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Resumen

Los virus gastroentéricos afectan a la salud de todos los grupos etarios de
humanos principalmente a nifos y ancianos en todo el mundo. Se diseminan en
diferentes cuerpos de aguas por medio de la contaminacién con aguas
residuales ocasionando brotes de gastroenteritis en la poblacion que utiliza dicho
recurso con diferentes fines. El objetivo de esta tesis fue estudiar el impacto de
Rotavirus del grupo A (RVA), Norovirus (NoV) y Astrovirus humano (HAstV)
sobre la salud de la poblacién riberefia del Rio Uruguay, mediante su
caracterizacion molecular (técnicas de Sanger y secuenciacion de nueva
generacion, Next-Generation Sequencing [NGS]) y la realizacion de analisis de
riesgo microbiologico cuantitativo (Quantitative Microbial Risk Assesment
[QMRA]). Para el QMRA se tomaron muestras mensuales de agua superficial del
Rio Uruguay en la ciudad de Fray Bentos y en el balneario Las Canas. Para la
caracterizacion molecular se tomaron muestras mensuales de aguas residuales
de las ciudades de Bella Union, Salto y Fray Bentos. En las aguas residuales,
RVA fue el mas frecuentemente detectado (50%), seguido de HAstV (39%), NoV
Gll (36%) y NoV Gl (25%). Por medio de la metodologia de Sanger y NGS las
cepas de RVA se caracterizaron como G3 y P[8] segun VP7 y VP4,
respectivamente. En la secuenciacion por Sanger, para NoV se detectaron e
identificaron los genotipos Gl.2, GI.3, GI.5, GI.6, Gl.7, Gl.12, mientras que para
NoV Gll los genotipos caracterizados filogenéticamente fueron Gll.2, Gll.4 y
Gll.6 y solo se encontré un genotipo de HAstV (MLB1). En la secuenciacién por
NGS para NoV Gll se logro identificar la variante Gll.4 Sydney 2012 ademas de
los genotipos ya caracterizados por Sanger. Para HAstV, los genotipos
observados fueron MLB1, MLB2 y HAstV-1. Por medio del QMRA se determiné
que la probabilidad de infeccién por RVA para los pescadores vario entre 0% y
65% y para los nadadores entre 0% y 50% (<18 afos) y entre 0% y 38% (>18
afos). Para HAstV, la probabilidad de la infeccion para los pescadores vario
entre 0% y 45% y para los nadadores entre 0 y 38% (<18 afios) y entre 0 y 18%
(>18 anos). Este trabajo revelé una gran diversidad de genotipos de virus
gastroentéricos que circulan en ciudades riberefas del rio Uruguay, asi como un
considerable riesgo de infeccion asociado a diferentes actividades recreativas

que alli se realizan.



Seccién | - Introduccion

I.1 Virologia Ambiental

La virologia ambiental es la disciplina que estudia la presencia, el
comportamiento y el impacto de los virus en distintos componentes del medio
ambiente, como son el agua, el aire, el suelo y diferentes superficies,
estableciendo su relacidon con la salud publica. Esta area de estudio tiene como
objetivo comprender la dinamica de los virus en el medio para poder asi disefar
estrategias efectivas de mitigacion y prevencidén de brotes infecciosos con el
objetivo de preservar la salud de los habitantes (Gerba et al., 1978; 2007).
Comprende un amplio campo de estudio centrado en el estudio de los
diferentes virus e integrado por diversos procesos y objetos que estan
altamente relacionados con politicas publicas especificas, tales como Ila
implementacion de redes de saneamiento, el uso y manejo de los recursos

hidricos y costeros, la salud y la vigilancia epidemiologica. (Prado et al., 2014).

Aunque los virus estdn presentes en todo el ambiente, como se menciono
anteriormente, la mayoria de los estudios de investigacién se centran en el medio
acuatico (principalmente aguas superficiales y aguas residuales), siendo la salud
publica el principal factor motivador detras de todos estos. Los brotes
relacionados a dichos microorganismos surgen en su mayoria debido a la
ingestidén de agua contaminada con virus patégenos humanos (p. €j., enterovirus,
adenovirus, norovirus, rotavirus y hepatitis). Dicha agua puede ser de uso
recreativo (rios, lagunas), utilizada para riego de cultivos o para consumo

humano (Gensberger et al., 2013).

Los ecosistemas acuaticos de agua dulce, como lagos, rios, arroyos y aguas
subterraneas constituyen en si mismo las fuentes de agua potable en todos los
paises del mundo. Sin embargo, en las ultimas décadas, el crecimiento de la
poblacién mundial y la urbanizacion han generado una enorme presion sobre
estos recursos hidricos destinados al consumo humano y actividades

recreativas. La contaminacion provocada por vertidos de aguas residuales



contaminadas con virus, sustancias quimicas toxicas, y nutrientes, junto con las
floraciones de algas nocivas resultantes, puede comprometer la calidad del
agua, volviéndola inadecuada tanto para beber como para su uso recreativo (Tan
et al., 2015).

Las enfermedades que estan relacionadas con el agua estan asociadas con la
exposicion a ésta de diversas maneras que no incluyen solo a las utilizadas para
consumo o de uso recreativo, sino también a aquellas utilizadas con fines
agricolas como riego de cultivos y procesamiento de alimentos, lo que
eventualmente resulta en brotes de gastroenteritis transmitidos por alimentos
(Bosch et al., 2008). Estas enfermedades transmitidas por el agua se deben con
mayor frecuencia a virus que presentan un origen fecal humano debido a su
capacidad de persistir durante un mayor tiempo en el agua superficial y en el
ambiente respecto a las bacterias (Gersberg et al. 2006). El agua recreativa es
la principal causa atribuible a las enfermedades gastrointestinales agudas

durante las temporadas de recreacion (Sanborn & Takaro, 2013).

Cabe destacar que se ha evidenciado que una red de saneamiento funcionando
de manera inadecuado esta directamente asociada con un incremento en las
tasas de morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas virales, con

énfasis particular en la diarrea infantil. (Prado et al., 2014)

Las fuentes de infeccion suelen estar relacionadas, no solo con la via fecal
humana, sino también con la animal. Sin embargo, aunque los niveles de
contaminacion son altos en la fuente (hasta 1070 particulas por gramo de heces),
los virus se diluyen en grandes volumenes de agua a concentraciones bajas (tan
solo 1-10 particulas virales infecciosas por litro), siendo estas concentraciones
suficientes para provocar infecciones y brotes (Foing et al., 2005; Julian et al.,
2012). En pacientes con gastroenteritis o hepatitis, los virus son excretados en
concentraciones de entre 10° y 10" particulas virales por gramo de heces,
haciendo que estén presentes en altas concentraciones en las aguas residuales,
principalmente en regiones endémicas o cuando ocurren brotes en la
comunidad. El saneamiento basico juega un papel fundamental en el control de
la propagacién de estos virus en el ambiente, reduciendo considerablemente el

riesgo de transmision hidrica (Prado et al., 2014)



Debido a la gran importancia para la salud humana, es que estudios sobre
contaminaciéon del medio acuatico con virus entéricos humanos han sido
ampliamente descritos en la literatura, particularmente en aguas residuales,

aguas subterraneas, aguas superficiales y sedimentos (Cioffi et al., 2020).

Desde la pandemia de COVID-19, la red de vigilancia de aguas residuales ha
mostrado un notable potencial para monitorear diferentes virus infecciosos. Esta
herramienta se ha implementado recientemente como un sistema de alerta
temprana para rastrear la (re)emergencia de diversos patogenos, detectar brotes
comunitarios y caracterizar las cepas en circulacion, todo ello sin necesidad de
depender de informacion proveniente de pacientes, la cual es muchas veces
dificil de obtener, ademas también de que en esta informacién no se tienen en
cuenta a las personas que cursan la infeccion de manera asintomatica que si
bien excretan el virus, no asisten al médico (Polo et al., 2020). A través de este
sistema, en Hong Kong, se registraron altas concentraciones de norovirus en las
aguas residuales, logrando ademas la deteccion sensible de virus emergentes
como la viruela del mono (mpox), incluso en zonas con baja prevalencia. Esto
confirma que la vigilancia mediante el analisis de aguas residuales es una
herramienta eficaz y confiable para detectar, caracterizar y elaborar acciones a
fin de controlar las enfermedades infecciosas. (Zheng et al., 2024). En un
trabajo realizado en Caracas, Venezuela durante 12 meses se implemento la
herramienta de vigilancia epidemiolégica a través de las aguas residuales,
donde se pudo observar la circulacion de diversos virus gastroentéricos como
rotavirus, adenovirus, calicivirus, enterovirus y coxsackievirus, reflejando la
transmision dentro de la poblacién y la persistencia de un riesgo potencial para
la salud publica que necesita ser adecuadamente monitoreado (Zamora-
Figueroa et al., 2024). En California, EEUU, se llevdo a cabo un analisis
exhaustivo entre datos obtenidos de vigilancia de NoVGII a través de una red de
monitoreo de norovirus por aguas residuales y datos clinicos, lo que evidencié
una relacion directa entre los datos clinicos y los observados mediante las
aguas residuales los que llevaron a acciones directas en salud publica,
incluyendo la orientacion de investigaciones de brotes locales (Yu At, et al.,
2024).
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[.2 Introduccién alos Virus gastroentéricos

Los virus gastroentéricos conforman un grupo de virus que infectan vy
eventualmente replican en el tracto gastrointestinal del hospedero causando
diferentes enfermedades tales como gastroenteritis, encefalitis o hepatitis
virales (Estes & Greenberg 2013). En un trabajo realizado por Bao y
colaboradores (2023) en niflos con diarrea en Shanghai y Taizhou (China)
observaron que el viroma de los pacientes con enfermedades diarreicas estaba
dominado principalmente por las familias Adenoviridae, Astroviridae,
Caliciviridae 'y Picornaviridae, conocidos como virus gastroentéricos (Bao et al.,
2023). Las infecciones virales causadas por dichos virus contribuyen
significativamente a la carga global de las enfermedades diarreicas, las cuales
son la tercer causa de muerte en ninos menores de 5 anos resultando en
aproximadamente 444.000 muertes anuales a nivel mundial (Organizacion
Mundial de la Salud, 2024).

Diversos estudios han evidenciado la presencia de estos virus en altas
frecuencias en distintos cuerpos de agua, especialmente en aquellos ubicados
en zonas urbanas, como rios, arroyos y lagos, siendo esta situacidn mas comun
en paises en desarrollo. En el caso particular de las aguas residuales, la
deteccion de estos virus se remonta a mas de tres décadas mediante
metodologias clasicas de virologia. A partir de los afnos 2000, el empleo de
técnicas moleculares se ha extendido ampliamente, no solo para su
identificacion y cuantificacion, sino también para el analisis de genotipos y
variantes genéticas virales presentes en esta matriz. Dichos estudios han
permitido obtener una vision mas clara de la circulacion de estas variantes en la
poblacién local, evaluar el impacto de la contaminacion en diferentes cuerpos
de agua y, ademas, aportar informacion valiosa que puede contribuir al
desarrollo de vacunas (Tubatsi et al., 2022). Estos estudios han revelado la
presencia de estos virus en altas frecuencias (principalmente en los meses frios
del afo en climas templados) en las aguas residuales en elevadas
concentraciones y con muchas estirpes de diferentes genotipos en constante

co-circulacion (da Silva et al., 2016; Victoria et al., 2016).

Las infecciones por virus gastroentéricos ocasionalmente resultan en casos

asintomaticos que generalmente no son identificados mediante la vigilancia
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clinica, pero que cursan la infeccidn y excretan el virus pudiendo generar brotes.
La presencia de estos virus en ambientes acuaticos, nos indica la presencia de
individuos infectados, incluyendo a los asintomaticos o con sintomas leves que
no consultan al médico por lo que no quedan registrados, pero si se puede
inferir su circulacion o predecir brotes mediante el monitoreo a través de las
aguas residuales. Por lo tanto, la investigacion y deteccidén de estos en el agua
ambiental tiene importancia desde el punto de vista de la epidemiologia y la
gestion de los riesgos a la salud publica (Hata et al 2018), ya que se obtiene un
panorama mas completo de lo que realmente sucede en las poblaciones

abarcando tanto a individuos con sintomas como a los asintomaticos.

El término “virus entéricos” o de diseminacién entérica representa a todos los
grupos virales presentes en el tracto gastrointestinal humano y que, tras la
transmision fecal-oral, pueden causar infecciones en individuos susceptibles
(Prado et al., 2014). Debido a que son excretados en la materia fecal de los
individuos infectados, con frecuencia contaminan diferentes cuerpos de agua,
tales como rios y lagos, a través del vertido de las aguas residuales
contaminadas. Dentro de este grupo de virus encontramos a los Rotavirus,
Norovirus y Astrovirus (estudiados en este trabajo), considerados como los
principales virus responsables de las gastroenteritis en humanos en todo el
mundo ademas de los adenovirus, sapovirus, y algunos enterovirus (Robilotti et
al. 2015, Vu et al. 2017). Estos presentan ciertas caracteristicas bioldgicas y
fisico-quimicas que los hace altamente resistentes a condiciones climaticas
desfavorables y también ambientales (PH extremos o desecacion) debido a su
robusta cubierta proteica y que no poseen envoltura lipidica, lo que les permite
persistir en las diferentes matrices ambientales en forma activa por largos
periodos de tiempo (Prado et al., 2014). A pesar de su supervivencia fuera del
huésped, favorecida por su estabilidad y capacidad de resistencia a la
degradacion en el ambiente, no se multiplican extracelularmente y habitualmente
se produce un efecto de “dilucidn ambiental” una vez que han sido excretados
(Straub et al., 2003). EI numero estimado de particulas viricas en el agua
contaminada es de 1-10 particulas por cada 100 ml. Teniendo en cuenta la baja
dosis infectiva de estos virus, la existencia de niveles reducidos de
contaminacién incluso por debajo del limite de deteccion pueden ser suficientes

para causar enfermedad (Bellido Blasco 2006).
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I.3 Caracteristicas de los virus gastroentéricos relevantes en este trabajo

1.3.1 Astrovirus

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae que esta dividida en 2
géneros: Mamastrovirus (especies del 1 al 19) y Avastrovirus (especies del 1 al
3), que infectan a mamiferos y aves, respectivamente. Son virus con simetria
icosaédrica, sin envoltura, de 28 a 30 nm de diametro, con un genoma
compuesto por una cadena de ARN monocatenario de polaridad positiva y una
superficie del virion que forma una estructura caracteristica en forma de estrella.
Su genoma tiene una longitud de 6.8- 7.9 kb y contiene tres marcos abiertos de
lectura del ingle’s Open Reading Frame (ORFs): ORF1a, ORF1b y ORF2.
ORF1a y ORF1b codifican para las proteinas no estructurales implicadas en la
replicacion y transcripcion del ARN, mientras que el ORF2 codifica al precursor
de la proteina de la capside que es el que presenta la mayor diversidad
genética entre las proteinas virales y es generalmente utilizado para la

genotipificacion viral (Arowolo et al., 2020) (Figura 1).

Segun el informe de 2018 del Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV-https://talk.ictvonline.org/taxonomy/), los astrovirus humanos (HAstV) se
clasifican en HAstV clasicos, clado Melbourne (MLB), y clado Virginia (VA). Los
HAstV clasicos comprenden los genotipos 1-8 (HAstV-1-8). Los clados MLB y
VA son genéticamente distintos de los HAstV clasicos y estan estrechamente

relacionados con los astrovirus animales (Arowolo et al., 2020).

El clado MLB consta de tres linajes: MLB1, MLB2 y MLB3, y todos estan
asignados a las especies de Mamastrovirus 6. El clado VA se subdivide en los
linajes VA1 a VAS. De estos, VA2 y VA4 pertenecen a Mamastrovirus 8, VA1 'y
VA3 pertenecen a la especie Mamastrovirus 9, mientras que VA5 puede

clasificarse como una nueva especie. Los nuevos HAstV son filogenéticamente
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distantes de los clasicos (Hast et al, 2016; Vu et al., 2017; Tao et el., 2019). MLB-
y VA-AstV son virus emergentes que se descubrieron en 2008 y 2009,
respectivamente, y solo se dispone de informacién limitada sobre ellos (Hata et
al 2018).

A
1 RF 5 E771
ARM ' A
Gendm :ab AMA. 8
ARM Subgendmico 5 AAA -3
ORF1a @20 aa) ORF2 ( 787 ag)
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Figura 1. (A) Organizacién genomica del HAstV-1 (Acc. No. L23513); RFS: del inglés ribosomal
frameshifting. (B) Representacion esquematica de los tres ORF, destacando los motivos mas
caracteristicos de cada uno de ellos; TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa; DD:
dominio de muerte; NLS: secuencia de localizacién nuclear; HVR: regién hipervariable; IRE:
epitopo inmunoreactivo; POL: motivo de ARN polimerasa; y RB: zona rica en residuos
basicos.(extraido de la tesis doctoral de Santiago Caballero,
https://diposit.ub.edu/dspace/bitstream/2445/42389/1/Tesis_Santiago_Caballero.pdf)

Los HAstV son transmitidos mediante la ruta fecal oral causando gastroenteritis
principalmente en nifios menores de 2 anos, aunque las personas
inmunocomprometidas y los ancianos también constituyen grupos de alto riesgo

para los casos de gastroenteritis aguda (De Benedictis et al., 2011).

El virus induce una diarrea acuosa leve que dura entre 2 a 3 dias y puede estar
asociada a vomitos, fiebre, anorexia y dolor abdominal. El periodo de incubacion
es de 4-5 dias, el cual se situa por encima de rotavirus (1 a 3 dias) y calicivirus
(1 a 2 dias) (Lee et al., 2013; Bosch et al., 2014). A pesar de tratarse de
cuadros sintomaticos leves, cabe tenerlos en cuenta dentro del marco de la
salud publica ya que han sido causantes en numerosas ocasiones de brotes de
gastroenteritis en escuelas, guarderias, geriatricos y hospitales (Dominguez et
al., 2009). De igual modo, se ha de tener una consideracion especial en

aquellos pacientes que estando inmunosuprimidos adquieren una infeccidn
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por HAstV, ya que se han documentado casos en los que la sintomatologia incrementa
su severidad con respecto a pacientes inmunocompetentes (Coppo et al., 2000; y
Cunliffe et al., 2002). La naturaleza casi ubicua de estos virus tiene su paralelo en su
alta diversidad genética y el espectro de enfermedades que van desde la infeccion
asintomatica hasta la diarrea grave e incluso la propagacion extragastrointestinal,
incluida la encefalitis mortal. (Vu et al 2017) La notificacion de casos de meningitis y
encefalitis mortales, especialmente en personas inmunocomprometidas, ha ampliado

el espectro de su enfermedad (Vu et al 2017).

En la mayoria de las especies, las infecciones por astrovirus afectan al aparato
gastrointestinal, pero en aves también se han descrito otras enfermedades como la
nefritis intersticial aguda y el retraso del crecimiento en pollos (Imada et al., 1979),
hepatitis en patos (Gough et al., 1984) y la enfermedad llamada poult enteritis y

sindrome de la mortalidad en pavos (Koci et al.; 2000).

Al igual que sucede con otros virus entéricos como rotavirus y calicivirus, las
infecciones por astrovirus son mas frecuentes en los meses frios y/o lluviosos del afio,
y se ha propuesto un patrén de incidencia bianual (Mustafa et al., 2000; Guix et al.,
2002) También se han descrito casos en los que no se evidencia una marcada
estacionalidad, sobre todo en paises con clima mas uniforme a lo largo de todo el afio
como en México y Egipto (Guerrero et al., 1998; Naficy et al.,, 2000). Son
extremadamente frecuentes y en varios paises se ha observado que alrededor del
90% de la poblacion de 9 afos de edad o mas tiene anticuerpos contra HAstV tipo 1
(HAstV-1) (Johnson et al., 2017)

Los astrovirus fueron identificados por primera vez como agentes infecciosos
causantes de gastroenteritis en el ano 1975 durante la investigacion de un brote de
diarrea y vomitos entre los nifios de una sala de maternidad en Londres, Inglaterra
(Appleton & Higgins, 1975) y desde ese momento han sido considerados uno de los
agentes mas importantes de la gastroenteritis aguda (GA) viral en nifos.
Recientemente se han descubierto astrovirus muy divergentes que infectan a los
humanos y se han asociado con infecciones extraintestinales. Aunque la

transmision zoonoética no se ha reconocido
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claramente, la similitud genética entre algunos astrovirus que afectan a humanos

y astrovirus animales hacen que este evento sea probable ( Vu et al., 2017).

1.3.2 Norovirus

Los NoV pertenecen a la familia Caliciviridae y actualmente se clasifican en 10
genogrupos (GI-GX) y 49 genotipos (9 GI, 27 GlI, 3 GllI, 2 GIV, 2 GV, 2 GVI, 1
GVII, 1 GVIII, 1 Gl y GX) teniendo en cuenta a la secuencia del gen que codifica
a la capside. Aunque también, se ha propuesto complementar esta clasificacion
utilizando la region de la ARN polimerasa (RdRp) dividiendo a estos virus en 60
tipos P (Chhabra et al., 2019). Son virus de tamafo pequefios y presentan una
simetria icosaédrica de 28 a 35 nm de diametro. Su genoma esta compuesto por
una cadena de ARN de sentido positivo de aproximadamente 7,7 kb de longitud
y organizado en tres ORFs. EI ORF1 codifica una poliproteina que se escinde
postraduccionalmente en siete proteinas no estructurales (NS1 - NS7), que
participan en la replicacion viral; el ORF2 codifica la proteina principal de la
capside (VP1) que mantiene la estructura del virus junto con la proteina menor
de la capside (VP2) codificada en el ORF3 (Vinje et al., 2015) (Figura 2).

