifilos menores de 5 afios de edad. Se observd que el 75%, 67% y 57% de los casos
positivos para RVA, MAstV-1y NV, respectivamente, pertenecen a ese grupo etario en
el que se detect6 ademas, la mayor diversidad de cepas circulantes. En este sentido, la
mayor positividad y diversidad de cepas circulantes observada en nifios menores de 5
afios concuerda con lo esperado para los tres virus, ya que es en este grupo etario donde
ocurren generalmente la mayoria de los casos de GAI, y sobre todo aquellos més graves
que requieren hospitalizacion (Estes & Greenberg, 2013; Green, 2013; Mendes & Arias,
2013).

Por otro lado, en nifios menores de un afio de edad se ha constatado dos
aspectos: o bien no fue observada la presencia de virus (como en el caso de NV y
MASstV-1 para bebes menores a 6 meses), o bien se observaron muy pocos casos (como
en el caso de RVA) con una menor diversidad de cepas circulantes. Entre las posibles
razones de estas constataciones se sefiala que podria deberse a que los bebés hasta el

afno de edad se encuentran en casa de los padres o tutores bajo el cuidado permanente de
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los mismos, amamantando y resguardados del contacto con otros bebés, ya que
generalmente en esa edad, no concurren a guarderias infantiles. Esto ultimo, limitaria la
transmision del virus de un nifio a otro, asi como de adultos hacia él. Y en el caso del
amamantamiento, son ampliamente conocidos los beneficios hacia el nifio para
protegerlo de GAI de etiologia viral y GAI de forma general, entre otras cosas, por la
transmision, por parte de la madre de anticuerpos protectores contra estos virus a través
de la leche materna (Brown et al., 2009; Lamberti et al., 2011; Estes & Greenberg,
2013).

Por ultimo, cabe destacar que también se han recibido algunas muestras clinicas
de pacientes adultos, generalmente de particulares, que fueron positivas para NV y
MAstV-1, y negativas para RVA. A pesar de que estos tres virus han sido detectados en
casos de GA en adultos, esta es mas comun para NV y también MAstV-1, debido a su
fuerte asociacion con brotes de transmision hidrica y a través de alimentos, en
individuos de esta franja etaria (Munula et al., 2004; Bosch et al., 2008; Patel et al.,
2009; Breese et al., 2012).

5.1.2 — Distribucion temporal de las infecciones

Durante los dos afios de estudio ha sido constatado un patrén de circulacion
temporal diferente para los tres virus. En el caso de RVA se observé un patron de
estacionalidad marcado con picos de deteccion en invierno en los dos afios,
consecutivamente. Ello concuerda con lo relatado para las infecciones por RVA en
paises de clima templado como Uruguay (Cook et al., 1990; Kane et al., 2004;
Chandran et al., 2010). En el caso de NV, éstos fueron observados solamente durante la
estacion de otofio en los dos afios de estudio, aunque fueron notoriamente mas
prevalentes durante otofio del 2012. Al igual que NV, los MAstV-1 también fueron
observados principalmente durante la estacion de otofio, pero al contrario que los NV,
fueron notoriamente mas prevalentes en otofio del 2011. En el caso de MAstV-1,
también fueron observados casos positivos en verano e invierno de 2011; sin embargo,
su prevalencia en otofio de ese afio fue mucho mayor. Al igual que para RVA, se ha
descrito un patron de estacionalidad con picos en invierno para NV y MAstV-1 en
paises de clima templado, lo que algunos autores asocian a la estabilidad que presentan
las particulas virales a bajas temperaturas (Abad et al. 1997, 2001), y a que en climas
frios las personas tienden a estar mas aglomeradas en lugares cerrados, lo que facilitaria

la transmisién persona-a-persona (Patel et al., 2009; Matthews et al., 2012; Bosch et al
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2014). Pero en el caso de NV y MAstV, el hecho de que hayan sido detectados mas en
otofio que en invierno, podria explicarse debido a que en esa estacion es que inicia el
afio escolar (incluyendo jardin de infantes) en donde se aglomeran muchos nifios en un
local cerrado como la escuela, aumentando asi el riesgo de que ocurran brotes en esas
instituciones como ya ha sido relatado, sobre todo para NV (Gotz et al., 2002;
Gallimore et al., 2004; Akihara et al., 2005; CDC, 2009; Kimura et al., 2012), aunque
también para MAstV-1 (Oishi et al., 1994).

5.1.3 — Deteccion de RVA y NV en muestras de vomito

Uno de los aportes mas interesantes y particulares, a nuestro entender, del
desarrollo de este trabajo de tesis, fue la posibilidad de acceder a muestras de vomito de
pacientes con GA, y la deteccion de RVA y NV a partir de las mismas, no siendo
detectados los MAstV-1.

En primera instancia, fue observada una positividad mayor en las muestras de

vomito que en las de materia fecal, para RVA (41% y 36%, respectivamente) y NV
(18% y 6,5%, respectivamente). Ello permite afirmar que, de acuerdo con nuestros
datos, este sintoma esta mas fuertemente asociado a una infeccion viral con RVA o NV
que la diarrea en si. De las veintidés muestras de vomito analizadas, tres de ellas fueron
colectadas junto con una muestra de materia fecal del mismo paciente, en tanto las
restantes diecinueve fueron de pacientes cuyo unico sintoma clinico fue el vémito. Cabe
resaltar, de acuerdo a nuestros resultados, la importancia de poder acceder a muestras de
vomito cuando éste es el Gnico sintoma, para no subestimar la incidencia de las GAI por
RVA Y NV.
Otro dato interesante fue que los tres individuos de los que se colectd materia fecal y
vomito fueron positivos en ambas muestras para uno de estos virus; dos de ellos fueron
positivos para RVA, y el tercero para NV, en ambas muestras. En el caso del paciente
de NV se trat6 de un individuo adulto, pero lamentablemente no se pudo secuenciar NV
de ninguna de las dos muestras (materia fecal y vomito). Este resultado resalta, ademas
de la importancia de colectar ambas muestras en un paciente que estad manifestando los
dos sintomas, la elevada prevalencia de estos virus en pacientes con ambas
sintomatologias (100% en nuestro caso).