Son responsables de brotes y casos esporadicos de gastroenteritis agudas y la
principal causa de epidemias de gastroenteritis causadas por microorganismos
no bacterianos (Greening & Cannon, 2016; Amarasiri et al., 2019). Fueron los
primeros virus que se visualizaron en heces, mediante microscopia electronica
en un brote de gastroenteritis ocurrido en un colegio de Norwalk, Ohio; en ese
momento se les denomind virus Norwalk (Bellido Blasco, 2006; Ribes

Fernandez & Buesa Gomez, 2010).
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amino terminal) genoma capside
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trifosfatasa capside
P22 (NS4) Proteinasimilar a 3A Pol (NS7)- ARN polimerasa
dependiente de ARN

Figura 2. El genoma del Norovirus presenta tres marcos de lectura abiertos (ORF), designados
ORF 1, ORF 2 y ORF 3 que codifican ocho proteinas virales. ORF 1 codifica las seis proteinas
no estructurales (NS) que son procesadas proteoliticamente por la cisteina proteinasa codificada
viralmente (Pro). ORF 2 y ORF 3 codifican los componentes estructurales del virion, las
proteinas viraes VP1y VP2, respectivamente (tomada de Robilotti et al., 2015).

A mediados de la década de 1990, los NoV se dividieron principalmente en
genogrupos y genotipos basados en secuencias parciales de ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRp). Cuando mas secuencias estuvieron disponibles, la
clasificacion cambidé para designar genogrupos y genotipos basados en la
secuencia completa de aminoacidos de VP1 (Chhabra et al., 2019). En 2013
investigadores del grupo de trabajo de clasificacion de Norovirus (NCWG)
propusieron una nomenclatura estandarizada universal y un sistema de
tipificacidon para la genotipificacion de los NoV Gl y Gll utilizando el agrupamiento
filogenético de las secuencias de aminoacidos VP1 completas y se clasificaron
en seis genogrupos (Gl a GVI). Estos genogrupos se dividieron en mas de 40
genotipos (Chhabra et al., 2019; Fumian et al., 2019), con caracteristicas
antigénicas propias y virulencia variable (Bellido Blasco, 2006). Los NoV del
genogrupo Gl y Gll son los mas frecuentes que infectan a los humanos y se
dividen en 9 y 27 genotipos, respectivamente (Alam et al., 2016). Sin embargo,
solo un genotipo (Gll.4) ha sido la causa mas frecuente de infecciones en todo
el mundo (Fumian et al., 2019). Durante los ultimos afos, ocho variantes Gll.4
han estado circulando, cada una reemplazando una variante dominante anterior
y desde 2012, Gll.4 Sidney es la variante dominante a nivel mundial (Chhabra et
al.,, 2019). En 2014, por primera vez, en Asia se identificé la cepa Gll.17
Kawasaki que rapidamente se convirtié en un genotipo predominante en todo el
mundo. Esta cepa es mas virulenta y tiene la capacidad de escapar a la
inmunidad adquirida de infecciones previas con Gll.4. Presenta una mayor
estabilidad
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ambiental lo que contribuyd a su transmision generalizada en muchos paises
después del 2014 aumentando los brotes de gastroenteritis en varias regiones,
incluidas Asia y Europa (Chan et al. 2017; Lun et al. 2018; Hasing et al. 2019;
Chen et al. 2020).

Los sintomas comunes asociados con la infeccion por NoV son diarreas,
vomitos, nauseas y calambres estomacales, junto con fiebre leve, dolor de
cabeza, escalofrios, dolores musculares y fatiga (Lopman et al., 2015), que se
desarrollan dentro de las 12 a 48 h posteriores a la exposicion, y la mayoria de
las personas inmunocompetentes mejoran después de 1 a 3 dias de haber
comenzado con los sintomas. Los sintomas en la mayoria de los pacientes se

resuelven por si solos (Teunis et al., 2008).

La incidencia de los brotes provocados por NoV no parece variar mucho entre
paises de bajos ingresos y de ingresos medios y altos, lo que los convierte en
la principal causa de enfermedades diarreicas a nivel global, con alrededor de
18 casos por cada 100 personas (Randazzo et al., 2018). Causan 685 millones
de casos de diarrea cada ano. Aproximadamente 200 millones de casos son
en ninos menores de 5 afios y se estima que causan la muerte de unos 50.000
nifos cada ano, principalmente en los paises en desarrollo. Sin embargo, la
enfermedad por norovirus es un problema tanto en los paises de bajos
ingresos como en los de ingresos altos. Se estima que anualmente los
norovirus originan costos de 60.000 millones de dolares en el mundo, en

concepto de atencién médica y pérdida de productividad (CDC, 2024).

NoV ocupa el segundo lugar después de los rotavirus del grupo A como
agentes etiolégicos causantes de gastroenteritis grave en edades jovenes
(Prado et al., 2014, Lin et al., 2021). Sin embargo, en un trabajo realizado con

muestras clinicas en China en el periodo de 2009 a 2018, en pacientes con

cuadros de diarrea aguda en adultos (=18 afos), el norovirus fue el principal

patdégeno, seguido por el rotavirus A y el astrovirus (Wang et al., 2021).
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En un trabajo realizado en Vietnam, el 78% de brotes estuvo relacionado al
mismo genotipo (53/68) y en Japon se reportaron 39 brotes entre diciembre de
2001 y abril de 2006 (Ritchie, 2018). Nuevas variantes de Gll.4 emergen cada 2-
3 anos y se convierten en la principal causa de epidemias globales de
gastroenteritis agudas (Kim et al., 2013). En el invierno de 2014-2015, una
nueva variante del NoV Gll.17 surgidé y se hizo predominante en Huzhou, China
y remplazdé a la cepa Gll.4 Sidney 2012 que circulaba anteriormente. Sin
embargo, ese predominio fue temporal y nuevamente el Gll.4 es el prevalente a
nivel mundial (Cheng et al., 2020).

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud declaré que deberia ser una
prioridad absoluta desarrollar una vacuna contra el NoV, pero a pesar de esto,
lamentablemente actualmente no existe ninguna vacuna aprobada contra el
NoV (Zhang et al., 2021). Actualmente, estan en diferentes fases de ensayos
clinicos el desarrollo de tres tipos de vacunas contra el NoV: particulas similares
a virus (VLP) no replicativas, particulas P y adenovirus recombinantes (Zweigart
et al, 2021). Las investigaciones sobre la vacunacion contra el norovirus indican
que puede reducir la incidencia de la gastroenteritis relacionada con el
norovirus, aunque en la literatura existe escasa informacion al respecto. Un
articulo destacado concluyé que la vacunacion pediatrica en guarderias podria
reducir significativamente las infecciones vy, si bien las vacunas estan asociadas
a diferentes costos econdmicos, ofrecen ganancias en afos de vida ajustados
por calidad (DALYS) (Esposito, 2020).

|.3.3 Rotavirus

Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y se clasifica en ocho serogrupos
antigénicos (A a H) y dos especies provisionales (I y J) que infectan humanos y
animales, clasificados segun una glicoproteina de la capside interna. Sélo los
grupos A, B y C infectan al ser humano, y el resto afectan a otros animales,

siendo el rotavirus del grupo A (RVA) la especie mas comun que causa GA en
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humanos. (Bellido Blasco, 2007). La particula viral tiene aproximadamente 100
nandmetros (nm) de diametro, desnuda, con simetria icosaédrica y esta
constituida de tres cubiertas concéntricas de proteinas que rodean el genoma
viral y se denominan (de adentro hacia afuera) de la siguiente manera: Capside
interna (o Core viral), Capside intermedia y Capside externa (McClain et al.,
2010).

Los rotavirus fueron descubiertos por primera vez por Bishop y colaboradores
(1973) a través del analisis por Microscopia Electréonica (ME) de células
epiteliales del duodeno de nifios con gastroenteritis aguda (GA), donde
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 colaboradores
(1974) en la materia fecal de nifos con la misma sintomatologia. 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 y
fueron constituidos como un nuevo género denominado Rotavirus, dentro de la
familia Reoviridae (Flewett & Wood, 1978).

Las proteinas de la capa exterior VP7 y VP4 son la base de un sistema de
clasificacion binaria para G tipos (glicoproteina) y P tipos (proteina sensible a
proteasa), respectivamente. Los genotipos G y P del RVA se definen segun
diferencias en la secuencia de nucleétidos de los genes VP7 y VP4. Al menos
42 genotipos G y 58 genotipos P han sido definidos (RCWG 2018). Poseen un
genoma de ARN doble hebra (ARNdh) segmentando, formado por 11
segmentos, denominados segmentos genomicos. Los 11 segmentos gendmicos
varian en longitud entre 667 pb (segmento 11) a 3.302 pb (segmento 1), y cada
uno de ellos codifica para una proteina viral, con excepcion del segmento 11 que
puede codificar para 2 proteinas (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 estan compuestos por una

hebra de polaridad positiva y otra de polaridad negativa que se aparean
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completamente de punta a punta, garantizando una mayor estabilidad del

segmento genomico (Estes & Greenberg, 2013). (Figura 3)
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Figura 3- Estructura del genoma del virus rotavirus. Se muestran los segmentos de ARN (en
nucledtidos) en sentido positivo. Las lineas en los extremos 5' y 3' representan las regiones no
codificantes. Se enumeran en negrita funciones clave de las proteinas (Estes & Greenberg, 2013).

Rotavirus es la causa mas comun de GA en nifios a nivel mundial y se estima
que la infeccion por rotavirus representa el 39% de los pacientes con diarrea
menores de 5 afos de edad ingresados en el hospital y aproximadamente

200.000 muertes cada afo ocurren por dicha causa (Kotloff et al., 2017).

Afecta principalmente a lactantes y nifios pequenos, con mayor gravedad entre
los 6 y 24 meses de edad, mientras que los neonatos suelen presentar
infecciones leves o asintomaticas. Su transmision es global, con mayor

incidencia en invierno en paises templados y persistencia endémica en regiones
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tropicales y aunque los adultos pueden ser reservorios del virus, los principales

propagadores son los nifilos con diarrea (Simhon, 1985)

El periodo de incubacion es de 1 a 3 dias y el virus, en general, se excreta
durante 5 a 7 dias. La infeccion puede ser leve o grave, pudiendo llegar a
provocar la muerte por deshidratacion. La mayoria de los nifios sufren vomitos,
seguidos de diarrea y fiebre asociada, causando cuadros de deshidrataciéon
severos (Carlson et al. 1978; Middleton 1978; Estes et al., 1983).

A partir del 2006, mas de 100 paises han introducido la vacuna contra el rotavirus
en sus programas de vacunacion de manera obligatoria (Burnett et al., 2020). De
forma general, entre los nifios <5 afos se ha observado una reduccion media del
59% en las hospitalizaciones por rotavirus, del 36% en las hospitalizaciones y
mortalidad por GA luego de introducida la vacuna a los esquemas de vacunacion
(Burnett et al., 2020). Un estudio en Peru observd que, tras la vacunacion
generalizada, la prevalencia de infecciones por rotavirus entre los casos
hospitalizados por GA disminuy6 significativamente, lo que refleja la eficacia de
la vacuna en reducir la gravedad de los casos en menores de 5 anos (Juliao et
al., 2021). En este contexto, también se ha observado un aumento en la
proporcion de otros virus como norovirus y calicivirus, que se convierten en
agentes importantes de GA después de reducir la carga de rotavirus (Bennett et
al., 2020). En Sedul, Corea del Sur, se observé una marcada disminucion de
hospitalizaciones de nifios por rotavirus luego de implementada la vacunacion

respecto a la era pre vacuna (Shim et al., 2016).

En lo que se refiere a la epidemiologia molecular de rotavirus, en un trabajo
realizado en 5 regiones de Brasil con muestras clinicas se observo que el
genotipo G3P[8] fue el mas prevalente durante dos afios de estudio (84% en
2018 y 66% en 2019), y la posterior secuenciacion de algunas muestras
demostré que pertenecian al genotipo emergente de tipo equino G3P[8]
(Gutierrez et al.,, 2020). En otro trabajo realizado en Argentina donde se
compararon eras pre y pos vacuna se evidencié la presencia del genotipo
G2P[4] como el mas prevalente en el periodo post vacunacion, sugiriendo un

cambio en la dinamica de los genotipos circulantes (Santos et al., 2017).
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I.4 Vigilancia molecular de virus gastroentéricos en ambiente

Desde el descubrimiento del ADN como molécula portadora de la informacion
genética heredable, ha sentado las bases para el desarrollo de las técnicas de
biologia molecular que han revolucionado los procedimientos de deteccién vy
caracterizacion de diferentes patégenos. El desarrollo de dichas técnicas
basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) junto con la
tecnologia de secuenciacion del ADN, han proporcionado una gran metodologia
sensible y especifica para determinar la circulacion de diversos virus y estudiar

su epidemiologia (Artika et al., 2020).

La secuenciacidon por Sanger ha revolucionado varios campos de la
investigacion, desde la medicina y la genética hasta la agricultura y la
conservacion de la biodiversidad. Con los conocimientos obtenidos del analisis
gendmico, los cientificos pueden desarrollar terapias dirigidas, mejorar el
rendimiento de los cultivos, rastrear brotes y prevenir enfermedades (Peraza et
al., 2017).

En la ultima década hemos observado una explosion en la tecnologia
concerniente a la secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing) donde encontramos diferentes metodologias que nos permiten
obtener un profundo conocimiento de la diversidad viral presente en una
determinada muestra (Hjelmso et al. 2017). El término secuenciacion de nueva
generacion (NGS) hace referencia a las tecnologias disefadas para analizar

gran cantidad de ADN de forma masiva y paralela (Rubio et al., 2020).

Varios estudios han realizado la vigilancia ambiental de estos virus en aguas
residuales como una forma efectiva de obtener informacion de la epidemiologia
molecular de los virus circulantes en la poblacién a través de la red de
saneamiento también puede ser un método util para la deteccion incipiente de
brotes provocados por estos y proveer una alerta temprana antes de que éstos
sean registrados en los pacientes de las instituciones de salud (Barril et al.,
2010; Hellmer et al., 2014; Tort et al., 2015a; Olesen et al., 2021).
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Las aguas residuales contaminadas sirven como un reservorio importante de
virus, que puede variar segun la region (caracteristicas geograficas y climaticas),
el nivel de desarrollo y/o el estado de salud de la poblacion y las practicas de
gestion de las aguas residuales. La vigilancia molecular mediante la
secuenciacion por Sanger y NGS de virus patdégenos en aguas residuales se
utiliza para estudiar la circulacion de los diferentes genotipos en una poblacién y
poder predecir brotes de enfermedades (Bleotu et al., 2024). La identificacion y
genotipificacidon por medio de la secuenciacion por Sanger de las diferentes
cepas de virus gastroentéricos es de gran importancia. En aguas residuales en
los Estados Unidos, asi como también en las aguas subterraneas y rios en
Nepal, se identificaron astrovirus humanos clasicos de tipos 6 y 7, astrovirus VA
emergentes de tipo 5 y recombinantes putativos. La prevalencia de astrovirus
clasicos y VA se observo durante los meses mas frios, mientras que fue durante
los meses mas calidos que se detectaron los astrovirus MLB (Hata et al., 2018).
En un trabajo realizado por Wu y colaboradores (2020) con muestras clinicas en
Shanghai, China, se observé que HAstV mostré una estacionalidad tipica de
invierno/primavera y fue mas alta su prevalencia en el grupo de edad de 5 a 14
afos. Las muestras fueron secuenciadas por Sanger revelandose que HAstV-1
fue el genotipo mas prevalente, seguido de HAstV-5, HAstV-4, HAstV-2, HAstV-
8 y HAstV-3. Fue observado un aumento dramatico en la prevalencia de HAstV-
4 desde diciembre de 2015 hasta marzo de 2016, y las cargas virales de HAstV-

4 fueron significativamente mas altas que las de otros genotipos.

Fumian y colaboradores (2019) utilizaron la NGS para determinar los genotipos
de Norovirus Gll encontrados en el afluente, el efluente primario y el efluente
secundario de una planta de tratamiento de aguas residuales en Rio de Janeiro,
Brasil. Los resultados demostraron la prevalencia de 6 genotipos principales de
NoV Gll en las muestras de aguas residuales. Estos datos se compararon con
los datos clinicos correspondientes como parte de una vigilancia de la circulacién
de cepas pandémicas y epidémicas de norovirus en el area examinada y se
encontré que dos cepas de norovirus, GII.5 y GIl.7, eran prevalentes en las
muestras de aguas residuales, pero no se detectaron en las muestras clinicas,
indicando que estas cepas pueden provocar infecciones asintomaticas o leves,

gue no se reportan en los sistemas de vigilancia epidemiolégica de salud publica.
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Martinez-Puchol y colaboradores (2020) utilizaron NGS para determinar la
distribucidén de virus en tres plantas de tratamiento de aguas residuales en la
ciudad de Barcelona, Espafia. Los analisis de secuenciacion mostraron que las
tres plantas de tratamiento de aguas residuales tenian una distribucion similar
de tipos de Adenovirus (HAdV), Papilomavirus y Enterovirus humanos. En un
trabajo realizado en Estados Unidos donde se analizaron muestras de lodos
crudos y digeridos de plantas de tratamiento de aguas residuales, la NGS mostro
que, ademas de los virus generalmente asociados con infecciones
gastrointestinales, las muestras de lodos examinadas tenian una abundancia de
virus asociados con enfermedades respiratorias incluyendo a los HAdV tipos B 'y
C, Bocavirus y Coronavirus HKU1, que pueden transmitirse por via aérea
(propagaciéon por goticulas) o por fomites. Miura y colaboradores (2021)
investigaron a los RVA mediante secuenciacion MiSeq de lllumina en muestras
de agua ambientales recolectadas de una planta de tratamiento de agua potable
entre abril de 2019 y marzo de 2020 donde se identificaron los genotipos
humanos G8, G3 y G2, con predominio de G8 en muestras tomadas durante la
temporada epidémica de rotavirus entre abril y junio. También se detectaron los
genotipos porcinos G5, G11 y G4 y bovinos G10 y G6. El analisis de la secuencia
de VP4 revelo que el genotipo humano P[8] estuvo presente durante todo el ano,
mientras que P[4] y P[9] estuvieron presentes solo en la temporada epidémica.

También se detectaron las cepas de la vacuna P[5] y P[8] (RotaTeq®).

En un trabajo realizado en Argentina en agua de rio en una zona de playa se
detecto astrovirus y se caracteriz6 molecularmente evidenciando la circulacion
de HAstV-3, 5y 7 (Masachessi et al., 2018). En otro trabajo realizado en una
planta de tratamiento de aguas residuales en Rio de Janeiro, Brasil, se detectd
la circulaciéon de HAstV-1 (Fumian et al., 2013). En un estudio realizado en aguas
residuales en Japon se identificaron secuencias pertenecientes a los clados
MLB2, VA1 y VA2 (Hata et al., 2015). En China, VA2, MLB1 y VA1 fueron los
subtipos mas comunes en aguas residuales seguidas de VA5, MLB2 y VA3 (Tao
et al 2019). En otro trabajo realizado en muestras clinicas en toda China donde
se estudiaron pacientes con diarrea aguda, astrovirus fue detectado como uno
de los agentes causantes de dichos casos, en adultos mayores de 18 afos junto
a norovirus y rotavirus Ay no en nifios y adolescentes (Wang et al., 2021). En un
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trabajo realizado por Kumthip y colaboradores (2023) en Tailandia en aguas
ambientales, astrovirus fue el que presenté un mayor porcentaje de deteccidn
frente a otros cinco virus gastroentéricos entre los que se encontraron adenovirus
y rotavirus, siendo todas las cepas detectadas de astrovirus pertenecientes a
MLB1 (Kumthip et al., 2023).

En playas de agua dulce de la zona de Belém, Brasil, se observé una positividad
de NoV de 38% (39/104) de las muestras de agua superficial, y el genogrupo Gl
(69%) fue observado con mayor frecuencia que el GIl (26%), con una
cocirculacion de ambos genogrupos en dos muestras (5%) (de Deus et al., 2019).
En Argentina, en un trabajo realizado a partir de muestras de brotes de
gastroenteritis, en el 62% de las muestras analizadas se detectd norovirus y en
el 7% rotavirus (Degiuseppe et al., 2020). En un trabajo realizado en aguas
residuales de diferentes ciudades del Uruguay, se evidencié una alta circulacion
de diferentes genotipos de norovirus Gl y Gll e interesantemente, se observo el
reemplazo de la variante New Orleans 2009 por la variante Sydney 2012 (Victoria
et al., 2016).

En un trabajo realizado en Africa, los genotipos mas frecuentemente
encontrados de RVA entre el 2006 y 2016, fueron el G1 (33%), seguido del G2
(17%), G3 (10%), G9 (9%) y G12 (8%) entre los tipos G. Los tipos P mas
comunes fueron P[8] (49%) seguido de P[6] (23%) y P[4] (12%) y la combinacion
G1P[8] (23%) fue la mas encontrada seguida por G2P[4] (8%), GOP[8] (7%) y
G2P[6] (5%). El norte de Africa present6 la mayor prevalencia del genotipo P[8]
(66%). Esta revision proporciona una vision integral de las cepas de rotavirus
que circulan en Africa, que pueden ser importantes a la luz de las nuevas
vacunas contra rotavirus (Ouermi et al., 2017). En Tailandia en un estudio
realizado por Kittigul y colaboradores (2021), el genotipo mas frecuentemente
detectado fue G1, seguido por G3, G9, G2 y G6 para los G-tipos, mientras que
para los P-tipos fue P[6].

En Uruguay, se han realizado estudios de estos tres virus entéricos tanto en
muestras clinicas como en muestras de aguas residuales en las cuales se ha
observado una alta circulacion de diferentes estirpes virales en elevadas

concentraciones, evidenciando no solo la contaminacion de los cuerpos de agua
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utilizados para diferentes fines por parte de estas aguas residuales
contaminadas sino también la presencia de una amplia diversidad genética de
estos virus entéricos en la poblacién local donde fueron realizados estos estudios
(Berois et al. 2003, Lizasoain et al. 2015, Victoria et al. 2014, 2016, Tort et al
2015a, 2015b).