Hasta donde se conoce, solo hay dos trabajos publicados en la literatura
internacional, en los que se describe la deteccion de RVA a partir de muestras de vomito
(Youngs & Pugh, 1989; Cotterill et al., 1988). Youngs y Pugh (1989) relatan un brote
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de GA con su via de transmision mas frecuente de persona-a-persona y sugieren que el
vomito, con el inevitable acompafiamiento de los aerosoles que se generan durante el
mismo, podria ser una via de transmision de RVA. En un estudio reciente Hagbom y
colaboradores (2011) describen una posible via por la cual la infeccion con RVA 'y
también NSP4 por si sola, serian capaces de estimular regiones del sistema nervioso
central relacionadas a la induccion de nuseas y vomito. Este proceso podria ser el
responsable de la asociacion ampliamente documentada de la infeccion con RVA vy la
generacion de vomito (Estes & Greenberg, 2013). A pesar de estos dos estudios que
relatan la deteccion de RVA en vomito, publicados a finales de 1980, y la reciente
descripcion del posible mecanismo por el cual este virus induciria vémito en pacientes
infectados, no se ha reportado ningin otro estudio relatando la deteccion de RVA en
vomito hasta el momento. Ademas, la generacion de aerosoles (conteniendo particulas
virales en sus goticulas) que se generan en un episodio de vémito, no es actualmente
considerada una via de transmision de los RVA (Estes & Greenberg, 2013).

Por otro lado, en el caso de NV, muchos estudios epidemioldgicos han asociado
la exposicion a particulas de este virus que se encuentran en goticulas de aerosoles que
comunmente se generan durante un evento de vomito, a brotes de GA (Green, 2013).
Por otra parte, este virus ha sido detectado: i) en vomito obtenido de voluntarios
infectados (Greenberg et al., 1979); ii) en buches bucales de individuos infectados con
NV por varios dias luego de que los sintomas remitieron, sugiriendo que la ruta de
transmision oral-a-oral puede ocurrir en NV (Kirby et al., 2010); v iii) recientemente, al
igual que lo que se describe en esta tesis, Kirby y colaboradores (2011) detectaron NV
en muestras de vomito de pacientes que presentaron vémito como el punico sintoma, y
debido a eso, un aumento en el nimero de casos de NV fue observado mediante la
colecta y andlisis de muestras de vomito.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el vdmito es actualmente considerado
como una via de transmision de NV en ciertos entornos (Green, 2013). Muy
recientemente, un trabajo publicado por Tung-Thompson y colaboradores (2015),
demostrd que los NV pueden ser transmitidos por via aérea en goticulas generadas
durante el vomito. Para demostrarlo, estos autores utilizaron un “virus sustituto” de NV
(norovirus surrogate), el bacteriofago MS2, que es cultivable en E. coli; y construyeron
una “maquina de vomitar”. Esta tltima, consiste en una maquina que simula el sistema
digestivo humano a una escala 4 veces menor y que es capaz de simular un vomito. El

MS2 fue cargado en el “estomago” de la maquina, y luego se hizo “vomitar” a la
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maquina en un ambiente cerrado en el que se colocé SKC Biosampler® (un mestreador
de bioaersoloes). EI MS2 fue detectado en goticulas generadas en el vomito, que se
transmiten por el aire, mediante el andlisis de la muestras colectadas por el SKC

Biosampler®.

5.1.4 — Caracterizacion molecular

A partir de los casos positivos se pudo realizar la secuenciacion vy
caracterizacion molecular por andlisis filogenético de las distintas cepas de RVA,
NVGIIl y MAstV, en 66%, 64% y 78%, respectivamente, de las muestras positivas por
RT-PCR. De forma general, fue observada una gran diversidad genética con diferentes
genotipos, linajes, sublinajes y variantes detectadas, lo que esti en concordancia con

datos previamente publicados en la region y el mundo.

5.14.1-RVA

Tal como se describe en la seccion 4.3, fue detectada una gran diversidad de genotipos
comunes en humanos, asi como el genotipo emergente G12 (en asociacion con P[8] y
P[9]), lo que significd la primera deteccidon de este ultimo en el pais. El articulo 3,
representa el primer trabajo de caracterizacion molecular determinado genotipos G y P
de RVA en el pais, en concordancia con las actuales recomendaciones de la OMS para
la realizacion de estudios de epidemiologia molecular en este virus (WHO, 2009).
Recientemente, se ha observado un aumento del G12P[8] en Brasil, siendo inclusive
reportado como el genotipo méas prevalente en algunas regiones del vecino pais (Neves
et al., 2015; Luchs et al., 2015). Los genotipos més frecuentemente detectados fueron el
G2P[4] y el G3P[8]. Fue observado un fendmeno de sustitucién de un genotipo
prevalente de un afio al siguiente. En este sentido, el genotipo G2P[4], que fue
prevalente durante el afio 2011, no fue mas detectado durante el afio 2012 pasando a ser
el genotipo G3P[8] el prevalente en el segundo afio. Esté fendmeno de sustitucion
estacional de una cepa de RVA por otra en intervalos de tiempo cortos, ha sido
propuesto como un mecanismo de persistencia de este virus en la poblaciéon (Parra,
2009). El aumento observado del genotipo G2P[4] en concordancia con la introduccion
de la vacuna RV1 en Sudamérica y otras partes del mundo, ha levantado sospechas
sobre un fendmeno de presion selectiva por parte de la vacuna (ya que este genotipo es
totalmente diferente al de la vacuna), aunque también se plantea la posibilidad de un

fendmeno de fluctuacion natural del mismo (Esteban, 2010; Martinez et al., 2010;