Un estudio realizado en nuestro pais por Lizasoain y colaboradores en 2015, en
aguas residuales de cuatro ciudades riberenas del Rio Uruguay, demostro la
circulacion en dichas poblaciones de MLB-1 y los clasicos HAstV-1, HAstV-2 y
HAstV-5.

I.5 Analisis Cuantitativo de Riesgo Microbiologico (QMRA)

El desarrollo de metodologias moleculares, como la PCR en tiempo real (QPCR),
permite detectar y cuantificar particulas virales en muestras clinicas y en
diferentes entornos ambientales. Esto ha facilitado la creacion de herramientas
para evaluar los riesgos a la salud asociados a la exposicion a virus entéricos en
cuerpos de agua utilizados para actividades especificas, como las aguas
superficiales destinadas a la recreacion o las aguas destinadas al consumo
humano. Estas metodologias moleculares han contribuido en estos analisis ya
que muchos de estos virus no presentan cultivo celular estandarizado o son
considerados “virus fastidiosos” por su dificultad de crecer y generar efecto
citopatico en una linea celular permisiva. La metodologia mas utilizada para
determinar este riesgo es el modelaje probabilistico de la evaluacion cuantitativa
del riesgo microbiolédgico (Quantitative microbial risk assessment - QMIRA). Por
medio de este enfoque se puede determinar el riesgo de infeccion de diferentes
patdgenos, entre ellos virus entéricos, en diversas matrices acuaticas con la
finalidad de preservar la salud de los individuos que utilizan dichas aguas para
un determinado fin (Chigor et al. 2014, Prez et al. 2015, Vergara et al. 2016). El
QMRA se ha utilizado para comprender mejor la magnitud y el origen de los
riesgos de enfermedad, las contribuciones de las diferentes vias de transmisidn
y las oportunidades para implementar intervenciones con el fin de prevenir o

mitigar infecciones (Brouwer et al., 2018).
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Es una herramienta utilizada para el modelado y caracterizacion de la exposicion
a patogenos presentes en el medio ambiente o alimentos utilizando un modelo
dosis-respuesta. Los modelos utilizados en el analisis de riesgo se componen de
una serie de pasos que son ejecutados reiteradas veces para generar una
distribucion de resultados pudiendo asi obtener un analisis probabilistico. En la
década de 1980, el QMRA inicialmente fue aplicado para estimar el riesgo de
contraer enfermedades causadas por patdogenos transmitidos por el agua,
utilizando funciones que se ajustaban a datos publicados en la literatura, y a
partir de ese momento se han utilizado en diversos entornos de riesgo. Los
avances tecnoldgicos y metodolégicos han continuado con la finalidad de
mejorar esta herramienta, y ha sido adoptado como marco de evaluacién en
muchos ambitos (Carmona et al., 2011; Galdos-Balzategui et al., 2017; Brouwer
et al.,, 2018). Los modelos de dosis-respuesta se utilizan para examinar los
modos de transmisidn y las estrategias optimas de intervencion por parte de las
autoridades. La eleccién del modelo a utilizar a menudo depende de las vias de
transmision especificas, de los patrones de enfermedad observada en un

contexto determinado y del patdogeno en evaluacion (Brouwer et al., 2018).

La caracterizacidn del riesgo en el modelo QMRA puede realizarse de dos ma-

neras:

1. Determinista: Se utilizan valores unicos, como las medias de las concen-
traciones, para describir las variables del modelo. En este enfoque, se
seleccionan y combinan estimaciones fijas de cada variable en la evalua-
cion de la exposicion y sus efectos, con el fin de calcular el riesgo para la
salud (Haas et al., 1999).

2. Probabilistica: Se emplean distribuciones estadisticas para representar
las variables del modelo, lo que permite reflejar de manera mas precisa la
incertidumbre y variabilidad inherentes a la mayoria de ellas. Este enfoque
ofrece una vision mas realista del riesgo al considerar la naturaleza esto-

castica de los factores involucrados (Haas et al., 1999).
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El analisis por QMRA esta compuesto por los siguientes pasos: identificacion de
peligros, evaluacion de la exposicion, modelado de dosis-respuesta y

caracterizacién de los riesgos (Haas et al., 1999).

La identificacidn de peligros en la evaluacion de riesgos define su alcance y
propésito, seleccionando los patogenos relevantes mediante un equipo
interdisciplinario. Este equipo aborda preguntas clave sobre los peligros, sus
impactos en la salud, vias de exposicidn y eventos peligrosos. El enfoque
escalonado del QMRA permite priorizar riesgos, determinar la urgencia de los
problemas, y asignar recursos de manera efectiva, comenzando con una
evaluacion inicial y avanzando hacia estudios mas detallados si es necesario
(Haas et al., 1999).

La evaluacion de la exposicion determina con qué frecuencia y en qué cantidad
las personas entran en contacto con patdgenos a través de rutas peligrosas
previamente identificadas. Para ello, se necesitan datos precisos sobre la
concentracion de patégenos en el agua, su eliminaciéon en los procesos de
tratamiento y caracteristicas de la poblacién expuesta, como su composicion
demografica y la frecuencia con la que se enfrenta a estos riesgos (Haas et al.,
1999).

El modelado dosis-respuesta analiza el impacto en la salud de los peligros
identificados para una poblacion especifica, considerando efectos como
secuelas, gravedad, duracion de enfermedades y la relacién entre la dosis
ingerida y la probabilidad de infeccion, enfermedad o secuelas. También se
determinan las probabilidades de morbilidad y mortalidad asociadas a cada
patogeno de referencia (Haas et al., 1999). Las ecuaciones dosis-respuesta para
cada patdgeno de referencia consisten en funciones matematicas que combinan
la dosis (cantidad de patégeno ingerido) derivado de la evaluacién de la
exposicion para calcular la probabilidad individual esperada de infeccion (Pinf)
por exposicion por evento de bafio (Federigi et al., 2020). La dosis ingerida de
cada patdgeno se calcula por ejemplo, como el producto entre las
concentraciones de los patdégenos en las aguas de bafo y la distribucion del
volumen de agua ingerida por los bafistas (Dufour et al., 2017).
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La caracterizacidén de los riesgos integra datos de exposicion y efectos en la
salud para evaluar la probabilidad y gravedad de impactos adversos en la
poblacidén expuesta. Esto genera una medida cuantitativa del riesgo, que puede
expresarse en distintas escalas de tiempo, desde exposiciones unicas hasta
multiples eventos anuales (Haas et al., 1999). El riesgo puede cuantificarse en
diferentes criterios de valoracién, incluida la probabilidad de infeccidén y la
probabilidad de enfermedad. En este analisis es importante incluir la variabilidad,
como las concentraciones de los patdégenos en un rio y la incertidumbre, que se
refiere a la falta de comprension y/o incapacidad para medir ciertos parametros
(Haas et al.,, 1999). El riesgo para la salud es calculado combinando las
distribuciones estadisticas y utilizando métodos de Monte Carlo (Haas et al.,
1999).

A nivel global en paises con sistemas avanzados de gestion de agua potable, el
QMRA se ha incorporado a los sistemas de agua municipales como parte de un
cambio de enfoque en la industria del agua potable, adoptando una
planificacion basada en la seguridad del agua y la evaluacién de riesgos. Su
objetivo principal es reducir el riesgo de infecciones en la poblacién (Hamouda
et al., 2018).

En algunos paises como Australia, Estados Unidos y Nueva Zelanda, el QMRA
se aplica de forma rutinaria en las regulaciones acerca de las aguas destinadas
a fines recreativos, especialmente bafios (NHMRC, 2008; MfE, 2017; USEPA,
2017).

En un trabajo previo realizado por nuestro equipo, se evalud el riesgo de
infeccion por RVA en aguas con fines recreativos de las cuencas del rio
Uruguay y Santa Lucia de forma deterministica. Se pudo observar que los
riesgos de infeccidén por RVA al utilizar dichas aguas con fines recreativos
variaron entre un 3% y un 68%, correspondiendo la probabilidad mas alta de
infeccion al Rio Uruguay y las mas baja al Rio Santa Lucia (Bortagaray et al.,
2020).
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Seccion ll- Relevancia

La recreacion en ambientes acuaticos representa una actividad habitual y de
gran valor social en diversas comunidades, particularmente durante la tempo-
rada estival. Sin embargo, multiples estudios epidemioldgicos han evidenciado
que la exposicion a aguas recreativas contaminadas, ya sea por descargas de
aguas residuales domésticas o escorrentias pluviales, esta estrechamente aso-
ciada con un incremento en el riesgo de infecciones entéricas causadas por virus
de transmision hidrica, tales como rotavirus (RVA), norovirus (NoV) y astrovirus
(HAstV) (Wade et al., 2018). En este contexto, la identificacion precisa de los
genotipos virales que circulan en diferentes regiones geograficas constituye un
insumo critico para la vigilancia epidemiolégica y la toma de decisiones en salud
publica. Dicha caracterizacion permite discriminar entre cepas vacunales y no
vacunales, reconocer variantes con mayor virulencia, y disefar estrategias pre-
ventivas adecuadas para minimizar el impacto sanitario de estos agentes infec-
ciosos. Esta informacidn es especialmente relevante para la proteccion de gru-
pos vulnerables, como los nifios, y para la planificacion de acciones en centros

de atencidn primaria y entornos educativos de la primera infancia.

En Uruguay, los estudios sobre el riesgo microbioldgico asociado a virus entéri-
cos en cuerpos de agua dulce han sido escasos. En este sentido, nuestro grupo
de trabajo desarrollé el primer estudio nacional de Evaluacién Cuantitativa del
Riesgo Microbiologico (QMRA) en aguas de los rios Santa Lucia y Uruguay, em-
pleando un enfoque deterministico (Bortagaray et al., 2020). La experiencia ad-
quirida en dicha investigacidén permitié reconocer la necesidad de incorporar me-
todologias probabilisticas mas representativas de la complejidad ambiental y epi-
demioldgica. A partir de esta base, el presente estudio se propone también eva-
luar el riesgo microbiol6gico de infeccion por virus gastroentéricos en el balneario
Las Canas, con énfasis en las actividades recreativas y de pesca. Este abordaje
incluye la caracterizacion molecular de virus en aguas residuales de ciudades
riberefias del Rio Uruguay, lo cual permitira generar evidencia cientifica de alto

valor para la gestion de riesgos sanitarios y ambientales.

La relevancia de esta investigacion radica en su potencial para fortalecer la vigi-

lancia ambiental de virus entéricos, optimizar la gestion de aguas residuales,
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mejorar las practicas de saneamiento y, en ultima instancia, garantizar ambien-
tes recreativos mas seguros. Ademas, los resultados obtenidos podran contribuir
al desarrollo de politicas publicas orientadas a la prevencion de enfermedades

hidricas, promoviendo asi el bienestar y la calidad de vida de las comunidades

expuestas.
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Seccidn lll- Hipbtesis

En las aguas residuales de las ciudades riberenas del Rio Uruguay como lo son Bella Unién,
Salto y Fray Bentos, circula una elevada diversidad de estirpes de virus gastroentéricos,
cuya presencia implica un riesgo potencial de infeccién para los usuarios del rio en

actividades recreativas y de pesca.

Seccion IV- Objetivos
IV.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente los principales virus gastroentéricos que circulan
en poblaciones ribereinas del Rio Uruguay y evaluar el riesgo microbioldgico de

infeccidn de dichos virus en este rio.

IV.2 Objetivos especificos:

-Realizar la caracterizacion molecular de Rotavirus, Norovirus y Astrovirus
humanos en las poblaciones riberefias del Rio Uruguay en las ciudades de Bella
Union, Salto y Fray Bentos por diferentes metodologias ( Sanger y NGS) con un

enfoque de epidemiologia basada en aguas residuales.

- Evaluar cuantitativamente el riesgo microbiolégico de infeccion por estos virus
gastroentéricos en banistas del balneario Las Cafias y pescadores de la ciudad

de Fray Bentos en el Rio Uruguay.
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Seccién V- Resultados

Los resultados de esta tesis se presentan principalmente en formato de articulo
cientifico, ya que durante su desarrollo y cumplimiento de los objetivos
especificos se lograron dos publicaciones en revistas cientificas internacionales
con revisidn por pares e indexadas en bases de datos reconocidas. Ademas, se
incluyen algunos resultados inéditos, los cuales servirdan como base para un
tercer articulo en proceso de elaboracidn. Esta seccion se organiza en tres
capitulos que muestran los hallazgos de la tesis en relacion con los objetivos
especificos: la caracterizacion molecular mediante secuenciacion por la
tecnologia de Sanger y NGS y la evaluacion cuantitativa de riesgo microbiol6gico
(QMRA). Los resultados de la secuenciacion por la tecnologia de Sanger y el
analisis de QMRA se presentan en formato de articulo cientifico, al haber sido
publicados en revistas arbitradas, mientras que los hallazgos de la secuenciacién
por la tecnologia de NGS se estructuran en un formato de articulo cientifico en

preparacion.
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Capitulo I: “Caracterizacion molecular de virus gastroentéricos en las
poblaciones riberefias del Rio Uruguay "

Los principales agentes virales causales de gastroenteritis aguda (GA) en nifios y adultos a
nivel mundial son el rotavirus del grupo A (RVA), astrovirus humano (HAstV) y norovirus
(NoV). El objetivo correspondiente a este capitulo fue realizar la caracterizacion molecular de
RVA, NoV y HAstV humanos en las poblaciones riberefias del Rio Uruguay —
especificamente en las ciudades de Bella Union, Salto y Fray Bentos— mediante
secuenciacion por Sanger, con un enfoque de epidemiologia basada en aguas residuales
(Wastewater-Based Epidemiology, WBE).

Metodologia

Se analizaron 36 muestras de aguas residuales colectadas en Bella Unién, Salto y Fray
Bentos, durante el periodo 2017-2018. Las muestras fueron concentradas, luego se hizo la
extraccion del acido nucleico y posteriormente la transcripcion reversa. Se realizaron pcr
cuantitativa y cualitativa para RVA, NoV GI, NoV GIl y HAstV. Cabe destacar que se
colectaron muestras en la ciudad de Paysandu, las cuales resultaron negativas para todos
los virus analizados mediante PCR en tiempo real. Posteriormente, se confirmd con
informacion de OSE que en ese punto ya no circulaban aguas residuales, motivo por el cual
se decidi6 excluir ese sitio del estudio publicado.

Como control del proceso de laboratorio, todas las muestras fueron inoculadas con el fago
PP7 antes de iniciar la concentracion viral, con el fin de evaluar la eficiencia de recuperacién
y detectar posibles inhibiciones en la amplificacion. Posteriormente, se realiz6 una PCR
multiplex en tiempo real para RVA y PP7, observandose inicialmente inhibicion de la
reaccion. Para resolverlo, se generé un nuevo cDNA utilizando una diluciéon 1:10 del &cido
nucleico extraido, lo que permitié eliminar la inhibicion y lograr un 100% de deteccién del
control PP7, asegurando asi la confiabilidad de los resultados.

Resultados y discusion

El virus mas frecuentemente detectado fue RVA (50%), seguido de HAstV (39%), NoV GlI
(36%) y NoV Gl (25%). Las cepas de RVA se caracterizaron genéticamente como P[8] y G3,
segun los genes VP4 y VP7, respectivamente. Entre las muestras positivas para norovirus se
identificaron los genotipos Gl.2, GI.3, GI.5, Gl.6 y GI.7, mientras que para NoV Gl se
detectaron los genotipos GII.6, GIl.2 y Gll.4. En el caso del astrovirus humano, se identifico
un Unico genotipo perteneciente al HAstV MLBL1.

El enfoque basado en epidemiologia en aguas residuales permitid obtener un panorama
representativo de la diversidad genética y la co-circulacién de estos virus entéricos en las
tres ciudades de la cuenca del Rio Uruguay durante 2017-2018.

Estos hallazgos refuerzan la relevancia de la vigilancia ambiental como herramienta
complementaria a la vigilancia clinica para el seguimiento epidemioldogico de los agentes
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etiologicos de gastroenteritis aguda, ya que la WBE incluye tanto a individuos sintoméaticos
como asintomaticos, ofreciendo una cobertura poblacional méas amplia.
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Abstract

Group A Rotavirus, Human Astrovirus, and Norovirus (RVA, HAstV, and NoV) are recognized as the major causative agents
of acute gastroenteritis in children and adults worldwide. The aim of this study was to determine the prevalence and molecular
epidemiology of RVA, HAstV, and NoV in wastewater from three cities in Uruguay. Thirty-six samples from Bella Unién,
Salto, and Fray Bentos cities were analyzed using quantitative and qualitative PCR. RVA was the most frequently detected
virus (50%), followed by HAstV (39%), NoV GII (36%), and NoV GI (25%). RVA strains were characterized as P[8] and G3
based on the VP4 and VP7 genes, respectively. Among NoV-positive samples, genotypes GI.2, GI.3, GL.5, G1.6, G1.7, GII.2,
GIL.6, and GII.4 were detected, and only one HAstV genotype (MLB1) was found. Our wastewater-based epidemiological
approach provides a snapshot of the overall genetic diversity of these viruses in three cities of the Uruguay River basin during
2017-2018. These findings reinforce the importance of this environmental surveillance tool for monitoring epidemiological

trends of enteric viruses circulating in the population, which can be used to guide public health intervention.

Keywords Wastewater - Enteric viruses - Molecular characterization

Introduction

Enteric viruses are a group of viruses that infect and repli-
cate in the gastrointestinal tract of the host, causing different
diseases such as gastroenteritis, encephalitis, or viral hepa-
titis. Their mode of transmission is through the fecal-oral
route, being therefore, commonly found in wastewater.
(Banyai et al., 2018). These viruses in wastewater frequently
contaminate rivers and lakes constituting a source of infec-
tion when people enter in contact with these recreational
environments. Their transmission is very efficient since they
are frequently excreted in high concentrations (reaching up
to 10'! viral particles per gram of fecal matter) in the feces
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of infected people, persist for long periods of time in the
environment, and present a low infective dose (Banyai et al.,
2018). Viral acute gastroenteritis (VAGE) is a major cause
of morbidity and mortality in infants less than 5-years-old
mainly in developing countries (Ghssein et al., 2018; Gupta
et al., 2017). Diarrheal disease is the second most important
cause of death in children under five years old, with 1.7 bil-
lion cases and 525,000 deaths annually in children in this
age group, worldwide (WHO, 2017).

Within the enteric viruses, Group A Rotavirus (RVA),
Human Astrovirus (HAstV), and Norovirus (NoV) are
recognized as the main cause of gastroenteritis in humans
worldwide (Estes & Greenberg, 2013, Robilotti et al., 2015;
Vu et al., 2017). RVA belongs to the family Reoviridae and
possesses a genome composed of 11 segments of double-
stranded RNA. The current classification of RVA genotypes
is based on the sequence of the VP7 gene (which encodes the
G-capsid protein) and VP4 gene (which encodes the P-cap-
sid protein), and at least 36 G genotypes and 51 P genotypes
have been identified (RCWG, 2018). Human Astroviruses
belong to the Astroviridae family and are classified into clas-
sical HAstV, Melbourne (MLB) clade, and Virginia clade
(VA) according to the International Committee on Taxon-
omy of Viruses (ICTV, 2018). Classical HAstVs consist in
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1-8 genotypes (HAstV-1-8), while the MLB and VA clades
are genetically distinct from classical HAstVs and present a
near genetic relationship with animal astroviruses (Arowolo
et al., 2020). Finally, NoV belongs to the Caliciviridae fam-
ily and is subdivided into 10 genogroups (G), GI to GX, with
GI and GII (which include human strains) further divided
into 9 and 27 genotypes, respectively (Chhabraetal., 2019).

RVA during 2015-2016 in wastewater treatment plants
(WWTP) in Catalonia, Spain was detected in the 90% of the
samples demonstrating high prevalence of circulation in this
population with the presence of genotypes G2, G3, G9, G12,
P[4], P[8], P[9], and P[10] (Silva-Sales et al., 2020). Con-
sidering RVA molecular epidemiology in Iran, genotypes
G10 and G1 were the predominating genotypes detected in
treated and raw sewage of two WWTPs (Atabakhsh et al.,
2020). Another study conducted by Kargar et al. (2013) in
Shiraz Hospital, reported the predominance of genotype G1.

Recent studies in HAstVs suggested that they also affect
the central nervous system. Type 1 VA-AstVs are strongly
suggested to be associated with encephalitis in immunocom-
promised patients (Lum et al., 2016). Compared to other
human enteric viruses such as noroviruses and rotaviruses,
HAstVs are not deeply characterized (Hata et al., 2018).
Types 1 and 2 MLB-AstVs were identified in wastewater
samples collected in the United States, whereas all known
genotypes of MLB-AstVs (types 1-3) were found from
samples collected in Nepal (Hata et al., 2018). In children
with acute gastroenteritis in Japan (2012-2013) MLB1 and
MLB2 strains were the most predominant clade, followed
by classical astrovirus and VA astrovirus (Khamrin et al.,
2016).

Previous studies determined a high prevalence of NoV in
several regions worldwide, such as Africa where GI1.4 geno-
type dominates (Afework et al., 2022). Similarly, in Brazil,
GII was responsible for 71% of NoV-positive VAGE cases,
with GIL.4 prevailing across all the regions of the country
(Fioretti et al., 2011; Bitencurt et al., 2019). Notably, there
have been at least six epidemic strains of GII.4 since 1995,
namely US 1995/96, Farmington Hills 2002, Hunter 2004,
Den Haag 2006b/Yerseke_2006a, New Orleans 2009, and
Sydney 2012 (Bitencurt et al., 2019).

Studies of enteric viruses in Uruguay, conducted nearly a
decade ago (2011-2012), analyzed both clinical and waste-
water samples. These investigations revealed the presence of
several viral strains reflecting a wide circulation in the local
population. These findings provide evidence that wastewater
is a significant source of contamination and poses a potential
public health risk in this region (Lizasoain et al., 2015, Vic-
toria et al., 2014, 2016, Tort et al., 2015a, 2015b).

Wastewater-based epidemiology (WBE) is a tool that pro-
vides a snapshot of the overall health of a community based
on what is excreted in sewage (Mao et al., 2021). The WBE
approach has multiple applications, including its use as an
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early alert of a viral circulation (Aguiar-Oliveira et al., 2020)
and as an effective method to determine the viral molecu-
lar epidemiology (Barril et al., 2010, Hellmer et al. 2014,
Prevost et al. 2015, Tort et al., 2015a, Guo et al., 2022, Yu
et al., 2022).

The present study aim to shed light on the RVA, NoV and
HASstV strains that circulated in three cities from the north-
western region of Uruguay by analyzing wastewater samples
obtained from March 2017 to February 2018 through a WBE
approach.

Materials and Methods
Wastewater Sampling

From March 2017 to February 2018, monthly collections
of wastewater were performed in three cities from the
northwestern region of Uruguay: Bella Union, Salto, and
Fray Bentos. Bella Union is located at the northern region
of Uruguay with a population of 18,406 inhabitants (INE,
2011). Salto is located 143 km south from Bella Union with
a population of 104,028 inhabitants (INE, 2011). Fray Ben-
tos is located 241 km south from Salto with a population of
24,406 inhabitants (INE, 2011). All the cities are located on
the riverside of the Uruguay River, the most important river
of the country (Fig. 1). Samples from Salto and Fray Bentos
city were collected in the single pipe of each city, which
directly discharges untreated sewage from these cities into
the Uruguay river. In Bella Union city, the sewage samples
were collected into a stream where the treated wastewater is
directly discharged from a two stabilization ponds system.
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Fig.1 Map of Uruguay showing the sampling points located in each
city: Bella Union, Salto, and Fray Bentos
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This wastewater collection sites were determined in order to
represent the population of each city.

Viral Concentration, Nuclelc Add Extraction,
and Reverse Transcription

Wastewater samples were concentrated by the ultracen-
trifugation method described by Pina et al. (1998). Briefly,
42 mL of sample were centrifuged at 100,000 g for 1 h
at 4 °C. The pellet was eluted in 3.5 mL of 0.23 N glycine
buffer (pH 9.5) and incubated on ice for 30 min with shak-
ing every 5 min. Then, 3.5 mL of PBS 2X (pH 7.2) was
added, mixed, and centrifuged at 12,000 g for 15 min. The
supernatant was quickly transferred to an aliracentrifugation
tube and the pellet was emoved. Another centrifugation at
100000 ¢ for 1 hat 4 °C was performed and the superna-
tant was quickly discarded. The pellet was resuspended in
200 pL of | xPBS and stored at — 80 °C for further analysis.
The viral recovery rate of ultracentrifugation viral concen-
tration method is about 12% for both PP7 and recombinant
AdV from wastewater (Blanco Fernandez at al., 20107).
Viral RNA was extracted from 140 pL of the concen-
trated sample using the commercial QLA amp Viral RNA kit
{Qiagen Inc., Hildzn, Germany ). The manufacturer’s pro-
tocol was followed, and the purified viral RNA was eluted
in 30 pl. of elution buffer and storad at — 80 °C until the
reverse transcription (RT) procedure. Extracted RNA was
reverse transcribed into cDNA using the SuperScript 11
Reverse Transcriptase and Random Hexamer Primers ( both
from Invitrogen™, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Ten microlitres of RNA and tenfold dilution of
the RMA weme used as a tlemplate for RT in order to remove
enzymatic inhibitors presenied in wastewater samples.

Quantitative PCR (qPCR)

For detection and quantification of RVA, NoV G, GI1, and
HAsLY, three gPCR were performed with TagMan technol-
ogy and Rotor-Gene ) instrument { Qiagen®). Undiluted and
tenfold diluted samples were analyzed in duplicate using
SensiFAST™ Probe No-ROX Kit (Bicline, London, UK)
together with primers and probes for RVA (Zeng et al.,
2008), HAstV (Dai et al., 2010), and a multiplex for NoV
Gl and GII (Pang et al, 2003; Schuliz et al, 201 1).

RVA standard curve was performed with nine points of
serial dilutions of plasmid from 10 to 10” genomic copies/
reaction (ge/fr) that yield a slope of — 3.59 and a reaction
efficiency of 0.90. The standards curve of NoV GII and NoV
Gl were performed with the same serial dilutions as the RVA
quantification that yields a slope of —3.43 and a PCR effi-
ciency of 0.96 for NoV GII and — 3.02 and 1.14 for NoV GL.
For HAstV, the standard curve was performed with the same
dilutions as RVA, NoV GI, and NoV GII with a slope of

—3.31 and efficiency of the reaction of 1.01. The detection
limits of the gPCR reactions for RVA, NoV GI. NoV GII,
and HAstY were 3, 30, 5, and 3 genomic copies per gPCR
regction, respectively. Samples presenting no signal ampli-
fication (not datected) ware considered below the detection
limit of this echnigue.

Maolecular Characterization
Mested PCR for RVA

Two nested PCR were used for G and P genotypes of the
VPT and VP4 genes, respectively (WHO, 2009). The primers
used in the first round PCR. for G and P, were 9conl/9con2
and 4con/4con3, respectively. The second round PCR con-
tains the internal primers VPR VP7Rdeg (BR1 bp) for G
and VP4F/VP4R (663 bp) for P genoty pes.

PCR for HAstV

Detection of emerging HASVs was performed with primers
SF0O073 and SFOT76 that target a highly conserved region
of the ORF Ib (viral RNA polymerase) of astroviruses. The
amplicon obtained is 400 bp long (Finkbeiner et al., 2009).

Semi-nested PCR for MoV

Two semi-nested PCRs (G1 and GIT) were used. For GI,
primers COG1FGISKR and G1SKF/G1SKR were used for
the first {380 bp) and second (330 bp) rounds, respectively.
For GII, primers COG2F/G2SKR and G2SKF/G25KR were
used for the first (390 bp) and second (340 bp) round PCR s,
respectively. These primers hybridize in the ORF V/ORF2

junction region and the 5' region of ORF2 (VP1 capsid pro-

tein) (Kitajima et al., 20100,

All the PCR products were mun in a 1.5% agarose gel elec-
trophoresis and the amplicons were purified with the com-
mercial AxyPrep™ DMNA Gel Extraction kit (AXYGEN®).
DMA strands weme sequenced by Sanger sequencing method-
ology at Macrogen Inc. (Szoul, South Korea) and sequences
were deposited in GenB ank with the following accession
numbers: DQ324916, DQ346254, DQ346261, OQ3II6262,
00414203, 0Q414237, 00Q414241, 0Q414242,
D42 1105, DO421123 for NoV GI; 00356350, 00356465,
00357263, DO3STERD, DQ3ISTROT. OQIFTHN, DQISEI22,
00358123, 00421257, 0Q421437, 0Q503416 for NoV
GII. 00313257 and OQ603360 for HAsIY. O0Q6a03361,
00603362, 006267 14, and 0O6267 13 for RVA.

All the procedures were performed using nuclease-free
waler as negative conirol and viral strains of known geno-
types for each virus as positive controls.
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Phylogenetic Analysis

The molecular characterization of RVA, HAstV, and NoV
strains was performed by Maximum Likelihood (ML) phy-
logenetic analysis of the sequences obtained from the ampli-
cons of these viruses.

Assembly and editing of the sequences were performed
with Seqman® version 7.0 (DNAStar Lasergene, Madison,
WI, USA). All datasets were aligned using MAFFT v7.467
program and subjected to ML phylogenetic analysis.

The ML phylogenetic trees were inferred with IQ-TREE
1.6.1 software under the best-fit model of nucleotide sub-
stitution selected using the ModelFinder application (RVA
VP4: TIM+F + G4, RVA VP7: HKY + F+1, NoV GI:
TIM2e +1+ G4, NoV GII: TIM3e +1+ G4, and HAstV:
TIM2 + F+1+ G4). Branch support was assessed using
the approximate likelihood-ratio test based on a Shimo-
daira-Hasegawa-like procedure (SH-aLRT) with 1,000 rep-
licates. Final trees were visualized in FigTree v1.4.4.

Results

Between March 2017 and February 2018, monthly wastewa-
ter sampling was performed from three cities in the north-
western region of Uruguay, Bella Union, Salto, and Fray
Bentos. RVA was detected in 50% of the analyzed samples
(18/36) through qPCR. Additionally, HAstV was detected in
39% of the wastewater samples, while NoV GII and GI were
present in 36% and 25% of the analyzed samples, respec-
tively (Fig. 2).

In untreated wastewater from both Fray Bentos and Salto
cities, the studied viruses were detected year-round except
in July 2017 in Fray Bentos and October 2017 and Janu-
ary 2018 in Salto. On the other hand, in treated wastewater
from Bella Union, these viruses were scarce detected over
the analyzed period and NoV GII was not detected (Fig. 2).

Regarding untreated wastewater samples, RVA and NoV
GII were the viruses with the highest frequency of detec-
tion in Fray Bentos, both detected in 67% of the samples.
Additionally 5 out of 12 samples (42%) from Fray Ben-
tos were positive for HAstV and 4 out of 12 (33%) were
positive for NoV GI. In Salto, the virus with the highest
frequency of detection was RVA, detected in 58% of the
samples, followed by HAstV in 42%. NoV GII and NoV GI
were detected in 33% and 25% of the samples analyzed from
Salto, respectively.

In Bella Unién, RVA and HAstV were detected in 25%
of the samples and NoV Gl in 8.3% of them. It is important
to highlight that in Bella Unidn, treated wastewater samples
were analyzed.

The co-circulation of different viruses in the same sam-
ples was observed as follows: in November 2017 in Fray
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Bentos RV and NoV GI; in November 2017 in Salto NoV
GI and GII; in September 2017 in Salto NoV GII and HAstV
(Fig. 2).

RVA was observed with a geometric mean concentration
of 1.3E+ 03 gc/L, NoV GI and GII presented a geometric
mean concentration of 2.8E +05 and 1.7E + 04 gc/L, respec-
tively, and for HAstV the geometric mean concentration was
1.3E+04 gc/L (Fig. 2).

In order to perform the molecular characterization
of RVA, we analyzed VP4 and VP7 genes. For VP4, we
obtained 2 amplicons that corresponded to samples collected
in Salto in December 2017 (OQ603361) and January 2018
(0Q603362). Both samples were classified as genotype P[8]
by the Rotavirus Genotyping web-based tool (Maes et al.,
2009) and according to the phylogenetic analysis they were
closely related (SH-aLRT =95) to Argentinian and Brazil-
ian strains detected in 2006, 2008, and 2009 (Fig. 3). The
amplicons obtained for VP7 corresponded to samples col-
lected in Fray Bentos in September 2017 (0Q626714) and
November 2017 (0Q626713). These samples were classified
by the Rotavirus Genotyping web-based tool as G3 genotype
and according to the phylogenetic analysis they are closely
related to strains detected in Brazil and Peru in 2010, 2011
and 2014 (SH-aLRT =100) (Fig. 4).

The phylogenetic analysis of the emerging HAstV strains
revealed that strains collected in 2017 in August in Salto
(0Q513257) and September in Fray Bentos (OQ603360)
were classified as Mamastrovirus 6 of the MLB1 group.
These strains were closely related to previously published
Uruguayan strains collected in Treinta y Tres and Melo in
2012 and 2013 (SH-aLRT=78) (Fig. 5).

The phylogenetic analysis of the NoV GI strains char-
acterized in this study showed that the isolates detected
belonged to genotypes G1.2 (n=1), G1.3 (n=2), GL.5 (n=2),
GL6 (n=1), and GI.7 (n=4). Our GI.2 strain from Bella
Unién sampled in 2017 (0Q414203) was closely related
(SH-aLRT=99.9) to previously detected GI.2 strains sam-
pled in Brazil in the period 2015-2016. The GI.3 sample
collected from Salto in March 2017 (0Q324916) clustered
together with Brazilian strains from 2012 and 2015 and an
Uruguayan strain from Treinta y Tres collected in 2011 (SH-
aLRT =87). The GI.3 sample collected in Salto in May 2017
(0Q421105) represents a second independent introduction
of this genotype to this city and was closely related (SH-
aLRT = 83) to samples from Brazil collected in 2013, 2014,
and 2016. The GL.5 strains detected in January and Febru-
ary 2018 in Fray Bentos, grouped together (SH-aLRT =99),
probably representing a unique introduction of this geno-
type to this Uruguayan city. Additionally, the phylogenetic
analysis suggests that these GI.5 strains were more closely
related (SH-aLRT =92) to a G1.5 Brazilian strain from 2015
than to an Uruguayan GI.5 strain from Paysandu detected
in 2012. Similarly, the GL.6 strain collected in Fray Bentos
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Fig.2 Frequency and concen-
tration of RVA, NoV GI, NoV
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Fig.3 Phylogenetic analysis of a partial region of the RVA VP4 gene
(630 bp) for P[8] genotype. The statistical support for each branch is

highlighted in red, while those from previous studies conducted in
Uruguay are shown in blue (Color figure online)

indicated by the SH-aLRT value. Samples sequenced in this study are
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»s

08

Fig.5 Phylogenetic analysis of emerging HAstVs based on a partial
region of the RNA polymerase region (394 bp). The statistical sup-
port for each branch is indicated by the SH-aLRT value. Samples

in 2017 (0Q414241) was more closely related to a Brazil-
ian GL.6 strain collected in 2014 (SH-aLRT = 84) than to an
Uruguayan GI.6 strain from Treinta y Tres detected in 2013.
The four G1.7 strains from Salto and Fray Bentos collected
between October and December 2017 segregated in a highly
supported (SH-aLRT =99.5) monophyletic group, raising
the possibility of a single event of introduction probably
from Brazil with a subsequent regional dispersion (Fig. 6).

The phylogenetic analysis of the NoV GII strains char-
acterized in this study showed that the isolates detected
belonged to genotypes GII.4 (n=3), GIL.2 (n=5), GII.6
(n=3). The samples A732 from March 2017 Fray Ben-
tos (0Q357263), A759 September 2017 (0Q357900),
and A761 October 2017 (OQ357880) both from Bella
Unién, samples A758 collected from September 2017
(0Q357897) and A741 from May 2017 (0Q421437) from
Salto were classified as GII.2. Samples A732 and A741
were closely related to a strain observed in Chile 2016.
Samples A761, A758, and A759 were similar to Brazil-
ian strains from 2003. The Uruguayan strains observed in

sequenced in this study are highlighted in red, while those from pre-
vious studies conducted in Uruguay are shown in blue (Color figure
online)

2011-2012, classified as GIL.2 were not closely related
to the sequences obtained in this study. Samples A745
from June 2017 (0Q358122) and A766 (0Q358123)
from November 2017, both from Salto, and sample A754
(0Q421257) collected in August 2017 in Fray Bentos,
grouped together in GIL.6 and were closely related to a
strain detected in Chile 2016. Concerning GIIL.4 strains,
samples A777 (0Q356350) from February 2018 (Salto)
and A778 (0Q503416) from the same date (Fray Bentos)
were similar and closely related with a strain described in
Chile 2018. The sample A771 (0Q356465) collected in
December 2017 in Bella Union was closely related to a
strain isolated in Chile 2018. The Uruguayan GIIL.4 strains
isolated in 2017-2018 were classified as New Orleans
2009 and Sydney 2012 variants by the Norovirus geno-
typing tool. Similar to the results of the GII.2 Uruguayan
strains, the Uruguayan GII.4 strains isolated in 2011-2012
were divergent when compared with the Uruguayan strains
detected in 2017-2018. The SH-aLRT support values were
> 80% for all the genotypes of NoV GII (Fig. 7).
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Fig.6 Phylogenetic analysis of a partial region of the VP1 gene
(291 bp) of NoV GI. The statistical support for each branch is indi-
cated by the SH-aLRT value. Samples sequenced in this study are

Discussion

In this study, a molecular characterization of three gastroen-
teric viruses, RVA, NoV, and HAstV was performed using
a WBE approach. In comparison to surveillance based on
clinical diagnostic testing, monitoring enteric viruses in a
WBE approach present a major advantage of comprehensive
population-based surveillance of circulating virus by captur-
ing persons who did not have diagnostic testing performed
during gastroenteritis as well as including patients with
asymptomatic infection (Lin et al., 2021). The objective of
this work was to obtain a snapshot of the circulating strains
in the population of three Uruguayan cities throughout a
year (2017-2018). Analyzing wastewater samples provides
an estimate of the epidemiology of viruses infecting the
populations served by the sanitation network and enables
the observation of gastroenteritis outbreaks caused by the
studied viruses. Unfortunately, no epidemiological informa-
tion from clinical samples was available in our country in
order to compare the presence of these viruses in wastewater
with gastroenteritis outbreaks in the population. Therefore,
itis not possible to know the significant impact of the strains
detected in wastewater on human health.

Considering the frequency and distribution of all the
untreated wastewater analyzed samples, the prevalence of
RVA was higher when compared with NoV GI, NoV GII,
and HAstV. Moreover, RVA was detected throughout the
year, indicating its continuous circulation in these areas
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highlighted in red, while those from previous studies conducted in
Uruguay are shown in blue (Color figure online)

which discharge their wastewater into the Uruguay River.
These findings are consistent with the previous studies from
southern Brazil based on clinical samples, where RVA was
also detected year-round (Gutierrez et al., 2020). The ability
of rotaviruses to remain infectious in harsh environments and
wastewater treatment process may contribute to their preva-
lence as one of the most common enteric viruses (Tavakoli
Nick et al., 2020). However, despite these findings, previous
studies from Brazil, Uruguay, and Iran reported a marked
RVA seasonality during colder months in both environmen-
tal and clinical samples (Atabakhsh et al., 2020; Bortagaray
et al., 2019; Gutierrez et al., 2020). Further studies with
longer periods and higher frequency of sample collection
are necessary in order to confirm the absence of seasonality
as observed in this work.

Considering the distribution of NoV GI and GII through-
out the study period of this work in all the untreated waste-
water analyzed samples, no clear seasonality pattern was
observed. However, previous studies suggested that NoV
has greater incidence and persistence in cold environments
and its spread may be affected by environmental factors such
as relative humidity and latitude, as well as demographic
characteristics. In our study, although NoV GI and GII were
detected in both cold and warm seasons, the virus was more
frequently distributed during the warm season. This con-
trast with numerous clinical studies where NoV VAGE cases
and outbreaks tend to occur during winter or cooler months
(Eftim et al., 2017; Shamkhali Chenar & Deng, 2017; Farkas
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Fig.7 Phylogenetic analysis of a partial region (302 bp) of NoV GII
VPI1 gene. The SH-aLRT support values were >80% for all the geno-
types. Samples sequenced in this study are highlighted in red. while

et al., 2018; van Beek et al. 2018; Huang et al., 2022). Addi-
tionally, marked seasonality of NoV has been observed in
China where the majority of NoV disease peaks occur from
October to March during the cold season (Wei et al., 2021).
In our study, NoV and HAstV were also detected in all the
seasons throughout the year, without any significant season-
ality. In the literature there is no information about Astrovi-
rus seasonality in the environment.

It is important to highlight that the sample collection site
in Bella Union was a stream where the treated wastewater
was discharged, then, the reduced frequency of viral detec-
tion compared to the other sites was expected. Virus removal
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those from previous studies conducted in Uruguay are shown in blue
(Color figure online)

in wastewater by stabilization ponds treatment is highly vari-
able among several studies (reviewed in Verbyla & Mihel-
cic, 2015). This remotion combined with the possibility of
a lower viral recovery due to the high concentration of algae
(compared with untreated wastewater) could explain the low
viral frequency in this site.

Regarding the molecular characterization of RVA, we
found strains that clustered with genotypes P[8] and G3.
These genotypes have been previously reported in other
studies, with G3P[8] being the most prevalent in south-
ern Brazil and corresponding to an equine-like genotype
(Gutierrez et al., 2020). However, in our study, we did not
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observed a high genetic diversity in RVA strains, since
only one VP4 and one VP7 genotype were detected. This
limited diversity could be due to the small sample size
of our study, which included only 36 samples or maybe
because of the predominance of this two genotypes. It
has been observed that both the P[8] and G3 genotype
continue to circulate in our country (Tort et al., 2015a,
2015b). Unfortunately, several samples detected by qPCR
were not detected by nested PCR since the quantitative
approach presents a higher sensitivity (Zeng et al., 2008).

Our study found a higher frequency of NoV GII com-
pared to GI, which is in agreement with the previous stud-
ies based on clinical samples reporting a higher frequency
of gastroenteritis outbreaks caused by GII than GI (Mat-
thews et al., 2012; Parikh et al., 2020).

Regarding the molecular characterization of NoV GI,
we observed a high genetic variability detecting genotypes
GI1.2, GL.5, GI.6, GI.3, and GI.7. Specifically, we detected
GIL5 in Fray Bentos during January and February 2018,
which suggests the occurrence of at least one outbreak in
this city during that period. Similarly, we observed the
circulation of GI.7 in Salto during October to December
2017. In contrast, the detection of NoV GII revealed the
presence of genotypes GII.2, GII.5, GII.6, and GII.4, with
the predominance of GII.4, variants New Orleans 2009
and Sydney 2012, which is consistent with a study con-
ducted in Brazil (Hernandez et al., 2018). Several studies,
including Huang et al. (2022) reported the detection of
NoV GI.2, GL.5, and GI.3, with the more recent detection
of genotype GI.6 at a high frequency since 2014. In our
study, we also observed the presence of genotypes GI.2,
GI.5, GI.3, and GI.6, but with the additional detection
of genotype GI.7. For NoV GII, the frequently detected
genotypes include GIL.4, GII.17, GII.2, GIIL.3, and GII.13,
while in our study we detected the presence of genotypes
GII.2, GIL.5, GIL6, and GII.4, with the latter two being
detected in both studies. Since 2012, the GII.4 Sydney
2012 variant has been the most commonly detected strain
in wastewater and has been associated with VAGE out-
breaks worldwide. These findings are in agreement with
recent molecular epidemiological analyses of NoV over
the past 5 years (Zhou et al., 2020; Cannon et al., 2021;
Utsumi et al. 2021; Huang et al., 2022).