178



Carvalho-Costa et al., 2011; Matthijnssens & Van Ranst, 2012; Gomez et al., 2014).
Esta Gltima hipotesis esta respaldada por el aumento en la prevalencia del mismo en
paises donde no se ha incorporado la RV1, como es el caso de Uruguay. En este sentido,
nuestros resultados estarian en concordancia con la segunda hipétesis, ya que el mismo
no fue detectado en el afio 2012. Mas recientemente, algunos trabajos proponen que la
presion selectiva ejercida por la vacunacion en otros paises de Sudamerica, sobre todo
de Brasil por representar la mitad de la poblacion de América del Sur, podria estar
generando un cambio en la circulacion de genotipos en los paises vecinos que no poseen
vacunacion (Matthijnssens et al., 2012; Mandile et al., 2014). En la actualidad, con la
gran cantidad de paises vacunados en Sudamérica (PATH, 2015), méas estudios son
necesarios, sobre todo en paises no vacunados, para poder conocer mas al respecto de

este fendmeno.

51.4.2-NV
5.1.4.2a — Anélisis de recombinantes en NV

Luego del analisis de las muestras correspondientes al primer afio de muestreo,
Fajardo A y Tort LFL, seleccionaron seis muestras positivas por un protocolo
direccionado a la region B de NV, tres de materia fecal y tres de vomito, detectadas
durante este periodo, y que fueron llevadas al Laboratorio de Virologia Comparada y
Ambiental (LVCA), del Instituto Oswaldo Cruz, de Rio de Janeiro, Brasil (FIOCRUZ,
RJ), a inicios del 2013 por ambos estudiantes. Estos intercambios fueron realizados en
la modalidad de doctorado sandwich en el marco de un proyecto de colaboracion
internacional entre ambos laboratorios (FIOCRUZ y Salto) (Proyecto
CAPES/MERCOSUR). Una vez en el LVCA, los estudiantes analizaron estas muestras
en busca de cepas recombinantes mediante la colaboracion del Dr. Fumian, investigador
del LVCA, quien recientemente habia publicado un articulo al respecto (Fumian et al.,
2012). Mediante la utilizacion del protocolo de Fumian y colaboradores (2012), fue
posible determinar la presencia de NV recombinantes en 4 de las 6 muestras analizadas
(Articulo 2), ocurriendo dicho evento de recombinacion en la region de solapamiento
del ORF1 con el ORF2, en concordancia con la elevada prevalencia de este tipo de
eventos en NV segln los que se describe en la literatura internacional (Katayama et al.,
2002, 2004; Han et al., 2004; Oliver et al. 2004; Bull et al., 2005; 2007; Fumian et al.,
2012). EI NV recombinante detectado en este estudio fue el GI1.P7-GI1.6, representando
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la primer deteccion de este recombinante en América Latina, y el segundo reporte a

nivel mundial (Huynen et al., 2013).

5.1.4.2b — Epidemiologia molecular de NV

Luego de finalizado el muestreo de los dos afios, y finalizados los analisis de
estas muestras para los tres virus, fue posible determinar la presencia de mas muestras
positivas para NV. El protocolo de deteccion direccionado a la regién B del ORF1
previamente utilizado, fue sustituido por el protocolo de Kitajima y colaboradores
(2010), que estd direccionado a la region D del ORF2. Este cambio fue realizado
debido a la gran sensibilidad y versatilidad de este método reportadas por los autores, ya
que éste puede ser utilizado como método sensible de screening, a la vez que tiene una
muy buena sensibilidad para futuros analisis de caracterizacion molecular de las cepas.
La baja prevalencia inicial observada mediante el protocolo de la region B, llevo a que
este virus fuera el ultimo de los tres en ser analizado en el marco de esta tesis ya que
involucraba reanalizar todas las muestras clinicas por la nueva metodologia de Kitajima
y col. (2010), lo que ha sido realizado el durante el Gltimo afio.

Fueron detectados tres genotipos diferentes circulando en las muestras
analizadas, de los cuales el genotipo GII.6 fue el més frecuente (56%), donde se pudo
observar que las cepas detectadas agruparon en los tres cluster (a, b y c) recientemente
descritos para el mismo (Vinjé, 2015). Luego le sigui6 en frecuencia el genotipo Gll.4
(33%) v, por ultimo, el genotipo Gll.1 (11%). Cabe destacar que aun no se ha realizado
el analisis de las cepas del genotipo GII.6 para saber si son efectivamente GIl.6 o
posibles recombinantes GII1.P7-GI1.6 como las anteriormente descritas en el Articulo 2.
Esta se constituye en una de las principales perspectivas de la presente tesis doctoral,
por lo cual ya fueron encomendados los cebadores de NV de acuerdo al protocolo
descrito por Fumian y colaboradores (2012). La presencia de GII.6 en las muestras
analizadas en el presente estudio estd de acuerdo con reportes recientes sobre la
distribucion global de este genotipo (Tran et al., 2013). Sin embargo, al contrario de lo
reportado por Tran y col. (2013), este fue el genotipo més detectado en las muestras que
se han podido secuenciar. De todas formas, pocas muestras pudieron ser secuenciadas
en el presente trabajo, por lo que seria conveniente considerar que mas muestras
deberian ser analizadas en el futuro para determinar si efectivamente este genotipo es el

mas prevalente en nuestra region. Por otro lado, solamente una muestra fue detectada
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como positiva para el genotipo GlI.1, lo que concuerda con lo reportado por Tran y col.
(2013), en donde este genotipo solo fue detectado en el 0,4% de los estudios revisados.
Un aspecto interesante se relaciona al hecho de que fue detectada la cepa
pandémica GI11.4 New Orleans 2009 durante el primer semestre de 2012. A diferencia
de los otros dos genotipos detectados, la G11.4 New Orleans 2009 fue detectada en casi
todos los grupos etarios. Ya ha sido ampliamente mencionado en este trabajo la
importancia de este genotipo y sus variantes pandémicas, las que surgen cada cierto
intervalo de tiempo, asociandose a su surgimiento un aumento en el nimero de brotes
de NV (Siebenga et al., 2009; Tran et al., 2013; Ramani et al., 2014; Fioretti et al.,
2014). En este estudio, los GIll.4 fueron todos detectados en el periodo acotado
comprendido entre marzo y abril del 2012, por lo que podria estar asociado con un
brote. Sin embargo, pocas muestras fueron positivas para NV de forma general, como

para poder determinar si se tratd de un brote o de casos esporadicos.

5.1.4.3 - MAstV-1

Fue observada una gran diversidad genética MAstV-1 a partir de las muestras
analizadas en el presente estudio, siendo el genotipo 1 el més frecuente (43%), seguido
del HastV-2 y HAstV-3 que fueron detectados con la misma frecuencia (29%). Las
cepas de HAstV-1, fueron todas clasificadas dentro del linaje a (HAstV-1a), en
concordancia con datos previamente observados por nuestro grupo de investigacién en
un estudio realizado a partir de aguas residuales del interior de Uruguay (Lizasoain et
al., 2015 — Anexo 1). En ese estudio, al igual que en el presente estudio, el HAstV-1a
fue el mas frecuentemente detectado, y se observo su circulacién durante todo el afio
2011. En este sentido, en el presente estudio, a pesar de que la mayoria de los casos
observados fueron detectados en otofio de 2011, el HAstV-1 fue el Unico genotipo que
fue detectado también en 2012, y dentro del afio 2011, fue detectado también en verano.
Estos datos de la mayor prevalencia y frecuencia de deteccion en el tiempo, observada
para HAstV-1, concuerdan con lo reportado en la region y el mundo (Gaggero et al.,
1998; Medina et al., 2000; Giordano et al., 2001; Walter et al., 2001; Espul et al., 2004;
Victoria et al., 2007; Resque et al., 2007; Mendes & Arias, 2013; Xavier et al., 2015).

Por otro lado, el HAstV-2c observado en el presente estudio se corresponde con
los previamente observado por nuestro grupo de investigacion a partir de muestras
ambientales, en donde este genotipo fue solamente observado en la ciudad de Salto, de

las seis ciudades analizadas del interior de Uruguay (Lizasoain et al., 2015 — Anexo 1).
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En el presente estudio, fue detectado en una alta prevalencia el genotipo HAstV-
3, lo cual coincide con reportes previos en América Latina en los que este genotipo ha
sido observado en segundo o tercer lugar en cuanto a prevalencia, luego del HAstV-1
(Walter et al., 2001; Espul et al., 2004; Méndez-Toss et al., 2004). Mas recientemente,
este genotipo ha sido reportado como el mas prevalente en la region Noreste de Brasil,
en un estudio realizado en el periodo del afio 2005 al 2011 (Xavier et al., 2015). En
nuestro estudio, fue utilizada la clasificacion que proponen Martella y colaboradores
(2014), en la cual los autores, basados en el analisis del ORF2 completo, han descrito
dos linajes (a y b) dentro del HAstV-3. De manera interesante, en analisis realizado en
el presente trabajo, nuestras cepas agruparon por fuera de los linajes descritos (HAstV-
3a y -3b) formando un cluster independiente, siendo muy similares a cepas de este
genotipo descritas recientemente en Brasil (Xavier et al., 2015). En base a los valores de
identidad nucleotidica descritos por estos autores para definir linajes dentro de este
genotipo, nuestras cepas parecerian conformar un nuevo linaje dentro del HAstV-3. De
todas formas, en la clasificacion propuesta por Martella y col. (2015), a pesar de que la
misma ha sido descrita como coincidente con la clasificacion en genotipos y linajes
basada en la region C, los autores reportan algunas excepciones con inconsistencias
entre ambos sistemas de clasificacion. Por lo tanto, nuestras cepas de HAstV-3, podrian
estar dentro de esas inconsistencias excepcionales entre los dos sistemas de
clasificacion. En este sentido, una de nuestras perspectivas es secuenciar el ORF2
completo de nuestras cepas para confirmar si las mismas efectivamente forman un
nuevo linaje dentro del HAstV-3. Por ultimo, cabe destacar que ese genotipo no fue
detectado en las muestras ambientales previamente analizadas por nuestro grupo
(Lizasoain et al., 2015 — Anexo 1), por lo que es posible suponer que este genotipo
estaria fuertemente asociado a hospitalizaciones de GA provocados por MAstV-1. Ello
se deberia a que los MAstV-1 han sido reportados como de menor frecuencia en nifios
hospitalizados que en casos esporadicos detectados en la comunidad, y estos Gltimos
representarian el componente principal de cepas que se han detectado en las muestras
ambientales (Gaggero et al., 1998; Ratcliff et al., 2002; Jakab et al., 2004). Mas estudios
de vigilancia epidemiolégica en Salto, durante un periodo mayor, deberan ser realizados

en el futuro proximo para dirimir esta cuestion.
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5.2 — Investigacion de RVA y NV a partir de aguas residuales de 6 ciudades del
interior de Uruguay