Comparing our study with a previous one performed by
our team in 2011-2012 in our country, it is observed that
NoV GI.8, GI.6, GI.5, and GI.7 were previously circulating
but they were not detected in the present study. NoV GI.3
continued circulating and GI.7 and GI.2 currently circulate
but were absent in 2011-2012. Regarding NoV GII, GIL3,
GII.13, GII.17, and GII.1 no longer circulate compared to
the previously work. GIL.4, GIL.2, and GIL.6 continue to cir-
culate while other genotypes were not detected (Lizasoain
etal., 2015; Victoria et al. 2016).
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In addition, co-circulation of different NoV genotypes
within a defined human population during the same period
provides opportunities for genetic recombination between
strains (Wei et al., 2021). Our study detected the pres-
ence of both NoV GI and GII strains in the same sam-
ple collected in February 2018 and August 2017 in Fray
Bentos, as well as in May 2017 in Salto, suggesting the
co-circulation of these two genotypes in the same city at
the same time.

By analyzing the HAstV stains, we observed only
the presence of MLB1 genotype. In a previous study
performed in Uruguay the presence of MLB1 was also
observed (Lizasoain et al., 2015). On the other hand, in
a study with wastewater in Japan, MLB2, VA1, and VA2
genotypes were identified (Hata et al., 2015). Moreover,
in the United States, only types 1 and 2 MLB-AstVs were
identified from the wastewater samples collected, whereas
all known genotypes of MLB-AstVs (types 1-3) were
found from the samples collected in Nepal (Hata et al.,
2018). These findings suggest the wide distribution of until
recently called emergent HAstV.

Conclusions

Our study revealed the circulation of RVA, NoV GI, NoV
GII, and HAstV in wastewater reflecting their circulation
in the population served by the sewerage network present
in the analyzed cities. Only a single genotype for each
analyzed gene (VP4 and VP7) of RVA was observed. A
high genetic diversity was detected for NoV, with the co-
circulation of several genotypes in both Genogroup I and
Genogroup II. HAstV showed low variability, with only
one genotype detected. We observed that several genotypes
that were circulating in 2011-2012 were also present in
2017-2018 but others were only present in one of the ana-
lyzed period. It is important to highlight that, in a general
way, the strains detected in this study were more similar to
contemporary strains circulating in neighboring countries
than strains detected in our country in 2011-2012.
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Capitulo II: “Estudio de la circulacion de diferentes estirpes de virus
gastroentéricos en poblaciones riberefias del Rio Uruguay mediante
secuenciaciéon de nueva generacion”

Objetivo: Realizar la caracterizacion molecular de las estirpes virales, en aguas
residuales por medio de diferentes técnicas de secuenciacion en ciudades

riberenas del Rio Uruguay.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue analizar la variabilidad genética de Rotavirus,
Norovirus y Astrovirus en aguas residuales de Salto, Bella Union y Fray Bentos
mediante la secuenciacion de nueva generacion (NGS), con el fin de comprender
la circulacion de estos virus en las poblaciones riberefas al rio Uruguay. Se
colectaron muestras mensuales de aguas residuales, que fueron analizadas por
PCR y secuenciadas por la tecnologia lllumina Miseq. Se lograron identificar
cepas pertenecientes a los genotipos P8 y G3 para RVA, Gll.4 y GIl.2 para
Norovirus y MLB1, MLB2 y HAstV-1 para AstV humanos. La secuenciacion de
aguas residuales mediante NGS permitio identificar la circulacion de diferentes
genotipos de Rotavirus, Norovirus y Astrovirus en las ciudades de Bella Union,
Salto y Fray Bentos. Estos hallazgos resaltan la importancia de realizar estudios
de epidemiologia molecular en aguas residuales, principalmente en paises como
Uruguay, donde los recursos para la vigilancia de patégenos son limitados, y este
enfoque ofrece una alternativa mas accesible y eficiente para el monitoreo de

enfermedades infecciosas.

Introduccién

La gastroenteritis aguda (GA) es un problema de salud significativo y una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en la poblacion infantil de los pai-
ses en desarrollo. Aunque afecta a personas de todas las edades, su impacto es
especialmente grave en nifos y adultos mayores, donde se estima que los virus
son responsables de aproximadamente el 80% de los casos de GA a nivel mun-

dial encontrandose dentro de este grupo a los rotavirus, astrovirus, adenovirus y
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calicivirus (Dominguez et al., 2009). La deteccidn e identificacion temprana y pre-
cisa de dichos patégenos es esencial para el seguimiento epidemiolégico, el ma-
nejo y la reduccion de la incidencia de enfermedades asociadas a estos patoge-
nos, asi como también para conocer cuales son las variantes que estan circu-
lando en la poblacion en estudio para que los organismos que estan encargados
de cuidar la salud de la poblacion, puedan tomar medidas que mitiguen su im-
pacto (Nafea et al., 2024). En este contexto, los virus de ARN, como Rotavirus
(RVA), Norovirus (NoV) y Astrovirus (HAstV), presentan una particularidad rele-
vante: su alta tasa de mutacion debido a la baja fidelidad de su ARN polimerasa,
lo que les permite escapar de las defensas del huésped y evolucionar rapida-
mente, generando una gran variabilidad genética y nuevas variantes, que difi-
culta su control, monitoreo y les permite una rapida diseminacién en las pobla-

ciones vulnerables (Zhao et al., 2016).

Dichos virus conocidos también como de transmisién hidrica, presentan una ruta
de transmision fecal-oral, asi como también pueden persistir en el agua superfi-
cial y el ambiente por mas tiempo que las bacterias (Gersberg et al., 2006). Es
por esto que las enfermedades relacionadas con el agua pueden transmitirse de
diversas maneras, no solo por su consumo 0 uso recreativo, sino también a tra-
vés del riego de cultivos y el procesamiento de alimentos lo que puede provocar
brotes de gastroenteritis transmitidos por alimentos y aguas contaminadas
(Bosch et al., 2008). Durante las temporadas estivales de recreacién, el agua
utilizada con fines recreativos es una de las principales causas de enfermedades
gastrointestinales agudas (Sanborn &Takaro, 2013). Por ello, es fundamental im-
plementar medidas de control y monitoreo para reducir el riesgo de transmision

de estas enfermedades.

Estudios previos han demostrado el potencial de la NGS para identificar y
caracterizar la variabilidad genética de virus como RVA, NoV y HAstV en aguas
residuales en lo que se conoce como epidemiologia basada en las aguas
residuales (WBE) (Zhu et al., 2022; Stauber et al., 2024; Zhou et al., 2024; Zulli
et al 2024). A nivel mundial existen diversos estudios en esta tematica. En un
trabajo realizado por Du y colaboradores (2021) en Jian, China donde se

eligieron 2 muestras de aguas residuales las cuales fueron secuenciadas
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mediante NGS, se detectaron para RVA un total de 9 genotipos G y 13 genotipos
P donde el analisis filogenético mostré que los tipos dominantes G9 y PJ8]
estaban estrechamente relacionados con secuencias derivadas de humanos. En
otro trabajo realizado en Roma, Italia con muestras de aguas residuales de un
periodo de muestreo de 5 afnos, se estudid la prevalencia de Norovirus Gll y se
observé que mediante secuenciacion por NGS se detectaron 3 genotipos
adicionales considerados poco comunes a nivel mundial: GII.5, Gll.16 y Gll.21
respecto a los que se habian detectado por la metodologia de Sanger (Sufredini
et al., 2017). En otro, realizado por Fumian y colaboradores (2019) con muestras
de aguas residuales de la ciudad de Rio de Janeiro y secuenciacion con
tecnologia de NGS, se observé una gran variabilidad de genotipos de NoV Gll
con predominancia de Gll.4 y deteccidn del genotipo emergente Gll.17 como el
segundo mas prevalente. En lo que se refiere a trabajos sobre genotipificacion
mediante NGS de astrovirus, Tao y colaboradores (2022), observaron una gran
diversidad de genotipos e incluso linajes nuevos en aguas residuales en China,
demostrando que la vigilancia ambiental basada en NGS es una herramienta que
puede contribuir de una manera eficaz a conocer acerca de la circulacion de
diferentes genotipos (mayoritarios y minoritarios) en poblaciones a través del
estudio de sus aguas residuales. Con el fin de investigar la circulacion de HAstV
durante la pandemia de COVID-19, se realizé una vigilancia ambiental con
muestras de aguas residuales en China entre 2020 y 2021, donde se observo la
presencia de 11 tipos de HAstV, incluidos HAstV-1, -2, -4, -5, MLB1, VA1 a VAG,
asi como astrovirus animales no humanos (Lin et al., 2024). A pesar del
creciente uso de la tecnologia NGS en el estudio de los virus gastroentéricos a
nivel mundial, la circulacién de estos tres virus en aguas residuales en nuestra
region ha sido escasamente abordada con esta herramienta, siendo este estudio
el primero de este tipo en Uruguay, lo que representa una oportunidad importante
para poder ampliar el conocimiento en este campo, identificando mediante la
metodologia de NGS en muestras de aguas residuales cuales genotipos circulan
en las poblaciones estudiadas.

El objetivo de este trabajo fue analizar la variabilidad genética de Rotavirus,
Norovirus Gl y Gll y Astrovirus emergentes presentes en las aguas residuales de

las ciudades de Salto, Bella Unién y Fray Bentos mediante la tecnologia de NGS,
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para obtener una imagen de la circulacion de estos virus en las poblaciones
riberenas del Rio Uruguay presentes en estas ciudades con un enfoque de
epidemiologia basado en el estudio de las aguas residuales. Estos resultados de
la circulacion de diferentes estirpes virales buscan mejorar la vigilancia
epidemiologica y comprender mejor la dindmica de estos virus en las poblaciones
riberefnas del Rio Uruguay, la cual es poco entendida debido a la escasa
informacion epidemiologica existente en casos clinicos con respecto a estas

virosis en nuestro pais.

Materiales y Métodos

De marzo de 2017 a febrero de 2018, se colectaron muestras mensuales de
aguas residuales en tres ciudades riberefias del Rio Uruguay (Bella Union, Salto
y Fray Bentos) que vierten estas aguas (tratadas o no) a dicho Rio. Las muestras
de Salto y Fray Bentos se colectaron desde un cafo colector unico de cada
ciudad, desde donde se vertian directamente las aguas residuales no tratadas
de estas ciudades al Rio Uruguay. En la ciudad de Bella Union, las muestras de
aguas residuales fueron colectadas luego del tratamiento en un sistema de dos
estanques de estabilizacion en un arroyo receptor de dichas aguas (punto
localizado a 30 metros de estos estanques). Posteriormente, las muestras fueron
concentradas mediante el método de ultracentrifugacion descrito por Pina y
colaboradores (1998). Dicha actividad fue realizada en la Facultad de Ciencias
en el Instituto de Quimica Bioldgica dirigido por la Dra. Leonor Thompson.
Brevemente, se centrifugaron 42 ml de muestra a 100.000 xg durante 1 ha 4 °C.
El sedimento se resuspendié en 3,5 ml de tampon glicina 0,25 N (pH 9,5) y se
incubo en hielo durante 30 minutos con agitacion cada 5 minutos. Luego, se
agregaron 3,5 ml de PBS 2X (pH 7,2), se mezclé y se centrifugd a 12.000 xg
durante 15 minutos. El sobrenadante se transfiri6 rapidamente a un tubo de
ultracentrifugacién y se realiz6 otra centrifugacion a 100.000 xg durante 1 ha 4
°C y el sobrenadante fue rapidamente descartado. El sedimento se resuspendio
en 200 pL de PBS 1X 'y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. El
ARN viral se extrajo a partir de 140 pL del concentrado utilizando el kit comercial

QlAamp Viral RNA segun el protocolo descripto por el fabricante (Qiagen Inc.,
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Hilden, Alemania). EI ARN viral purificado se eluyé en 30 puL de tampon de
elucion y se almacen6 a -80 °C hasta la transcripcion reversa (RT) para obtener
ADN complementario, en la cual se utilizé la transcriptasa reversa SuperScript
Il'y cebadores hexameros aleatorios (ambos de Invitrogen™, EE.UU.), segun las
instrucciones del fabricante. Para esto se utilizé tanto los acidos nucleicos puros
como también una dilucion 1 en 10 de estos acidos nucleicos con el fin de
eliminar inhibidores enzimaticos presentes en las aguas residuales.

Posteriormente se realizaron las PCRs como se describe a continuacion.

PCR para la caracterizacién molecular de Norovirus

Se realizaron dos reacciones de PCR semi-anidadas (semi-nested PCRs) para
la deteccion de los genotipos Gl y Gll de NoV. Para Gl se utilizaron los cebadores
COG1F/G1SKR y G1SKF/G1SKR para el primer (380 pb) y segundo (330 pb)
ciclo de amplificacién, respectivamente. Para los genotipos Gll se utilizaron los
cebadores COG2F/G2SKR y G2SKF/G2SKR para el primer (390 pb) y segundo
(340 pb) ciclo, respectivamente. Estos cebadores hibridan en la region de la
uniéon ORF1/ORF2 y la regién 5" del ORF2, que codifica la capside viral,
permitiendo la identificacion de los genotipos y variantes dentro de los
genogrupos correspondientes. Las condiciones de las PCRs fueron 94 °C por 3
minutos seguido de 40 ciclos de 94 °C 30 segundos, 50 2C por 30 segundos, 72

2C por 30 segundos y una extension a 72 2C por 10 minutos (Kitajima et al. 2010).

PCR para la caracterizacion molecular de los Astrovirus.

La deteccion de los HAstV emergentes se realizé por medio de una PCR con los
cebadores SF0073 y SF0076 dirigidos a una regién gendmica codificante de la
ARN polimerasa viral obteniendo un fragmento de 409 pb. Las condiciones de la
PCR fueron 94 °C por 3 minutos seguido de 40 ciclos de 94 °C 30 segundos, 52
2C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos y una extension a 72 2C por 10
minutos (Finkbeiner et al. 2009).

PCR para la caracterizacion molecular de los Rotavirus del grupo A
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Para este virus, se utilizaron dos PCR anidadas (nested PCR) para los genotipos
Gy P de los genes VP7 y VP4, respectivamente (WHO, 2009). En el primer ciclo
de las PCR anidadas, se utilizaron los cebadores 9con1/9con2 para el genotipo
G (condiciones de la PCR: 94 °C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C 30
segundos, 50 °C 30 segundos y 72 2C 1 minuto, y una extension final de 72 °C
por 10 minutos) y 4con2/4con3 para el genotipo P (condiciones de la PCR: 94
2C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C 30 segundos, 45 °C 30 segundos
y 72 °C 1 minuto, y una extensién final de 72 2C por 10 minutos). En el segundo
ciclo, se emplearon los cebadores internos VP7F/VP7Rdeg (881 pb) para la
determinacion de los genotipos G (condiciones de la PCR: 94 °C por 2 minutos
seguido de 35 ciclos de 94 °C 30 segundos, 52 °C 30 segundos y 72 2C 1 minuto,
y una extension final de 72 °C por 10 minutos) y VP4F/VP4R (663pb) para los
genotipos P (condiciones de la PCR: 94 °C por 2 minutos seguido de 35 ciclos
de 94 °C 30 segundos, 50 2C 30 segundos y 72 2C 1 minuto, y una extension
final de 72 °C por 10 minutos).

Secuenciacion y analisis filogenéticos

Los productos de las mencionadas PCRs fueron purificados con el kit comercial
AxyPrep™ DNA Gel Extraction (AXYGEN®, USA) y se secuenciaron en
Macrogen, Corea del Sur, mediante la tecnologia lllumina Miseq. Previo al envio
de las muestras para su secuenciacion, los amplicones de NoV y HAstV fueron
pooleados debido a la cantidad de muestras positivas. Cabe destacar que
primero se mando el pool denominado AstV otofio y NoVGII que contenian
muestras de otofo, las cuales se secuenciaron de forma correcta. Luego se
realizaron las restantes PCR para obtener amplicones, y en esa etapa los
amplicones ya no se pudieron detectar con tanta claridad, ya que se obtuvieron
menos por lo que se decidio juntar el resto de las muestras y armar un pool
AstV i-p-v que corresponde al resto de las estaciones del afio. Con NoV no se
armo otro pool ya que no fue posible obtener amplicones. En el caso de RVA,
cada amplicon fue secuenciado de forma individual ya que se obtuvieron
escasos amplicones y debido a su largo se debieron tratar con Nextera para ser

tagmentados y luego secuenciados (Tabla 1).
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Tabla 1- En la tabla se observan las muestras que componen cada pool con su respectiva fecha

y lugar al que pertenecen.

Nombre de | RVA HAstV NoV GlI Lugar Fecha
Pool/Muestra
AT742 G Fray Bentos Mayo 2017
A746 G Fray Bentos Junio 2017
A756 G Fray Bentos Setiembre 2017
A764 G Fray Bentos Noviembre 2017
AT70 P Salto Diciembre 2017
A775 P Salto Enero 2018
NoV Gll A732, A736, Fray Bentos, Fray Bentos, Salto, Fray Marzo 2017, Abril 2017,
A741, A742 Bentos Mayo 2017, Mayo 2017
Astro otofo
A740, A742 Bella Unién, Fray Bentos Mayo 2017, Mayo 2017
Astro i-p-v AT745, Salto, Fray Bentos, Fray Bentos, Junio 2017, Junio 2017,
IA746, Salto, Bella Unién, Fray Bentos, Fray  |Agosto 2017, Setiembre
IA754, Bentos 2017, Octubre 2017,
IA758, Octubre 2017, Noviembre
IA761, 2017
IA762, A764

La caracterizacion de todas las estirpes virales en aguas residuales por medio
de la utilizacion de la tecnologia de NGS se realiz6 como se detalla a
continuacién. Los productos de PCR para esta secuenciacion se obtuvieron
mediante cebadores o primers duales compuestos de dos secuencias: el
adaptador comun (33 - 35 bases) seguido de cebadores dirigidos a genes
especificos para cada una de los tres virus. Los productos de PCR se enviaron
a secuenciar con la plataforma MiSeq de lllumina, generando reads pareados de
300 bases con superposicion de la zona central de hasta 50 bases, dando un
read fusionado con longitud maxima de 550 bases. La longitud de los fragmentos
generados en el caso de NoV Gll y HAstV esta entre 400 y 550 bases. Las
bibliotecas se generaron mediante la utilizacién de los kit TrueSeq Nano DNA
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para los amplicones de NoV y HAstV y Nextera DNA XT para los amplicones
generados para RVA. Dado que los fragmentos obtenidos de los genes VP4 (663
pb) y VP7 (881 pb) de RVA superaban los 600 pb recomendados para la
secuenciacion de lllumina MiSeq, se procedi6 a fragmentar al azar los
amplicones mediante tagmentacion con el kit Nextera XT. La primera etapa del
pipeline aplicado en el analisis de NGS fue comun para los tres virus analizados.
Esta primera etapa de analisis consistidé en el emparejamiento de las lecturas
forward y reverse de lllumina utilizando el algoritmo - merge pairs del programa
VSEARCH v2.1 (Rognes et al., 2016). Los contigs resultantes se filtraron segun
si sus longitudes eran <150 pb y si contenian regiones de homopolimero > 8 pb
de longitud. El filtro de calidad se realizé mediante el comando - fastq_filter del
programa VSEARCH v2.1 y se descartaron los contigs con mas de 0.5 errores
totales esperados (-fastq_maxee 0.5). Con el fin de ahorrar tiempo en los
analisis posteriores, se realizé un paso de dereplicacion usando el algoritmo
VSEARCH -derep_fulllength en los contigs procesados para fusionar
secuencias estrictamente idénticas. Se eliminaron singletons (secuencias que
luego de la dereplicacion poseen una abundancia = 1) y quimeras. El mapeo de
los contigs resultantes de las etapas previas de procesamiento fue realizado
contra secuencias de referencia de cada virus/gen analizado. EI mapeo de los
contigs contra sus respectivos genomas de referencia se realizd utilizando el
programa Bowtie 2 v2.3. Los archivos resultantes (Sequence Alignment Map
[SAM]) se manipularon con Samtools v1.7. En el caso de RVA los contigs
mapeados de cada muestra fueron extraidos y convertidos a un archivo fasta
sobre el cual se ejecuto el programa CliqueSNV (Eliseev et al., 2020) para la
reconstruccion de la cuasiespecie y la estimacion de las frecuencias de los
haplotipos. Para NoV y HAstV se definieron unidades taxondmicas operativas
(OTUs) utilizando el programa VSEARCH con 0.98% y 0.97% de identidad
respectivamente. Este programa lo que hace es agrupar las secuencias que
comparten en este caso una identidad del 97% y del 98%, y ahi se define
una OTU que es la secuencia que se parece mas a todas las que
componene ese centroide. Finalmente los centroides de cada OTU fueron
mapeados contra sus respectivas secuencias de referencia. Se utilizé el
mapeo previo a la definicion de OTUs como control para la definicion de los
porcentajes de identidad de la formacion de las OTUs. Los porcentajes de
identidad finalmente utilizados fueron aquellos para los cuales el mapeo de los

centroides resultd en la misma diversidad que el mapeo de los contigs sin
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agrupar. El centroide se selecciona como la secuencia mas cercana al "centro" del
grupo de secuencias. Las secuencias correspondientes a los haplotipos reconstruidos
por CliqueSNV para RVA y los centroides mapeados de NoV y HAstV fueron sujetos a
analisis filogenético por Maxima Verosimilitud (MV) utilizando el programa IQTREE
v1.6.12 (http://www.igtree.org/release/v1.6.12) bajo el modelo de sustitucion de
nucleotidos segun lo seleccionado por la aplicacion ModelFinder (Kalyaanamoorthy et
al., 2017), y el soporte de la rama se evalu6 mediante SHaLRT (Shimodaira-
Hasegawa Approximate Likelihood Ratio Test) con 1000 réplicas. Los arboles

filogenéticos se visualizaron utilizando el programa FigTree v1.4

Los modelos evolutivos fueron: para VP4 y VP7 el modelo GTR+I+G. Para NoV Gll y
HAstV emergentes el modelo fue SYM+1+G4.