A partir del desarrollo de la presente tesis, tal como ya ha sido mencionado, fue
realizado el primer trabajo publicado en el area de la Virologia Ambiental en el pais
(Articulo 1). Este estudio fue el primer abordaje dentro de esta area que se llevo a cabo
en el Laboratorio de Virologia de Salto, y en el que se colectaron de manera quincenal y
durante un afio completo, muestras de agua residual en cuatro ciudades ubicadas en el
Litoral Noroeste del pais: Bella Union, Salto, Paysandu y Fray Bentos. En cada ciudad
se ha escogido un unico punto de muestreo. Estas cuatro ciudades vuelcan sus aguas
residuales al Rio Uruguay que utilizan como cuerpo receptor de las mismas. Solamente
una de ellas, Bella Unién, la menor en ndmero de habitantes de las cuatro, realiza un
tratamiento previo de las mismas. Cabe resaltar que este rio nace aproximadamente
1200 kilometros de la frontera con Brasil, y en sus aproximadamente 600 km que
bordea Uruguay oficia de limite geogréafico entre Uruguay y Argentina. De esta forma,
el Rio Uruguay (asi como sus afluentes de ambos paises, alguno de ellos, rios de
importante cauce como el Rio Negro, Rio Dayman y Rio Arapey, por el lado uruguayo),
es utilizado como cuerpo receptor de aguas residuales por parte de ciudades uruguayas y
argentinas linderas (como ocurre para las cuatro ciudades del litoral Noroeste), asi como
también es utilizado para navegacion, riego de praderas y cultivos, actividades
recreacionales (pesca, playas y deportes acuaticos) y para toma de agua para consumo
humano (C.A.R.U., 2015). Debido a esto, resulta de suma importancia determinar los
virus presentes en las aguas residuales que utilizan el Rio Uruguay como cuerpo
receptor de las mismas. En el articulo 1 fueron detectados y cuantificados los tres virus
mediante RT-PCR a tiempo final y RT-PCR en tiempo real, respectivamente y se han
obtenido datos referentes a la caracterizacion molecular parcial, carga viral, prevalencia
por ciudad y estacionalidad general de los tres virus.

Actualmente, se han descrito diferentes métodos para realizar la concentracion
viral a partir de muestras ambientales obtenidas de diferentes matrices acuaticas, estos
son: i) Ultracentrifugacion, ii) Ultrafiltracion, iii) Precipitacion (por diferentes métodos
que utilizan: floculacion organica, polientilenglicol y sulfato de amonio), iv) Adsorcion-
elucion (utilizando membranas cargadas negativamente o positivamente, asi como lana
de vidrio), v) Liofilizacion, y vi) Perlas magneticas (Bosch et al., 2008). La eleccion del
método de concentracion viral principalmente depende de qué matriz acuéatica se esté

analizando, siendo el método de Ultracentrifugacion uno de los mas utilizados y
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recomendados para aguas residuales (Bosch et al., 2008; Nordgren et al., 2009; Fumian
et al., 2010; Prata et al., 2012). Uno de los principales problemas de los métodos de
concentracion viral a partir de muestras ambientales, y sobre todo aquellas con una
carga de contaminantes elevada como lo son las aguas residuales, es la presencia de
compuestos quimicos en la muestra que puedan interferir con los resultados al inhibir
las técnicas moleculares utilizadas luego para la deteccién viral, y de esta forma,
generar resultados falso negativos. Muchos de estos inhibidores son comunmente
concentrados junto con los virus en estos meétodos, por lo que se recomienda la
utilizacion de un control interno para evitar resultados falsos negativos. El control
interno generalmente estd relacionado a un virus (lo ideal es que sea un virus que
generalmente no esté presente en la muestra a analizar, sobre todo por los ensayos
posteriores de cuantificacién por PCR en tiempo real del mismo), que sea facil de
obtener y crecer en medio de cultivo, y que presente caracteristicas fisicoquimicas y
morfolégicas similares a la de los virus que se estan investigando. Este virus control, es
inoculado en la muestra antes de realizar la concentracién viral y es luego detectado por
RT-PCR en el concentrado, validando de esta forma tanto el funcionamiento de la
metodologia de concentracién viral, como la ausencia de inhibidores de la RT-PCR en
la muestra (Bosch et al., 2008). En este sentido, la realizacion del articulo 1, permitié en
primera instancia validar la metodologia utilizada mediante la utilizacion del
bacteriofago PP7 como control interno del proceso (Rajal et al., 2007). Y, mas
interesante aun, fue posible detectar una elevada presencia y carga viral de los tres virus
en estas muestras en las cuatro ciudades y a lo largo de todo el afio.

Luego de la realizacion de este primer estudio, y motivados por los buenos
resultados obtenidos, el muestreo ambiental fue extendido a otras dos ciudades
localizadas al Este del pais: Melo y Treinta y Tres. Esto fue realizado en el marco de un
proyecto CSIC I+D (Comision sectorial de Investigacién Cientifica, Proyecto de
Investigacion y Desarrollo) en colaboracion con la Seccion Virologia de Facultad de
Ciencias (Montevideo, UdelaR) y la empresa estatal O.S.E. (Obras Sanitarias del
Estado). Se han cubierto de esta forma las regiones Noroeste y Este del pais, mediante
el analisis del agua residual de seis ciudades. Cabe aclarar que, en el caso de las
ciudades al Este, ambas tienen PTAR (Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales),
pero para este segundo estudio solamente fueron analizadas las muestras colectadas a la
entrada de la PTAR, antes de su tratamiento (denominadas afluentes o aguas residuales

crudas). Esto se debe a que la intencidn de este estudio era evaluar la epidemiologia de
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las poblaciones locales a través del analisis de los virus presentes en las aguas
residuales, y no la eficiencia de remocidn viral de las PTAR. En las ciudades del Este,
fue colectada una muestra cada dos meses desde setiembre del 2011 a abril del 2013. En
este segundo estudio que incluyd las seis ciudades mencionadas, fue realizada la
caracterizacion molecular mediante secuenciacion y analisis filogenético de las cepas
detectadas (que no habia sido previamente realizado en el articulo 1), para poder
compararlas con las cepas detectadas de casos clinicos en Salto, y con cepas clinicas y

ambientales de la region y el mundo.