Resultados

En el presente trabajo se estudid la diversidad genética de los RVA, NoV Gl y Gll y
HAstV emergentes por medio de la metodologia de lllumina MiSeq a partir de
muestras de aguas residuales de ciudades riberefias del Rio Uruguay utilizando un

enfoque de Epidemiologia Basada en las Aguas Residuales.

Caracterizacion molecular de Rotavirus

De un total de 36 muestras colectadas, se lograron amplificar y purificar para ser
enviadas a secuenciar por la tecnologia lllumina Miseq un total de 6 muestras, de las

cuales 2 correspondieron a VP4 y 4 a la amplificacion para VP7.

Para VP4 se obtuvieron los fragmentos de las muestras A770 correspondiente a
la colecta realizada en diciembre 2017 en la ciudad de Salto y la muestra A775

de la misma ciudad correspondiente a enero 2018.
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Para las muestras A770 y A775, se generaron 580.212 y 547.242 reads,
respectivamente, tras la secuenciacién. Luego de aplicar los procedimientos de
merging Yy filtrado bioinformatico, se obtuvieron 49.583 contigs exclusivos de
RVA para la muestra A770 y 29.750 contigs exclusivos de RVA para la muestra
A775. Estos contigs fueron utilizados para la reconstruccién de haplotipos y la
inferencia filogenética, lo que permitio la caracterizacion de las estirpes virales.
Los detalles del numero de reads en cada etapa del procesamiento se presentan

en la Tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de los reads obtenidos para VP4 en cada una de las etapas de su
procesamiento desde la obtencion del archivo FastQ hasta el mapeo.

Muestra N°reads Merged Filtrado Filtrado Dereplicacion Denoising  Quimeras Mapeo
calidad homopolimeros

A770 580.212  534.366  479.391 479.391 305.781 49.590 49.588 49.583

A775 547.242 503.361 451.155  451.155 249.258 29.757 29.756 29.750

Con los haplotipos obtenidos de los analisis bioinformaticos y secuencias de
referencia se infirieron los arboles filogenéticos. En el caso de VP4, en el arbol
filogenético se puede observar que ambas muestras (A770 y A775) agruparon

con estirpes de referencia pertenecientes al genotipo P8 (figura 3).
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Figura 3. Analisis filogenético de la regién parcial del gen VP4 (663 pb) mediante secuenciacion
con tecnologia lllumina MiSeq. La inferencia filogenética se llevd a cabo utilizando el programa
IQtree, aplicando el método de Maxima Verosimilitud (MV) con soporte de ramas basado en
1.000 réplicas de SH-aLRT (Shimodaira-Hasegawa Approximate Likelihood Ratio Test). Las
secuencias obtenidas en este estudio se representan en rojo, mientras que las secuencias de
referencia se muestran en negro.

Para VP7 se obtuvieron los fragmentos de las muestras A742 correspondiente a
la colecta realizada en mayo, la A746 de junio, la A756 de setiembre y la muestra
A764 de noviembre, todas correspondientes al 2017 y a la ciudad de Fray
Bentos.

La muestra A742 obtuvo luego de la secuenciacion 363.581 reads que luego de
los diferentes filtrados se obtuvieron un final de 20.845 reads, para la muestra
A746, se parti6 de 180.428 reads que luego del filtrado se obtuvieron 9.178
reads. La muestra A756 parti6 de 571.475 reads para luego de los diferentes
pasos de filtrados llegar a 34.506 reads, mientras que la muestra A764 partié de

540.529 reads para llegar a 31.029 reads, los que se utilizaron para los analisis
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filogenéticos (Tabla 2). El procedimiento realizado para obtener los haplotipos
con los cuales se construyeron los arboles filogenéticos fue el mismo que el
descrito para VP4. Para la muestra A742 y A746 se obtuvo un haplotipo por
muestra, para las muestras A756 se obtuvieron dos haplotipos y para la muestra

A764 tres haplotipos con los cuales se realizo la inferencia filogenética.

Tabla 2. Distribucién de los reads obtenidos para VP7 en cada una de las etapas de su
procesamiento.

Muestra  N°reads Merged Filtrado Filtrado Dereplicaciéon  Denoising Quimeras  Mapeo
calidad homopolimeros

A742 363.581 330.033 288.685 288.684 249.571 29.854 20.853 20.845

A746 180.428 168.993 154.143 154.124 105.191 9.219 9.218 9.178

A756 571.475 547.337 477.714 477.651 307.024 34.559 34.558 34.506

A764 540.529 526.813 465.466 465.458 285.631 31.034 31.034 31.029

En relacion con la caracterizacidn molecular basada en el gen VP7, el analisis
filogenético reveld que todas las secuencias (A742, A746, A756 y A764) se
agruparon con cepas de referencia correspondientes al genotipo G3, linaje llI,
previamente descritas en un estudio realizado en aguas residuales en Uruguay
en el afo 2013. Ademas, se observd una estrecha relacion filogenética con una
cepa canina reportada con anterioridad (Figura 4). Las muestras analizadas
fueron obtenidas en la ciudad de Fray Bentos, lo que sugiere que este genotipo
estuvo en circulacion en dicha localidad durante los meses de mayo, junio,

setiembre y noviembre de 2017.
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Figura 4. Analisis filogenético para la region parcial del gen VP7 (881 pb) por secuenciacion
por NGS (lllumina Miseq). La inferencia filogenética se llevé a cabo utilizando el programa
IQtree, aplicando el método de Maxima Verosimilitud (MV) con soporte de ramas basado en

1.000 réplicas de SH-aLRT (Shimodaira-Hasegawa Approximate Likelihood Ratio Test). Se
observa en rojo las muestras secuenciadas en este estudio y en negro las secuencias de

referencia.

Caracterizacion molecular de Norovirus

Los amplicones de NoV Gl (pool de muestras A735, A740, A741) y NoV Gll (pool
de muestras A732, A736, A741, A742) que se lograron amplificar mediante las
PCRs previamente descritas, fueron enviados a Macrogen, pero solo el amplicén
conteniendo el pool correspondiente a NoV Gll se pudo secuenciar debido a que
el de NoV Gl no paso los controles de calidad que se les realizan previo a la
secuenciacion, por lo que decidimos no continuar con su analisis y fue
descartada.

La muestra “NoV GII” contiene los amplicones de las muestras de aguas
residuales de marzo, abril y mayo de 2017, conteniendo un total de cuatro
muestras, de las cuales tres corresponden a la ciudad de Fray Bentos y una a la
ciudad de Salto. Dicha muestra obtuvo luego de la secuenciacion, 222.823 reads
que luego de los diferentes filtrados resultd en un total de 11.543 reads a partir
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de los cuales se generaron las OTUS (centroides) con los cuales se construyo el

arbol filogenético (Tabla 3, Figura 5).

Tabla 3. Distribucién de los reads obtenidos para NoV Gll en cada una de las etapas de su
procesamiento.

Muestra  N° Merged Filtrado  Filtrado Dereplica Denois  Quim Clusters Mapeo Mapeo
reads calidad homopolim  cion ing eras Centroide  reads
eros
NoV GIl  222.823  199.740 196.571 196.570 151.015 11.730 11554 51 46 11.543

Para el pipeline de la muestra NoV GIl con una clusterizacion del 98% de
identidad se generaron 51 OTUS con un 98% de identidad, de las cuales
mapearon 46, pero se construyo el arbol filogenético con 45 centroides ya que
uno se descartd debido a que en el arbol no presentaba soporte estadistico
(Figura 5).

En el arbol filogenético de la Figura 5 se adicionaron ademas de las secuencias
obtenidas por la tecnologia de NGS, las secuencias previamente obtenidas por
la tecnologia de Sanger. Se observa que la mayoria de las secuencias de NoV
GllI agruparon con el Gll.2 (30 centroides por NGS y 4 secuencias por Sanger),
seguidas por el genotipo Gll.4 variante Sydney 2012 (16 centroides por NGS y 4

secuencias por Sanger).
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Figura 5. Analisis filogenético para NoV GIl de la region parcial de VP1 (390 pb) por
secuenciacion por NGS (lllumina MiSeq). La inferencia filogenética se llevd a cabo utilizando
el programa IQtree, aplicando el método de Maxima Verosimilitud (MV) con soporte de ramas
basado en 1.000 réplicas de SH-aLRT (Shimodaira-Hasegawa Approximate Likelihood Ratio
Test). Se observa en rojo las muestras secuenciadas por Sanger, en verde por NGS y en negro

las secuencias de referencia.

Caracterizacion molecular de Astrovirus

La secuenciacion por NGS para Astrovirus, se realiz6 en dos muestras

diferentes, una denominada AstV i-p-v (invierno-primavera-verano) y la otra AstV

otono. La muestra AstV i-p-v contiene las muestras A745 (Salto, junio 2017),
A746 (Fray Bentos, junio 2017), A754 (Fray Bentos, agosto 2017), A758 (Salto,
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setiembre 2017), A761 (Bella Unidn, octubre 2017), A762 (Fray Bentos, octubre
2017) y A764 (Fray Bentos, noviembre 2017); mientras que AstV otofio esta
compuesto por las muestras A740 (Salto, diciembre 2017) y A742 (Fray Bentos,
mayo 2017).

Para la muestra AstV i-p-v se generaron 4.503 reads a partir de 211.468, que
fueron utilizados para generar 10 centroides (OTUs) utilizados en el analisis
filogenético. En el caso de la muestra AstV otono su utilizaron 9.798 reads a
partir de 232.629, los cuales generaron 17 OTUs o centroides que fueron
utilizadas en el arbol filogenético (Tabla 4). De forma similar al analisis de NoV,
se adicionaron las secuencias previamente obtenidas por Sanger al analisis de
las secuencias obtenidas por NGS. Se detectaron tres genotipos diferentes
siendo el MLB1 el mas frecuente (3 por Sanger, 8 por NGS de otofio y 5 por NGS
de invierno-primavera-verano) seguido por MLB2 (2 por NGS de otofio y 3 por
NGS de invierno-primavera-verano). Interesantemente fueron identificados
astrovirus clasicos del HAstV-1 (2 por NGS de otofno, 2 por NGS de invierno-
primavera-verano y 1 por Sanger) y dos secuencias por NGS otofio que si bien
agruparon con los genotipos de astrovirus clasicos no fue posible su definicion
en un genotipo existente (Figura 6). Cabe destacar que la PCR que se realizd
para obtener los amplicones que se secuenciaron y genotiparon esta descrita

para amplificar astrovirus emergentes.

Tabla 4. Distribucién de los reads obtenidos para las muestras de AstV en cada una de las etapas
de su procesamiento.

Muest  N° Merge Filtrad Filtrado Dereplicac ~ Denoisi  Quimer  Cluster Mapeo Mape

ra reads d o] homopolime i6n ng as s Centroi o
calida ros de reads
d

AstV 21146 18691 1733 173.309 101.541 9.629 9.302 38 10 4503

i-p-v 8 3 14

AstV 232.62 22317 1885 188.521 107.650 10.305 10.264 32 17 9.798

otofio 9 4 45
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Figura 6. Analisis filogenético de Astrovirus emergentes por medio de la secuenciacion de la
region parcial de la ARN polimerasa (409 pb) por secuenciacion por Sanger y NGS (lllumina
MiSeq). La inferencia filogenética se llevo a cabo utilizando el programa IQtree, aplicando el
método de Maxima Verosimilitud (MV) con soporte de ramas basado en 1.000 réplicas de SH-
aLRT (Shimodaira-Hasegawa Approximate Likelihood Ratio Test). Se observa en rojo las
muestras secuenciadas por Sanger, en verde y azul por NGS y en negro las secuencias de
referencia.

Discusién y conclusion

En los ultimos afos la secuenciacion de genomas virales por medio de las
tecnologias de NGS ha demostrado ser una herramienta cada vez mas eficaz en
lo que se refiere a su capacidad de secuenciar con mayor profundidad aportando
asi mucha informaciéon con respecto a la presencia de multiples variantes
genotipicas (Tan et al., 2015; Khalifa et al., 2016; Parkin et al., 2020). En este
trabajo se secuenciaron muestras por medio de la tecnologia de NGS de Illumina

MiSeq, las cuales se utilizaron para estudiar e identificar los genotipos circulantes
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en las poblaciones riberefias del Rio Uruguay correspondientes a las ciudades
de Bella Union, Salto y Fray Bentos mediante un analisis de epidemiologia
basada en las aguas residuales y la inferencia de diferentes arboles filogenéticos
para cada virus estudiado. En el caso de los arboles filogenéticos construidos
para NoV Gll y AstV, se incluyeron también estirpes virales secuenciadas por la
metodologia de Sanger para asi complementar el analisis de la diversidad
genotipica de estos virus en nuestro trabajo. De manera general, se logro
identificar las diferentes variantes genotipicas de estos virus que circulaban en
el periodo analizado en las poblaciones riberefias del Rio Uruguay, encontrando

una mayor diversidad de genotipos principalmente para NoV y HAstV.

En el caso de RVA, en el analisis filogenético se observaron los genotipos G3 y
P8 para la secuenciacion por NGS que si lo comparamos con un trabajo
publicado anteriormente por nuestro grupo realizado por la metodologia de
Sanger (Bortagaray et al., 2023), estan alineados con lo observado en el
presente estudio por NGS donde se observaron los mismos genotipos. Este
resultado es interesante ya que a priori esperabamos obtener una mayor
presencia de diferentes genotipos por medio de la secuenciacion por NGS en
comparacién con el analisis por Sanger de las mismas muestras. Esto podria
deberse a que las poblaciones analizadas son pequeias en comparacion con
las incluidas en otros estudios, donde el mayor tamafo poblacional incrementa
considerablemente la probabilidad de detectar la circulacion de multiples
genotipos (Du et al., 2021). En comunidades de menor tamafno, es mas probable
identificar un unico genotipo circulante, ya que este virus suele originar brotes de
gastroenteritis causados por un mismo genotipo, y ademas el muestreo fue
puntual y no se utilizaron muestras compuestas. En el caso del RVA, su mayor
frecuencia de circulacion se observa en nifios pequenos, quienes no eliminan
directamente sus excretas en el sistema de saneamiento debido al uso de
panales, lo que podria explicar la ausencia en las aguas residuales de los
genotipos predominantes en este grupo etario.

En el caso de VP4, nuestras muestras agruparon con secuencias de referencias
que corresponden a muestras clinicas de Argentina en un trabajo publicado en
el 2009 y en Japdn en el 2016 donde se detect6 de forma inusual dicho genotipo.

Esto evidencia como la circulacién de estos virus entéricos se caracteriza por

67



una rapida diseminacion espacial y temporal, o que resulta en la presencia de
una misma estirpe viral en regiones geograficamente muy distantes. (Mandile et
al., 2014; Komoto et al., 2018).

El G-tipo encontrado agrup6 con cepas de origen canino, sin embargo, no se
detectaron cepas de origen humano. Este resultado contrasta con lo observado
en Jinan, China donde se identificd un total de 9 genotipos G y 13 genotipos P
de rotavirus, y el analisis filogenético revelé que los genotipos dominantes, G9 y
P[8], estaban estrechamente relacionados con secuencias de rotavirus
previamente identificadas en humanos, sugiriendo un posible origen
antropogénico para estos virus en las aguas residuales (Du et al., 2021). Segun
se ha observado en diversos trabajos, el genotipo G3 posee el espectro de
hospedadores mas amplio identificado hasta ahora. Se han aislado cepas G3 en
una gran variedad de especies, incluyendo humanos, primates no humanos,
equinos, bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, asi como en perros, gatos, conejos
y ratones (Wen et al., 1997; El-Attar et al., 2002; Varshney et al., 2002; Lee et
al., 2003; Estes y Kapikian, 2007), lo que nos lleva a sugerir que el genotipo
encontrado en nuestro trabajo al agrupar con una cepa canina podria estar
evidenciando animales domésticos excretando el virus que al estar en el

domicilio de las personas, podria generar un salto inter especie.

Para NoV Gll se observo una gran variabilidad genotipica en el secuenciado por
NGS. Para NGS se encontraron dos genotipos diferentes (Gll.2 y Gll.4)
circulando en las aguas residuales estudiadas que no se habian evidenciado en
la secuenciacién por Sanger. Este resultado contrasta con un estudio realizado
en Africa, donde se identificaron, mediante NGS en aguas residuales, los
siguientes genotipos: Gll.2, GII.9, Gll.4, GlII.6, Gll.17, GII.3, Gll.12, Gll.7, GlI.1,
Gll.8, GlI.10, Gll.13 y GlI.16 (Mabasa et al., 2022).

Por otro lado, cuando analizamos el arbol filogenético correspondiente a AstV,
se observa variabilidad genotipica en las muestras secuenciadas por NGS. Cabe
destacar que la muestra AstV otofio esta compuesta por 2 colectas diferentes,
mientras que AstV i-p-v contiene 7 muestras generando 10 centroides, una
menor cantidad respecto a AstV otofo en el cual se generaron 14. En lo que se
refiere a trabajos basados en vigilancia a través de aguas residuales por NGS,

en la region no hay datos publicados.
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Es de destacar, que se amplificaron y purificaron secuencias para NoV Gl, las
cuales fueron enviadas a Macrogen para ser secuenciadas, pero no pasaron los
filtros de calidad a las cuales son sometidas previo a la secuenciacion por lo que
decidimos no secuenciarlas. Cabe destacar también que, tras una exhaustiva
busqueda bibliografica, no se encontraron estudios que abordaran
simultaneamente los tres virus analizados en este trabajo utilizando muestras de

aguas residuales.

Se evidencié la co-circulacion de distintas estirpes virales, tanto de origen
humano como canino, de los tres virus gastroentéricos analizados en aguas
residuales provenientes de la poblacion de tres ciudades riberefias del rio
Uruguay. Para ello se empled la tecnologia de secuenciacidn de nueva
generacion (NGS), lo que demuestra la utilidad del enfoque de la Epidemiologia
Basada en las Aguas Residuales (WBE) para el estudio de estas virosis,
especialmente en paises en desarrollo donde los recursos destinados a la

vigilancia epidemioldgica son limitados.

Luego de haber realizado este trabajo, que constituyo el primero en Uruguay en
cuanto a la caracterizacion molecular mediante NGS en aguas residuales, nos
planteamos como perspectiva a futuro ampliar el estudio a otras ciudades del
pais. Consideramos que la expansion a diferentes regiones y periodos tempora-
les, como pueden ser pooles por estaciones del aio o 2 periodos como pueden
ser meses calurosos y frios, permitiria evaluar si los patrones observados se
mantienen en distintos contextos geograficos y temporales. Incorporar esta linea
de investigacion futura no solo enriqueceria el alcance del estudio, sino que tam-
bién fortaleceria la comprension de la dinamica de los agentes analizados en las
aguas residuales a nivel nacional ayudando a entender la epidemiologia de di-
chos virus y como alerta sanitaria ante la eventual aparicion de algun genotipo

nuevo que pueda ocasionar brotes, epidemias o enfermedades graves.
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Capitulo lll: “Comparacion del riesgo de infeccidn por rotavirus y astrovirus
humano para actividades recreativas de nado y pesca en el Rio Uruguay”

Objetivo: Realizar la evaluacién cuantitativa del riesgo microbioldgico de
infeccion de estos virus gastroentéricos por bafistas en el balneario Las Canas

y pescadores en la ciudad de Fray Bentos.

Resumen

Los virus gastroentéricos persisten en el ambiente siendo una constante
amenaza para las poblaciones expuestas a ellos por diferentes medios como
puede ser el acuatico, debido a diversas actividades recreativas tales como
natacion o pesca, entre otras. El objetivo del presente estudio fue realizar un
analisis de riesgo cuantitativo (QMRA) para RVA y HAstV y determinar el riesgo
de infeccion existente por dichos virus al usar las aguas del rio Uruguay con fines
recreativos tanto de nado como de pesca. Se colectaron muestras mensuales de
agua superficial (10 Litros), durante un ano en el balneario Las Canas (actividad
de nado) y en Fray Bentos (actividad de pesca), Uruguay. En el QMRA se
utilizaron los modelos dosis-respuesta p Poisson y 1F1 hipergeométrico para
RVA y HAstV, respectivamente. Se calcularon las probabilidades de infeccion
utilizando una estimacion por densidad de nucleos para ajustar los datos y luego
a partir de esta distribucion se realizdé una simulacion de Monte Carlo para los
datos. La probabilidad de infeccién por RVA para los pescadores variaron entre
0% y 65% y para nadadores entre 0% y 50% para personas menores de 18 afos
de edad y entre 0% y 38% para personas mayores de 18 afios de edad. En el
caso de HAstV, la probabilidad de infeccidon para los pescadores estuvo
comprendida entre 0% y 45% y para los nadadores esta probabilidad vario entre
0% y 38% para personas menores de 18 anos de edad y entre 0% y 18% para
mayores de 18 anos. Este estudio sugiere que los pescadores tienen un mayor
riesgo de infeccidon por ambos virus en comparacion con los nadadores. También
destaca los diferentes riesgos de infeccidn por rotavirus y astrovirus, para dos
actividades populares en nuestro pais como lo son la nataciéon y la pesca,
evidenciando su posible impacto negativo en la salud publica cuando dichas

aguas contaminadas son utilizadas con estos fines recreativos.
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Nota: Paralelamente a este trabajo, con el Ingeniero Tecnoldgico Electronico y
Analista Programador Marcos Girilli se cred un programa informatico (software)
amigable capaz de realizar el Analisis de Riesgo para virus gastroentéricos
detectados en aguas de recreacion. El software pretende recoger diversas
necesidades de calculo, analisis y procesamiento de datos en el ambito de la
investigacion. En este sentido su utilizacion no requiere entrenamiento ni
conocimientos previos de programacion ni de calculo, logrando asi liberar
recursos temporales al usuario. Se implementaron interfaces de facil acceso y
manipulacion, delegando las tareas de validacion y consistencia al software. Se
utilizé el idioma inglés para su interfaz, salvo para aquellos cuadros de dialogo
gue se basan en el idioma del sistema operativo. El mismo se desarrollé en Java
8, utilizando librerias libres tales como JFreeChart o apache.org. Se utilizaron
patrones de disefio tales como: Strategy, Factory, Singelton y Observer. El
software esta abierto a la extension, no requiere instalacion para su ejecucion y
es multiplataforma. Dicho programa se encuentra disponible para ser utilizado

por quien lo solicite.
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INTRODUCTION

Abstract

Aims: To estimate the risk of human rotavirus (RV) and astrovirus (HAstV) infec-
tions for swimmers and fishers at Las Canas beach, Uruguay.

Methods and Results: Surface water samples were collected monthly for 1year.
The dose-response models used were p-Poisson and ;F, hypergeometric for RV and
HAstV, respectively. The probabilities of infection were calculated using a kernel
density estimate to fitting the data and then sampling from this distribution (Monte
Carlo simulation). The probability of RV infection for fishers was between 0 and 65%
and for swimmers was between 0 and 50% (<18years old) and between 0 and 38%
(>18years old). For HAstV, the probability of infection for fishers was between 0%
and 45% and for swimmers was between 0 and 38% (<18years old) and between 0
and 18% (>18years old).

Conclusions: This study suggests that fishers are at higher risk of infection for both
viruses compared with swimmers mainly due to higher viral frequency and concen-
tration at the site for fishing activities.

KEYWORDS
astrovirus, fishers, QMRA, rotavirus, surface water, swimmers

lack the lipid envelope, being able to persist for a long
time in the water. Despite the relatively low concentration

Viruses can survive in the environment for long periods of
time, longer than most intestinal bacteria. Enteric viruses
survive for more than 70 days at 20°C in drinking and sur-
face water. Free nucleic acids (i.e., without capsid) persist
for at least 16 days in these matrices (Prevost et al., 2016).
Moreover, genomic RNA from the Hepatitis A virus has
been observed to persist for up to 90days in water (Trudel-
Ferland et al., 2021). Enteric viruses are the most common
and dangerous waterborne pathogens, causing both spo-
radic- and outbreak-related illnesses (La Rosa et al., 2012).
They are highly stable in the environment because they

of viruses in faecal-impacted water, their presence car-
ries health risks since they have very low infectious doses
(10-100 virions) and therefore even a few viral particles
in water can infect a person (La Rosa et al., 2012). These
viruses cause several types of diseases such as diarrhoea
which is the second/third leading cause of death for chil-
dren under Syears old mainly in developing countries.
More than 700 million estimated cases of acute gastro-
enteritis occur annually in children under 5years old, re-
sulting in few deaths in developed countries, but more than
3 million deaths in developing countries (Kotloff, 2017).
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Rotaviruses are nonenveloped viruses with a dsRNA-
segmented genome. The majority of human and mam-
malian infections, due to group A viruses, are further
classified into genotypes by genetic differences in VP7 (G-
genotypes) and VP4 (P-genotypes) genes. However, rotavi-
rus strains with gene segments of feline, bovine or porcine
origin have been isolated from children, suggesting the
occurrence of cross-species infection in nature (Bishop &
Kirkwood, 2014). Yearly winter epidemics of rotavirus dis-
ease are regularly observed in countries with temperate
climates, whereas rotavirus disease is prevalent year-round
in tropical climates lacking defined winter seasons (Bishop
& Kirkwood, 2014; Esona & Gautam, 2015). Children
worldwide will experience at least one rotavirus infection
by 5years of age (Bishop & Kirkwood, 2014). Symptoms of
primary infection require medical attention in 1:5 children,
resulting in hospitalization in 1:65 children and death in
1:293 (almost all in young children in developing countries)
(Bishop & Kirkwood, 2014). The incidence of rotavirus is
estimated to be 10,000 cases per 100,000 in children below
5years in Bangladesh (Pecenka et al., 2017). In Argentina,
it was responsible for over 200,000 acute diarrhoea cases
and from 30 to 50 deaths annually in children under Syears
in the prevaccination era (Degiuseppe & Reale, 2017). In
this country, the vaccination coverage in 2017 was 61%-75%
when a drop of 50% in cases of acute diarrhoea caused by
rotavirus was observed (Areso et al., 2018).

Unfortunately, in our country, we do not have surveil-
lance for both rotavirus and human astrovirus in order to
provide information on its national incidence. Only re-
search studies have been performed in order to determine
information concerning the epidemiology of these viruses in
specific settings (Berois et al., 2003; Lopez et al., 2017; Tort
et al,, 2015). Moreover, in our country, RV vaccination is not
included in the national vaccination schedule (not manda-
tory) then, and there is no information concerning RV vac-
cine coverage and the proportion of immunized population.

Astroviruses are nonenveloped, positive-sense single-
stranded RNA viruses that cause gastrointestinal illness
being one of the leading causes of paediatric diarrhoea
(Cortez et al., 2017). Human astroviruses (HAstVs) are
one of the major viral agents of acute gastroenteritis in all
age groups, especially in young children (Dai et al., 2010).
They have been detected in humans (children and adults)
sheep, cattle, pigs, dogs, cats, mice and some avians usu-
ally associated with diarrhoea. Prevalence rates as a cause
of diarrhoea vary from 2% to 16% (hospital-based studies),
and from 5% to 17% (community-based studies). Most astro-
virus infections have been recorded during colder months
in temperate climates and year-round in tropical countries
(Bishop & Kirkwood, 2014). Astroviruses are widespread in
developed countries, causing outbreaks in daycare centres,
hospitals, and nursing homes for the elderly. They are an

important cause of enteritis in immunocompromised pa-
tients. Acute astrovirus infection induces mild watery di-
arrhoea in young children that lasts for 2-3days and may
be associated with vomiting, fever and anorexia (Bishop &
Kirkwood, 2014). Epidemiological studies have shown that
between 2% and 5% of swimmers become ill after exposure
to bathing in beach water (Cabelli et al., 1979; Dufour, 1984;
Dufour et al., 2017; Wade et al., 2006, 2008, 2010). In Nigeria,
a study shows that HAstV contributes substantially to the
burden of gastroenteritis and is detected in all age groups
between 0 and 5years, with the highest prevalence in 0- to
12-month-old children (Arowolo et al., 2020). Astroviruses
are estimated to account for 2%-9% of children presenting
with diarrhoea in ambulatory-, clinical- or hospital-based
settings worldwide and 4%-5% of diarrhoeal disease in com-
munity settings in Egypt and Mexico (Olortegui et al., 2018).
Astroviruses cause both endemic infections and food-borne
outbreaks (Desselberger, 2017).

One of the challenges of monitoring viruses in recre-
ational waters is their low and variable concentrations,
often resulting in observations below the detection limit
(BDL) of the viral methodology. To evaluate the risk of
infection or illness due to exposure to water with low
concentrations of enteric viruses and other pathogens, a
set of statistical tools known as Quantitative Microbial
Risk Assessment (QMRA) has been developed (Haas
et al.,, 1993). QMRA has been applied to water contam-
inated with bacteria (Abia et al., 2016), viruses (Prez
et al., 2015) and parasites (Krkosek et al., 2016) and the
risk calculated has been used to make decisions regarding
public health. QMRA involves four stages such as hazard
identification, exposure assessment, dose-response as-
sessment and risk characterization (Poma et al., 2019).

The risk characterization is either deterministic
(single values such as means are used to describe the
variables used in the QMRA model) or probabilistic (sta-
tistical distributions are used to describe variables used
in the QMRA model). In a deterministic QMRA, esti-
mates of each of the QMRA model variables in the expo-
sure and effects assessment are selected and combined
to compute the resulting health risk. In a probabilistic
QMRA, statistical distributions are used to describe the
model variables, which reflect the stochastic (variable/
uncertain) nature of most of the model variables more
appropriately. The type of distribution selected consid-
ers a combination of knowledge of pathogens in water
systems. The health risk is computed by combining the
statistical distributions, using Monte Carlo methods and
dose-response models (Haas et al., 2014b). There is a
wide range of software tools available to support these
calculations. Dedicated QMRA models and software
tools are increasingly available to aid this risk character-
ization step (Bassett Jr et al., 2012). The need to conduct
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a deterministic, screening-level QMRA or a probabilis-
tic, in-depth QMRA, is primarily determined by what
is needed to determine the best risk mitigation options
(WHO, 2007). QMRA has to work frequently with as-
sumptions and the use of default assumptions is well
recognized in risk assessment. When data are absent
and assumptions are used, the tendency is to use con-
servative or worst-case scenarios (estimates), to ‘be on
the safe side’ (WHO, 2007).

The aim of this study was to estimate and compare the
risk of RV and HAstV infections in two different activi-
ties such as swimming and fishing in surface water at Las
Canas beach, Uruguay.

MATERIALS AND METHODS
Sampling of surface water

The Uruguay river basin has an extension of 340,000 km?
through the countries of Brazil, Argentina and Uruguay.
Its flow is 4,500 m>/s, two times higher compared to that of
the Nile River. Its population is 975,000 inhabitants among
the three countries mentioned above (CARU, 2022).
From May 2018 to April 2019, monthly collections were
performed in a site called Frigorifico del Anglo (FA), 1 km
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downstream from Fray Bentos city (24,406 inhabitants)
and in Las Canas beach (LC), both on the shores of the
Uruguay River (n = 24) (Figure 1). LC is located 7.4 km
downstream from Fray Bentos city (INE, 2011). Each sam-
ple consisted of 10 L of surface water collected in a ster-
ile bottle and immediately transferred to the laboratory
at 4°C. The site FA is visited by fishers all over the year,
while the site LC is mainly used in the spring (September
to December) and summer (December to March) seasons.

FA is a sampling site characterized by the high pres-
ence of fishers because wastewater from Fray Bentos is
dumped at this site, which generates an accumulation of
fish. LC is one of the most important freshwater beaches
in Uruguay, characterized by its large camping area, hotels
and restaurants. During summertime, people from many
cities come to LC to spend their holidays, since, in addi-
tion to a large suitable area for bathing, other water activ-
ities can be carried out, such as canoeing.

Viral concentration and nucleic
acid extraction

The concentration of viral particles was performed by
skimmed milk flocculation (Calgua et al., 2013). Briefly,
a preflocculated 1% (w/v) skimmed milk solution (PSM)
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FIGURE 1 Mapsshowing the sites of surface water collection. Frigorifico del Anglo (FA) for fishing activities and Las Canas (LC) for

swimming activities.
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was prepared, the sample was carefully acidified to pH 3.5
by adding HCI 1 N and the PSM was added. Samples were
stirred for 8 h at room temperature and flocs were allowed
to form sediment by gravity for another 8 h. The superna-
tant was carefully removed and a final volume of about
500ml containing the sediment was transferred to a cen-
trifuge tube at 7,000 xg for 30 min at 12°C. The supernatant
was carefully removed and the pellet dissolved in 10 ml of
phosphate buffer (1:2, v/v of Na,HPO, 0.2 M and NaH,PO,
0.2 M) at pH 7.5. The viral concentrate was stored at —80°C.

Viral RNA was extracted from 140yl of the concen-
trated sample using the commercial QIAamp Viral RNA
kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany). The manufacturer's
protocol was followed, and the purified viral RNA was
eluted in 30pl of elution buffer and stored at —80°C until
the reverse transcription (RT) procedure. Extracted RNA
was reverse transcribed into cDNA using the SuperScript
II Reverse Transcriptase and Random Hexamer Primers
(both from Invitrogen™), according to the manufacturer's
instructions. Ten microlitres of RNA and a 10-fold dilu-
tion of RNA were used as a template for RT in order to
remove enzymatic inhibitors.

Quantitative PCR (qPCR)

qPCR was performed with TagMan technology and
Rotor-Gene Q instrument (Qiagen®); undiluted and 10-
fold diluted samples were analysed in duplicate. In order
to quantify RV, a standard curve was generated by using
10-fold dilutions (107-10 genome copies reaction™") of
a plasmid containing an amplicon of 86bp described by
Zeng et al. (2008). For HAstV quantification, a standard
curve was generated by using 10-fold dilutions (10%-10°
genome copies reaction™) of a plasmid containing an am-
plicon of 76 bp described by Dai et al. (2010).

Five microlitres of cDNA were used as a template with
SensiFAST™ Probe No-ROX Kit (Bioline®) together with
primers and probes described by Zeng et al. (2008) for RV
and by Dai et al. (2010) for HAstV (Table 1).

Quantitative microbial risk assessment
(QMRA)

A four-step QMRA was applied in this study as follows: (i)
hazard identification, (ii) exposure assessment, (iii) dose-
response assessment and (iv) risk characterization (Toze
et al, 2010; USEPA/USDA/FSIS, 2012; WHO, 2001).
Concentration data obtained by qPCR for RV and HAstV
were used to perform the QMRA. The workflow of this as-
sessment is depicted in Figure S1.

Hazard identification

The hazards identified in this study were RV and HAstV
which present a faecal-oral route of transmission. RV has
been shown to cause 40%-50% of severe acute diarrhoea
in young children worldwide in both developing and de-
veloped countries in prevaccination era (Mukherjee &
Chawla-Sarkar, 2011). HAstV plays an important role in
infectious diarrhoea among all age groups. Most individu-
als (90%) will have developed antibodies towards astrovi-
rus by the age of 9years old, underscoring its prevalence.
Gastrointestinal illnesses are recognized as potential
human health hazards due to their status as one of the
leading causes of human morbidity and mortality world-
wide by the World Health Organization (WHO, 2011).

Exposure assessment

The dose or pathogen number involved in the exposure
was calculated as follows:

d=CxVwi

Vwi=IRxte

where d (genomic copies [gc]) is the dose ingested,
C (gec ml™) is the concentration or density of pathogens,

TABLE 1 Nucleotide sequences of primers and probes designed for qPCR assays performed in this study for human astrovirus (HAstV)

and rotavirus (RV)

Primer/probe Sequence (5'-3’) Position in the genome® Reference
HAStVF CCDGCCAGRCTCACAGAAGAG 4264-4284 Dai et al., 2010
HAstVR GACTTGCTAGCCATCACACTYC 4318-4339 Dai et al., 2010
Probe FAM-ACTCCATCGCATTTGGAGGGGAGGACC-TAMRA  4287-4314 Dai et al., 2010
NSP3 f ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 963-988 Zenget al., 2008
NSP3r GGTCACATAACGCCCCTATAGC 1028-1049 Zengetal., 2008
NSP3 probe FAM-AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA-MGB 995-1017 Zengetal., 2008

“The reference genome for HAstV position was GenBank accession number L13745 and for RV was X81436.
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Vwi (ml) is the volume of water ingested, IR (mlh™) is the
ingestion rate and te (h) is the duration of the exposure.

IR was considered to have a uniform distribution be-
tween 0 and 154mlh™! for children (“18years old) and
between 0 and 53mlh™" for adults (>18years old) that
involved primary contact (swimming). Two different sce-
narios were used to calculate the ingestion rate (IR), one
involved primary contact (swimming) for adults and chil-
dren, and the other involved secondary contact, due to
hand-mouth contact during fishing (Dufour et al., 2006;
Poma et al., 2019).

The IR due to wet hand-to-mouth contact (Qpy, in
ml h™!) was calculated (de Man et al., 2014) as follows:

QHM=HXAXfHM

where H (cm) represents the film thickness of water on
hands, A (sz) is the skin-surface area of the hand that
touched the mouth and f;py; (number h™) is the frequency
of hand-to-mouth contact (Poma et al., 2019).

For the simulations, H and A were considered to have a
uniform distribution between 0.00197 and 0.00234 and be-
tween 1 and 20, respectively. For fi;;, a Gamma distribution
was considered, with the shape parameter equal to 2 and the
scale parameter equal to 0.5 (Poma et al., 2019). For both FA
and LC, we fitted distributions of virus concentration data
using Gaussian Kernels and estimated the smoothing pa-
rameter by ‘Silverman rule’ (Silverman, 1986).

The next step consists of the simulation from the fitted
distributions. As we are dealing with mixtures, where the
components are Gaussians centred in each observation
and with standard deviation ‘h’, the procedure is the usual
(1) simulate at random the component (with equal proba-
bility) and (2) simulate from this component (a Gaussian
distribution). In this way, we can get a simulated sample
of concentration levels, based on data and the fitted distri-
bution by Kernels, so big as desired (100,000 in our case)
and with this characterize the probability of infection as-
sociated with each site as well as its uncertainty.

One of the challenges of monitoring viruses in recre-
ational water is the observation of BDL (Poma et al., 2019).
To evaluate the risk of exposure when the data are com-
posed of samples with detected and nondetected results,
we considered three alternative strategies (A I, A II, A
III) for the treatment of the zero values (censured values)
obtained from the simulation: (1) transforming them to
zeros, (2) replace them by half the detection limit and (3)
replace them by simulated values from a uniform distribu-
tion between zero and the detection limit.

Strategy (1) is usual by default and presents the prob-
lem of possible underestimation of final risks. Strategies
(2) and (3) are similar (both replace, in mean, by half the
detection limit) but the last represents better the variability
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expected in data. Then, using these three scenarios for the
final generation of simulated levels of concentration, we
calculated the respective doses and finally the infection
probabilities or risks associated.

Dose-response models

We considered pathogen-specific dose-response models
to estimate the probability of infection (Haas et al., 2014a;
Mena et al., 2003). The dose-response models used were
the p-Poisson model for RV infections (¢ = 0.2531 and
Nj, = 617) and the |F, hypergeometric for HAstV (Haas
et al., 2014a; Poma et al., 2019).

Risk characterization

The risk was calculated with R studio as Individual's
Infection Risk (IIR) for each virus, and it was characterized
as the total probability of infection (PI), after one exposure to
recreational water through accidental ingestion (swimming
activity) or secondary contact (fishing activity). A Monte
Carlo simulation of 100,000 exposure events was conducted
for characterization of uncertainty in the estimation of risk.

RESULTS

A total of 24 samples were analysed (12 from FA and 12 from
LC) and 41.7% were positive for RV and 12.5% were positive
for HAstV. In the FA site, the detection of RV was 58.3% and
for HAstV, it was 16.7% of all the analysed samples. In LC,
RV was detected in 25% and HAstV in 8.3% of the analysed
samples. The zero values of the qPCR were classified as not
detected since these samples are BDL, which are 2030gc L ™!
for RV and 406 gc L™ for HAstV (Table 2).

At the sampling site known as FA, RV and HAstV
were detected both in colder (4months) and warmer
(3months) periods of the year. On the other hand, in LC,
RV and HAstV were detected in warmer months (October—
December) and only in one colder month (April). For both
collection sites, RV concentrations were always higher
than the HAstV concentration (Table 2 and Figure 2).

In Figure 3, we can observe the risk of infection for
RV showing the three different alternatives (AI, AIl and
AIII) used to treat the BDL or zero values by qPCR. The
probability of infection at the sampling site FA, which
is characterized by the presence of fishermen, follows
a distribution with values between 0 and 0.7, that is the
probability of infection for the fishermen in this place was
between 0% and 70%. At the sampling site LC, used for
swimming activities, the probability of infection by RV for

76



Applied Microbiology

VIVIANA ET AL.

TABLE 2 Frequency and quantification of rotavirus (RV) and human astrovirus (HAstV) in Frigorifico del Anglo (FA) and las Cafas

(LC), Uruguay

Frequency (positive/ 95% Confidence Maximum-
Virus Collection site total) Mean® Interval® minimum®
RV
FA 58.3%(7/12) 24E+04 6.4 E+02 1.2E+05-2.0E+04
LC 25.0%(3/12) 5.2E+03 1.7 E+02 2.2E+04-2.0E+04
total 41.7% (10/24) 1.5E+04 6.1 E+02 1.2E+05-2.0E+04
HAstV
FA 16.7% (2/12) 1.9E+03 8.3 E+01 1.4E+04-8.9E+03
LC 8.3% (1/12) 3.4E+02 2.1E+01 4.1E+03-4.1E4+03
total 12.5% (3/24) 1.1E+03 7.4 E+01 1.4E+05-4.1E+03

“Expressed as genomic copies litre™.
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human astrovirus according to the date and the collection site.

swimmers older than 18 years old was between 0 and 0.35
and for swimmers under 18years old presents a distribu-
tion between 0 and 0.45 (Figure 3).

The probability of infection for HAstV at the sampling
site FA for fishers has a distribution between 0 and 0.45,
for the three different alternatives (AI, AII, AIII) used to
treat the BDL or zero values by qPCR. At the sampling
site LC, used for recreational activities, the probability of
infection by HAstV for swimmers older than 18years old
was between 0 and 0.18 and for people under 18 years old
presents a distribution between 0 and 0.37 (Figure 4).

The 95% quantile of the distribution of the probabil-
ity of infection for RV in FA was 45%, while for HAstV
was 17%. In the case of the site LC, for swimmers under
18years of age, the 95% distribution of the probability of
infection by RV was 41%, while for HAstV was 11%. For
swimmers older than 18years at the same site, this 95%
quantile for RVA was 27%, while for HAstV was 4%.