5.2.1 — Caracterizacion Molecular

De forma general para los tres virus, mediante su caracterizacion molecular, fue
observado lo siguiente: i) una mayor prevalencia de estos virus en las muestras
ambientales que en las muestras clinicas; ii) una mayor diversidad genética con mas
genotipos detectados en las muestras ambientales que en las muestras clinicas; iii)
presencia de cepas de virus animales en aguas residuales urbanas humanas; y iv) una
correlacion casi total entre los genotipos observados en las muestras ambientales con los
detectados en las muestras clinicas. Este ultimo resultado, destaca la importancia de
investigar virus entéricos en muestras ambientales como una alternativa para conocer la
epidemiologia de estos virus en las poblaciones en las que no es posible obtener

muestras clinicas (Articulos 4 y 5; Lizasoain et al., 2015 — Anexo 1).

52.1.1-RVA

Mediante la caracterizacion molecular de RVA a partir de muestras de agua residual, se
ha podido observar una diversidad genética mayor que la observada en muestras clinicas
con la deteccién de genotipos humanos comunes, emergentes e inusuales. Este estudio
representd el primero en la region en analizar genotipos G y P por analisis filogenético a
partir de muestras ambientales, comparandolas con muestras clinicas contemporaneas y
de la misma regién geogréfica, y el segundo en el mundo en realizar un abordaje de este
tipo (Ruggeri et al., 2015). Un aspecto interesante se relaciona a que los genotipos
comunes y emergentes detectados fueron los mismos que los que se detectaron en
muestras clinicas de Salto, evidenciando una circulacion de estos en ambas regiones
(Articulos 3 y 4). Por ejemplo, mediante este estudio se ha podido comprobar la
circulacion del genotipo emergente G12 en las regiones Noroeste (a través del analisis

de las muestras clinicas de Salto), y Este (a través del andlisis de las muestras
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ambientales colectadas en Melo y Treinta y Tres) del pais. También en concordancia
con lo observado en las muestras clinicas, el genotipo G2P[4] fue prevalente durante el
afio 2011, no ha sido detectado en 2012 y 2013. Esta situacion otorga mas soporte a la
teoria de la fluctuacion natural de este genotipo, ya que la disminucion en la prevalencia
del mismo a partir de 2012 fue observada en muestras clinicas de Salto, y ambientales
de otras 5 ciudades.

Cuando se analizan genotipos G y P de RVA a partir de muestras ambientales, es
imposible definir combinaciones GXP[X], debido a que es un virus segmentado y muy
probablemente en una muestra altamente contaminada como el agua residual, se esté
detectando una mezcla de cepas virales de diferentes individuos de la poblacion. Sin
embargo, a partir del analisis de los resultados, se ha podido observar la deteccion de
combinaciones GXP[X] tipicas en casi todas las muestras analizadas, sean éstas de
genotipos comunes, emergentes o inusuales. Esta constatacion respalda aun mas el uso
de aguas residuales como una alternativa valida y muy atil para realizar vigilancia
epidemioldgica de genotipos de este virus en una poblacion determinada, cuando no se
tiene acceso a muestras clinicas de esa poblacion.

Por otra parte, también ha sido muy interesante, la deteccion de cepas animales
de RVA, especificamente el genotipo G3P[3] que es comUn en perros y gatos pero es un
genotipo inusual en humanos. El mismo fue detectado en esa combinacion en una Unica
muestra, pero, por otro lado, fue detectado el G3-Linaje | (tipico de RVA animales,
generalmente en combinacion con P[3]), o el P[3], por separado, en las dos regiones del
pais que fueron analizadas. Este genotipo puede haber sido excretado por humanos
infectados (sintomaticos o asintomaticos), o por el descarte de la materia fecal de los
perros y gatos en el inodoro (como ya ha sido discutido en el articulo 4). Otra
alternativa probable esta relacionada al hecho de que en la ciudad de Salto es frecuente
observar la conexion ilegal del agua de patio al sistema de agua residual, la que deberia
estar conectada al sistema fluvial que lleva el agua desde el patio hasta la alcantarilla de
la calle. Esto provocaria que las heces de las mascotas, que generalmente se mantienen
en los patios de los hogares, ante un evento de lluvia, sean introducidas en el sistema
cloacal de aguas residuales. Por altimo, cabe destacar que este resultado concuerda con
lo que se ha observado en otro estudio en el que AstV y NV caninos fueron detectados a
partir del mismo grupo de muestras de agua residual (Lizasoain et al., 2015 — Anexo 3).
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52.1.2-NV

Al igual que se observé para RVA y MAstV-1, fue observada una mayor
diversidad de cepas circulantes de NV en muestras ambientales en comparacion con lo
observado en muestras clinicas. En el caso de NV esta diferencia fue ain mayor, ya que
en primer lugar fue detectado en una elevada prevalencia el genotipo Gl, pudiéndose
secuenciar y analizar un numero importante de cepas de éste. EI GI no pudo ser
secuenciado a partir de las muestras clinicas de Salto, en donde se observo su
prevalencia muy baja. En segundo lugar, fueron detectados seis genotipos diferentes de
Gl y siete diferentes de GllI y fue observada la circulacién de hasta cinco genotipos
diferentes en un mes (Articulo 5). Por otro lado, los genotipos detectados en los casos
clinicos agruparon junto con los detectados en las muestras ambientales, demostrando la
distribucion en ambas regiones analizadas de los mismos genotipos que provocan casos
de hospitalizacion por GA en Salto.

Esta diferencia en la deteccion de Gl en una alta prevalencia en muestras
ambientales y la no deteccion del mismo en muestras clinicas, podria estar vinculado a
lo observado por Matthews y colaboradores (2012) que sugieren que el Gl estaria mas
asociado a la transmision por aguas que por otras vias de transmision, en tanto que el
GIl estaria mas asociado a la vias de transmision a través de alimentos y contacto
persona-a-persona. Por esta razén el Gl es mas prevalente en casos clinicos ya que esta
ultima via de transmision ha sido reportada como la mas importante para los NV
(Green, 2013). Por otra parte, otros estudios demostraron que particulas virales de Gl
son muy estables en agua, inclusive méas que las de Gl (Charles et al., 2009; Seitz et al.,
2011).

Al igual que lo observado en la investigacion de NV en muestras clinicas, el
protocolo de Kitajima y col. (2010) demostré ser mas sensible que el protocolo
direccionado a la region A del ORF1 (Boxman et al., 2006), habitualmente utilizado
como método de screening de NV en muestras ambientales. En otro trabajo més reciente
este protocolo ha demostrado ser aun mas sensible que protocolos de RT-PCR en
tiempo real (Kitajima et al., 2012).

Un aspecto interesante ha sido la deteccion del genotipo GIl.4 también en
muestras ambientales. En este caso fue observado un fendmeno interesante de remplazo
total de la variante pandémica Gl1.4 New Orleans 2009 (que circulo durante el primer
semestre del 2012), por la variante G11.4 Sydney 2012 (que circulé durante el segundo

semestre del 2012). Esta observacion concuerda con lo observado a nivel clinico, en
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donde el GI1.4 New Orleans 2009 fue detectado durante el primer semestre de 2012.
Este fendmeno de remplazo fue corroborado mediante un segundo estudio, en el que se
realizé6 un andlisis espacio-temporal de estas cepas Gll.4 detectadas utilizando un
andlisis de coalescencia. En ese estudio se observaron dos aumentos en el namero de
infecciones en el momento en el que fueron introducidas las variantes New Orleans
2009 y Sydney 2012, respectivamente. Ello esta de acuerdo con lo que se ha reportado
que ocurre cuando es introducida una nueva variante pandémica de Gll.4 en la
poblacién (Bull et al., 2011; Ramani et al., 2014).

5.2.2 — Distribucidn de genotipos por region geografica

Al comparar las dos regiones geogréaficas analizadas se han observado algunas
diferencias en cuanto a la circulacion de genotipos de RVA y NV entre ambas regiones.

En el caso de RVA fue observada una mayor prevalencia del G2 en el Noroeste
que en el Este, en coincidencia con lo observado para las muestras clinicas de Salto, que
también es una ciudad del Noroeste del pais. Por otro lado, el genotipo G12 fue
solamente detectado en la region Este. Por esta razon y tomando en cuenta su deteccion
previa en muestras clinicas al Noroeste del pais, se puede suponer que este genotipo
circula en las poblaciones de ambas regiones. Esto estd en concordancia con trabajos
recientes realizados en Brasil, que reportan un aumento en la prevalencia de este
genotipo, que llega a ser inclusive el mas prevalente en determinados periodos (Neves et
al., 2015; Luchs et al., 2015).

En el caso de NV fue observada una mayor diversidad de cepas circulando en la
region Noroeste del pais, en tanto que, en la regién Este, se ha observado una mayor
prevalencia del Gll.4. Esta Gltima observacion, podria estar relacionada con los reportes
del aumento contemporaneo en la prevalencia de este genotipo en muestras clinicas y
ambientales en las regiones fronterizas o cercanas de Brasil (regién Sur) y Argentina
(Buenos Aires) (Fioretti et al. 2011; Fernandez et al. 2012; Andrade et al. 2014; Raboni
et al. 2014).

5.2.3 — Distribucion temporal de genotipos

En el caso de RVA para la region Noroeste del pais, fue observado un patron de
estacionalidad marcado con un pico de deteccion en invierno. Esto es coincidente con lo
observado para las muestras clinicas de Salto, en el que fue observado el mismo patrén

de estacionalidad durante los dos afios de estudio. Por otra parte, esto concuerda con lo
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que se ha observado en otros estudios en cuanto a la distribucion temporal de RVA en
paises de clima templado, tanto en muestras clinicas como ambientales (Cook et al.,
2009; Li et al., 2011). Sin embargo, en el caso de RVA para la regién Este, no se
observo un patrén claro de estacionalidad. Esto también ha sido observado en otros
trabajos en los que se han realizado estudios de RVA a partir de muestras clinicas y
ambientales. En esos trabajos, se ha detectado un patrén de estacionalidad marcado con
un pico de deteccién en invierno para las muestras clinicas, en tanto que, por otro lado,
se ha observado una circulacion continua durante todo el afio sin una estacionalidad
definida en muestras ambientales (Fumian et al., 2011; Ruggeri et al., 2015).

En el caso de NV, fue observada una presencia continua de diferentes genotipos
de GllI a lo largo de todo el periodo de estudio, y, por otro lado, el genotipo Gl fue casi
no detectado durante el periodo de aproximadamente un afio. Este resultado difiere de lo
observado para este genotipo en las muestras clinicas de Salto, donde NV fue detectado
principalmente en otofio de 2012 (tanto GIlI como Gl). Sin embargo, la presencia de
genotipos de Gll y GI en muestras ambientales no estd uniformemente distribuida en el
tiempo, como fue observado por Mans y colaboradores (2013). Estos autores,
observaron variaciones en la frecuencia de deteccion de Gl y GIlI de afio a afio,
observando también periodos largos (de 6 meses) sin deteccion de uno de ellos.

Por otra parte, cabe destacar que el muestreo de ambas regiones fue diferente: i)
quincenal durante 2011 para el Noroeste; y ii) bimensual de setiembre de 2011 a abril
de 2013 para el Este. Esto genera dificultades para poder establecer conclusiones de
estacionalidad a partir de datos tomados de ambos estudios en conjunto, asi como
también genera dificultades para poder realizar comparaciones entre ambas regiones. En
este sentido, mas estudios con una unica estrategia de muestreo (por ejemplo, colecta de
una muestra por mes), y durante el mismo periodo de tiempo (que deberia comprender
por lo menos dos afios de duracion) en ambas regiones, son necesarios para determinar

patrones mas exactos de estacionalidad en estas regiones del pais.
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6 — CONCLUSIONES
- Se realizd6 un estudio de epidemiologia molecular prospectivo y descriptivo

investigando RVA, NV y MAstV-1 en nifios hospitalizados con GA en la ciudad de
Salto durante 2011 y 2012. Representando el primer estudio molecular que permitid
caracterizar en profundidad a estos tres virus en el interior del pais.

- La caracterizacion molecular determinando genotipos G y P de RVA reveld la
circulacién de genotipos comunes (G1P[8], G2P[4] y G3P[8]) y emergentes (G12[8],
G12 G2P[9]) en humanos.

- La caracterizacion molecular de NV mostro una la circulacion de genotipos de
distribucion global, entre ellos, la cepa pandemica Gll.4 New Orleans 2009.

- Se evidencio la circulacion de la cepa recombinante GII.P7-Gl1.6 en los casos clinicos
de GAI de Salto.

- La caracterizacion molecular de MAstV-1 reveld la circulacion de tres genotipos
diferentes: HAstV-1, HAstV-2 y HAstV-3.

- Se pudo realizar un estudio de virologia ambiental mediante la caracterizacion
molecular de estos virus entéricos a partir de las aguas residuales de 6 ciudades del
interior del pais. Representando el primer estudio en esta area investigando RVA y NV
en el interior del pais y a nivel pais-

- La caracterizacion molecular de estos tres virus, a nivel ambiental, mostré de forma
general una elevada prevalencia y gran diversidad genética circulante, mayor que la
observada en las muestras clinicas.

- Fue observada una correlacion casi total entre las cepas caracterizadas en muestras
clinicas y ambientales, remarcando la importancia de la investigacion de virus entéricos
a partir de aguas residuales como alternativa de vigilancia epidemiolégica cuando no se
tiene acceso a muestras clinicas de la poblacion.

- El estudio de estos virus a partir de aguas residuales mostré ademas: i) la deteccién de
genotipos inusuales en humanos de RVA (posiblemente cepas originadas de animales),
y ii) la observacion de un evento de sustitucion de una variante pandémica de NVGII.4
por otra, en el transcurso de un afo, siendo ambas introducciones asociadas a un

aumento en el numero de infecciones en la poblacion.
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7 - PERSPECTIVAS

- Redaccion de dos articulos cientificos con los datos obtenidos de NV y MAstV-1,
respectivamente, a partir del andlisis de las muestras clinicas.

- Difundir a nivel nacional los resultados obtenidos en el marco de la presente tesis, en
particular a la comunidad médica pediatrica, mediante publicacion de trabajos en
revistas médicas nacionales.

- Continuar con el monitoreo de las GA de etiologia viral mediante estudios de
epidemiologia molecular en la ciudad de Salto. Buscando expandir el estudio a otras
ciudades de interior y también Montevideo, mediante convenios con el MSP y la
creacion de una red de vigilancia en colaboracion con grupos de virologia de la capital
del pais.

- Continuar con el monitoreo de estos tres virus a partir de aguas residuales en
diferentes ciudades representantes de las distintas regiones del pais. Colectando también
en puntos aguas abajo en el Rio Uruguay (en el caso de las 4 ciudades al Noroeste del
pais), con el fin de evaluar la diseminacién de estos virus en el mencionado rio.

- Investigar la presencia de otros virus entéricos humanos minoritarios (algunos de ellos
ya detectados en las muestras ambientales, ver Anexos), a partir de las muestras clinicas
y ambientales ya colectadas, tales como: Aikivirus-1 (muestras clinicas), MAstV-6
(muestras clinicas), AdVE, MAstV-8, MAstV-9, RVB, RVC, NV GIV, Sapovirus y
Klassevirus.

- Realizar estudios de metagendmica mediante secuenciacion masiva a partir de algunas
muestras clinicas y ambientales seleccionadas.

- Realizar estudios de genémica de RVA en muestras seleccionadas, representativas de
cada uno de los genotipos que fueron detectados.

- Analizar la presencia de cepas recombinantes de NV a partir de todas las muestras
clinicas y ambientales colectadas, mediante la utilizacion del protocolo descrito en el
Articulo 2.

- Amplificar el ORF2 completo de las cepas de HAstV-3 detectadas en las muestras
clinicas, para confirmar si se trata de un nuevo linaje ain no descrito dentro de este
genotipo.

-Desarrollar metodologias de cultivos celulares para el estudio de la infectividad viral en
distintas matrices ambientales, a través de la metodologia denominada “PCR integrado

a cultivo celular” o ICC-PCR.
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9 — ANEXOS: ARTICULOS RELACIONADOS AL PRESENTE TRABAJO

En esta seccion se coloca las referencias bibliogéficas a los articulos cientificos
publicados por nuestro grupo durante el periodo en el que se llevo a cabo el presente
trabajo, pero que no fueron generados en el marco de la presente tesis. Sin embargo,

estos articulos se encuentran vinculados a la tematica de esta tesis, y, ademas, he

participado de las investigaciones que deribaron en los mismos.
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