DISCUSSION

In this study, a QMRA approach was performed for RV
and HAstV infections in order to compare the prob-
ability of infections between these enteric viruses for
different recreational activities (swimming and fish-
ing) and also different strategies were evaluated for the
concentration values BDL. Some authors used zeros
to represent nondetect results (Borchardt et al., 2012),
while others replace them with a particular value such
as the limit of detection (LOD) for the concentration/
quantification methodology (Mara & Sleigh, 2010; Rijal
et al., 2011) and others used the sample limit of detec-
tion (SLOD). Moreover, the SLOD takes into account
the efficiency of virus recovery during the concentra-
tion of water, the volumes and the efficiencies of mo-
lecular reactions in their process (Poma et al., 2019). It
is important to note that in the analysed samples, zero
values can either represent an absence of viruses or re-
flect a viral concentration below the detection limit of
the assay. That is why it is common in the QMRA lit-
erature the consideration of zero values as ‘censured
values’ and there are different suggested strategies for
their analysis (Poma et al., 2019). Of a total of 24 sam-
ples for both RV and HAstV, 58% of the samples ana-
lysed for RV were BDL, while for HAstV, 88% of these
were below this limit by the QPCR methodology. Based
on these results, we consider three different alternatives
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between zero and the detection limit (A IIT).

for the treatment of these zero values since they are the
majority of the samples. The results obtained with these
different alternatives show that the probabilities of in-
fection for the three treatment alternatives for ‘zero’ val-
ues have similar results for both viruses along the risk
distribution; therefore, we suggest that these values can
be treated either as zeros or as BDL.

Considering the results above the BDL, RV was de-
tected more frequently as well as in higher concentrations
than HAstV. For RV, the frequency of detection was higher
in FA than LC; this could be explained since a wastewater
pipe from Fray Bentos city is discharging into the river at

FA. Moreover, according to a study performed by Espinosa
et al. (2008), RV is more stable than HAstV in surface
water, and RV concentrations were higher than HAstV
concentrations in a previous 1-year study performed in
several cities in this region of Uruguay where several en-
teric viruses were quantified in wastewater samples that
are the source of contamination for surface water (Victoria
et al., 2014). Unfortunately, in the analysed region of the
country, there is no epidemiological data concerning the
infections of both viruses in its population. We did not
perform experiments in order to calculate the recovery ef-
ficiency of the protocol used in this study. However, the
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recovery efficiency used in this study was determined by
the authors that designed this viral concentration method
and it has been used by several authors worldwide (Assis
et al., 2018; Borgmistars et al., 2021; Calgua et al., 2013;
Gonzales-Gustavson et al., 2017; Shubo et al., 2021).

The probability of infection for both RV and HAstV was
greater for those under 18years of age compared to older
18, which shows (or ‘is a consequence of”) that these prob-
abilities are directly related to the volume ingested during
the swimming event since children under 18years of age
usually inadvertently ingest more water than adults when
swimming or playing in the water (Dufour et al., 2006). It

is well known that immunity is an important key in order
to the establishment of an infection, unfortunately, this
parameter is not included in dose-response models (Hass
et al., 2014).

Some studies show that greater health risk is associated
with a primary contact, in which the body and head are
submerged in water compared to secondary contact such
as fishing and boating, where the volume of water in-
gested is lower (Dorevitch et al., 2012; Zhang et al., 2019);
however, in our study, we observed that for fishers (or
secondary contact), the risk of infection is higher than for
swimmers for RV and HAstV. This is likely explained since
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high viral frequency and concentration were observed in
the site used for fishing than swimming activities.

In our study, the probability of infection for swim-
mers was between 0 and 45% which is higher compared
with results obtained from a study conducted in the Rurh
river that varied between 0.9% and 2.6% for viral gastro-
enteritis (rotavirus and norovirus enteritis, Giardiasis and
Cryptosporidiosis) (Timm et al., 2016), but were similar to
the probability of infection observed in a previous study
conducted by our group in the Santa Lucia and Uruguay
River in Uruguay which were 64% and 68%, respectively
(Bortagaray et al., 2020). The probability of infection was
calculated based on all the samples regardless of the season
of the year which can add bias concerning the seasonality of
enteric virus infections. Further studies taking into account
the risk of infection specific for warmer months, where most
people use this beach for swimming activities, will improve
the uncertainties of the QMRA analysis on this scenario.

Difficulty infitting a probabilistic distribution to our virus
concentration data was that the pattern of observed data did
not correspond with the distributions usually considered in
the QMRA literature. This is mainly due to the multimodal
pattern of the data, which could suggest the consideration of
mixture distributions. One problem with this option is the
data availability to fitting distributions with several parame-
ters. However, one alternative that we considered was fitting
by Kernel density estimates (Silverman, 1986). This tool can
be seen as a mixture of distributions, one per observation,
but with much fewer parameters to estimate (the smoothing
parameter ‘h’). The Kernel density estimator is a nonpara-
metric method with greater sensitivity to rare events, this
method works by centring a Gaussian distribution (called
kernel) over each sample data point (Scott, 1992). The prob-
ability density function is estimated as the accumulation of
all kernels. The use of such a data representation ensures
that the resulting probability density function is sensitive to
individual data points including those that represent rare
events in the sample (Petterson et al., 2001).

QMRA is a tool that uses dose-response (DR) models for
specific/reference pathogens and assessment of different ex-
posure scenarios to estimate the human health risks (Haas
et al.,, 2014b). In 2003, the QMRA was indicated by WHO as
avalid methodology for recreational water risk management
(WHO, 2003), and to date, some governments have already
integrated QMRA into their guidelines, such as Australia,
the United States and New Zealand (Federigi et al., 2019).
‘We consider that QMRA could be used as a powerful tool
in order to mitigate the impact of waterborne gastroenteritis
diseases in our country.

Our data were fitted to a Kernel distribution, which al-
lowed us to calculate the risk of infection in a probabilistic
approach, bringing these results closer to what happens in
nature and allowing us to predict the risk of infection with
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greater accuracy. Moreover, three different alternatives
were evaluated for the values BDL by qPCR showing that,
at least with our data, the risk of infection is independent
of how these BDL values are treated.

It was possible to determine for the first time in
Uruguay the risk of infection by RV and HAstV in a prob-
abilistic manner for fishing and swimming activities for
children and adults in Las Cafas beach, where the proba-
bility of infection for RV was higher than for HAstV. There
is a considerable risk of infection for people who use the
waters of the Uruguay River for swimming or fishing pur-
poses in the sites analysed for the enteric viruses studied,
revealing the impact of waterborne transmission of viral
gastroenteritis in Uruguay.
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Seccion VI- Discusién globalizadora

Caracterizacion molecular

En el presente trabajo, se realizd la caracterizacion molecular mediante
secuenciacion de nueva generacion (NGS) y Sanger de virus gastroentéricos a
partir de diversas muestras de aguas residuales provenientes de las ciudades de
Bella Unién, Salto y Fray Bentos. Estas localidades, todas ubicadas a orillas del
rio Uruguay, vierten sus aguas residuales —ya sean tratadas o no— a este curso
de agua, el cual desempena un rol fundamental en la regién, siendo utilizado
para diversas actividades recreativas como el bafio y la pesca, asi también como
para el riego y el abastecimiento de agua para consumo humano. Ademas de la
caracterizacidn molecular, se realizd6 un andlisis de riesgo microbioldgico
cuantitativo (QMRA) en el balneario Las Cafias (Fray Bentos) ubicado en aguas
del rio Uruguay con el objetivo de evaluar la probabilidad de infeccién asociada
al uso de estas aguas, aportando una visién integral sobre la potencial exposicion

de la poblacién a estos agentes.

Existen diversos trabajos a nivel mundial pero no tanto a nivel regional que tratan
acerca de la caracterizacion molecular de dichos virus, siendo la mayoria de
estos realizados en muestras clinicas. Uno de ellos establece que, entre el 2009
y 2018, en China se llevé a cabo una vigilancia nacional prospectiva donde
participaron 152.792 pacientes con diarrea aguda, de todas las edades
observandose que los rotavirus del grupo A y los norovirus son los dos
principales patdgenos virales detectados en los pacientes estudiados, seguidos
por los adenovirus y astrovirus (Wang et al., 2021). En ese estudio, también se
observaron diferencias entre adultos y niflos en cuanto a la prevalencia de los
patdgenos observados. También notaron que cuando se tiene en cuenta solo a
los nifios, el patdgeno viral de mayor deteccion es RVA, sin embargo, cuando se
tiene en cuenta solo a los adultos el que predomina es norovirus. En nuestro
trabajo el patégeno viral mas frecuentemente detectado en las aguas residuales
analizadas fue RVA, seguidos de HAstV, NoV Gll y NoV Gl. Esta prevalencia de
deteccion puede deberse a que si tenemos en cuenta el analisis filogenético

realizado en la secuenciacion por NGS se observa que algunas de nuestras
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cepas de RVA que fueron secuenciadas e identificadas podrian tener un origen
canino lo que podria explicar esta alta deteccion ya que en nuestro pais existe
una gran poblacion canina de alrededor de 1,9 millones de individuos, no asi que
se deba a una poblacion infantil ya que la mayoria de los nifios que se ven
afectados por este virus usan pafiales y sus excretas no llegan a las aguas

residuales.

Los virus gastroentéricos se caracterizan por su notable persistencia en el am-
biente, pudiendo permanecer activos durante periodos prolongados, incluso
hasta 90 dias. Esta resistencia ambiental contribuye a que las aguas residuales
contaminadas con estos microorganismos sean volcadas en rios, los cuales son
utilizados por diversas poblaciones para actividades como la recreacion, la
pesca, el consumo de agua o el riego de cultivos. Esta situacion favorece la con-
tinuidad del ciclo de transmision de estos patdgenos a través del agua contami-
nada (Prévost et al., 2016; Trudel-Ferland et al., 2021). Esto representa una ame-
naza constante para la salud publica, especialmente en comunidades que de-
penden directamente de estos cuerpos de agua. A pesar de que su concentra-
cion en el ambiente puede ser baja, se ha demostrado que basta con una pe-
qguena cantidad de particulas virales para provocar infeccion en un huésped sus-
ceptible (La Rosa et al., 2012). Ademas, un estudio reciente evidencié que la
deteccion y cuantificacion del genoma del norovirus (NoV) se mantiene cons-
tante en el tiempo, incluso cuando se observa una reduccion en la cantidad de
virus viables (Shaffer et al., 2022). Esto implica que la presencia del genoma viral
en el ambiente podria seguir representando un riesgo infeccioso sostenido en el

tiempo para las personas expuestas.

En cuanto a la capacidad de persistencia en el ambiente, se ha comprobado que
el norovirus presenta una resistencia significativamente mayor en comparacion
con otros virus entéricos como rotavirus y astrovirus. NoV es capaz de sobrevivir
en condiciones extremas, como la exposicion a luz ultravioleta y a valores extre-
mos de pH. Aunque rotavirus y astrovirus también muestran una considerable
resistencia —debido en parte a su estructura sin envoltura—, su persistencia en
superficies es ligeramente menor (Zhang et al., 2021; Gamazo et al., 2020; Va-
sickova et al., 2010). Teniendo en cuenta esta mayor persistencia y capacidad
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de resistencia de Norovirus es que hubiésemos esperado que fuese el de mayor
frecuencia en nuestro trabajo, pero no fue asi, ya que RVA fue el de mayor de-
teccidn en todos los puntos muestreados, lo que se puede atribuir a que nuestra
PCR a pesar de estar disefiada para detectar cepas humanas, detecté también

cepas caninas.

Cuando observamos la frecuencia de deteccion por gPCR vy lo relacionamos con
los amplicones que se obtuvieron y se mandaron a secuenciar, para las
diferentes estirpes virales se observa que el porcentaje de muestras detectadas
por gPCR es superior al de la PCR cualitativa, por ejemplo para RVA se observa
que el porcentaje de deteccion fue de un 50% es decir 18 de las 36 muestras
analizadas fueron positivas para RVA, mientras que si observamos los
amplicones obtenidos por PCR convencional que luego se secuenciaron,
observamos que para RVA fue de un 11% es decir 4 muestras positivas de un
total de 36. En este trabajo se puede observar que existe una mayor sensibilidad
de deteccién en las muestras analizadas por qPCR respecto a la PCR en tiempo
final, lo que concuerda con estudios realizados anteriormente (Balasingham et
al.,, 2017; Xia et al., et al 2018). Numerosos estudios han revelado que los
porcentajes de deteccion del virus mediante PCR en tiempo real son mas altos
que los estudios que utilizan PCR convencional como método de deteccion. (Ye
et al.,, 2012; Kluge et al., 2014; Pang et al., 2021; Rashid et al., 2021; Kumthip et
al., 2023). Las muestras que se lograron genotipar tanto por NGS como por
Sanger estan en un porcentaje menor que las detectadas por qPCR, como en el
caso de un trabajo realizado por Rovida y colaboradores (2020) donde se
detectd RVA por gPCR en 111 de un total de 122 muestras (91%), mientras que
cuando se amplificaron estas muestras positivas por cPCR se lograron
amplificar 108 de las 111 muestras, es decir un 97% de las muestras que dieron
positivo por qPCR, o dicho de otra forma un 88% del total de las muestras.
Debido a esta menor deteccion por PCR tiempo final y luego genotipificacion es
que se puede inferir que los genotipos detectados no son todos los que estan
circulando sino que se podria decir o sugerir que en la realidad existe la
posibilidad de que podrian estar circulando otros genotipos diferentes que no se
logran amplificar y por ende secuenciar ya que disminuye la sensibilidad en la
cPCR respecto a la gqPCR. Para el caso de los astrovirus, no se puede

comparar los diferentes porcentajes
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de deteccion respecto a las modalidades de PCRs ya que la gPCR aplicada en
este estudio permite detectar astrovirus clasicos y la cPCR esta dirigida para la
deteccion de los astrovirus emergentes. En el caso de NoV Gll, si comparamos
los porcentajes de deteccion en ambas metodologias observamos que para
gPCR es del 36% mientras que para cPCR es del 31%, por otro lado, si
comparamos las muestras detectadas por ambas metodologias para NoV Gl, se
observaron 10 muestras positivas por cPCR y 9 positivas por gPCR. Es decir,
que para NoV no se evidencia una marcada sensibilidad superior de la técnica
de la gPCR respecto a la cPCR, por lo que podemos notar que para RVA la
sensibilidad de la qPCR es mayor respecto a la cPCR, pero no podemos

asegurarlo segun los otros virus estudiados.

Como ya fue mencionado, en nuestro pais, la vacuna contra el RVA no forma
parte del calendario gratuito de vacunacion. Actualmente, las vacunas mas
conocidas a nivel mundial y que se comercializan en el Uruguay son dos, la
vacuna Rotarix® que contiene una cepa G1P[8] atenuada y que presenta
proteccion cruzada frente a otros genotipos circulantes, como G2P[4], G3PI[8],
G4P[8], GI9P[8], G8P[4] y G12P[6], y la RotaTeg® que es una vacuna
pentavalente con virus reasortante que expresan G1P[5], G2P[5], G3P[9],
G4P[5], G6P[8] (Bennet et al., 2020). En nuestro estudio se observé que los
genotipos que predominantemente circularon en el periodo de analisis, en las
aguas residuales de las ciudades del litoral uruguayo, fueron G3 y P8. Era
esperable que el G1 de la Rotarix no estuviera en una alta frecuencia ya que
como comentamos, la vacunacion no es gratuita y por ende la cobertura vacunal
es baja y probablemente también lo sean los niveles de excrecion de este
genotipo. Sin embargo, en paises donde la vacunacion es obligatoria es comun
detectar dichos genotipos vacunal en los sistemas de vigilancia ambiental, como
por ejemplo en Tailandia en un estudio realizado por Kittigul y colaboradores
(2021), el genotipo mas frecuentemente detectado fue G1, seguido por G3, G9,
G2 y G6, lo que denota la circulacion de la cepa vacunal en el lugar estudiado.
El monitoreo ambiental ha sido una herramienta util para evaluar el impacto del
programa de vacunacion en la circulacion de RVA en algunos paises (Prado et
al., 2014) donde ademas se lo ha relacionado con varios brotes de gastroenteritis

transmitida por el agua (Prado et al., 2014). Por otro lado, la vacunacion no tiene
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la misma eficacia en todas las regiones del mundo, por ejemplo, en Africa y en
Asia se ha visto una disminucioén de su eficacia, la cual esta atribuida a diferentes
factores como la diversidad genética, la nutricion, el microbioma intestinal y los
anticuerpos de la lactancia materna que pueden afectar el rendimiento de la
vacuna. A pesar de esta baja eficacia de la vacuna en Africa y Asia, el impacto
de la vacuna es mayor en estas areas de bajos ingresos, debido a la mayor carga
de la enfermedad en comparacion con regiones de paises desarrollados (Rota
Council, 2016). La vigilancia molecular del rotavirus sigue siendo importante en
la era post vacuna para monitorear los cambios en los patrones de transmision,
identificar cambios antigénicos inducidos por la vacuna y descubrir cepas
potencialmente patdgenas relacionadas con la vacuna. En un trabajo realizado
en una ciudad de Canada, donde se introdujo la vacunacion contra rotavirus en
su calendario en junio de 2015, se analizé una cohorte prospectiva de nifios con
gastroenteritis aguda reclutados entre diciembre 2015 y agosto de 2018. Se
identificaron cambios dinamicos en la positividad del rotavirus y las tendencias
del genotipo durante los periodos previos y posteriores a la introduccion de la
vacuna contra el rotavirus. Los genotipos G9P[8], G1P[8], G2P[4] y G12P[8]
predominaron consecutivamente en cada temporada con tasas generales de
incidencia de rotavirus mas bajas en 2016 y 2017. En nifios con infecciones por
RVA, el G12P[8] fue el predominante (Zhuo et al., 2023). En nuestro pais no
existen muchos trabajos con respecto de la epidemiologia molecular de RVA,
uno de ellos realizado por Tort y colaboradores (2015) en aguas residuales de
diferentes ciudades uruguayas, observo la circulacion de las cepas G1, G2, G3,
G12, P[4], P[8] y PI[3] donde se pudieron detectar genotipos humanos
emergentes y poco comunes que también fueron detectados en muestras
clinicas de Salto por los mismos autores, demostrando que en las aguas
residuales se pueden detectar las mismas estirpes que circulan en la poblacion
cubierta por la red de saneamiento (Tort et al., 2015b). Estos trabajos muestran
la importancia de conocer las cepas circulantes en nuestro pais para poder tomar
medidas acerca de incluir dicha vacuna a nuestro calendario de vacunacion,
pudiendo asi salvar vidas y evitar cuadros graves de deshidratacion por las
graves diarreas que causan. En poblaciones vacunadas contra rotavirus, NoV es
ahora la causa mas comun de diarrea en nifios (Nordgren & Svensson, 2019). Al

igual que en nuestro trabajo, Rovida y colaboradores (2020) en un trabajo
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realizado con 1450 pacientes atendidos en un hospital universitario de ltalia,
observaron que los genotipos predominantes de RVA , fueron G3 y P8, aunque
también detectaron G1, G9, G12, G2 y G6 para VP7 y los genotipos P4 y P9
para VP4, revelando también un pico de infecciones por RVA en el periodo de
invierno-primavera en 2016, 2017 y 2018, seguido de una rapida disminucion de
la frecuencia de casos durante el verano, evidenciando estacionalidad debido a
qgue en invierno hay mayor confinamiento y por lo tanto infeccion entre personas.
En otro estudio realizado en Chiang Mai, Tailandia, mediante secuenciacién por
Sanger, se detectd el genotipo G4P[8] de RVA, mostrando una limitada
diversidad genotipica (Kumthip et al., 2023). En un trabajo realizado previamente
por Victoria y colaboradores (2014), en las mismas ciudades riberenas del rio
Uruguay que aqui se estudiaron, se detectaron los genotipos P[8], P[4] y G2.
Este hallazgo, en lo que concierne a los P-tipos, coincide con lo observado en
nuestro trabajo, donde tanto la secuenciacion por Sanger como por NGS
revelaron la misma diversidad genotipica para RVA de P8 aunque P4 no fue
detectado revelando su ausencia en la region estudiada, sugiriendo que dicho
genotipo ya no estaria circulando en las mencionadas ciudades. En cuanto a
los G-tipos, se detectd a G3 indicando un reemplazo del genotipo G2 por G3, lo
que muestra que las cepas circulantes no siempre son las mismas, y que
diferentes cepas pueden aparecer y ser por ejemplo mas virulenta lo que
evidencia la importancia de la vigilancia epidemiologica y de poder conocer los
genotipos que circulan entre las diferentes poblaciones a través del estudio de
sus aguas residuales. En este trabajo se ve reflejada una reduccién en el
numero de los genotipos a pesar de analizar muestras de aguas residuales, que
representan grandes poblaciones, donde se esperaba encontrar una mayor
diversidad genotipica, considerando la gran capacidad de NGS para detectar

variantes tanto mayoritarias como minoritarias.

En cuanto a los norovirus del genogrupo Il (NoV Gll), se encontré una leve
diferencia en la diversidad genotipica entre ambas técnicas. Contrario a las
expectativas, los resultados de Sanger mostraron una mayor diversidad en
comparaciéon con NGS. Esto se debié probablemente a que las muestras
secuenciadas por NGS no incluyeron todas las analizadas mediante Sanger. En

las muestras analizadas por NGS, correspondientes a colectas de marzo, abril y
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mayo de 2017 en Fray Bentos y Salto, se detectaron los genotipos Gll.2 y Gll.4
variante Sydney, sin poder, lamentablemente, discriminar su distribucion
temporal o geografica ya que componen un pool que fue secuenciado como tal,
al contrario de lo que logré describir Ennuschate y colaboradores (2021), donde
los genotipos de norovirus variaron segun la estacion climatica del afo y la edad
de los pacientes. Estudios previos han mostrado cambios estacionales y
predominancia variable de genotipos, como el desplazamiento de Gll.4 por
Gll.17 que fue observado en Asia (Chan et al., 2015). En nuestro estudio, Gll.4
fue el genotipo predominante por ambas técnicas de secuenciacion, sin
evidencias de Gll.17. En un estudio realizado previamente en Uruguay, donde
se analizaron muestras de aguas residuales provenientes de seis ciudades se
observo una alta circulacion de GIl en todas las ciudades. Los genotipos
detectados incluyeron Gll.4 y Gll.2 y también se observo el reemplazo de
variantes de Gll.4, de New Orleans 2009 a Sydney 2012. El patron de
distribucidn de genotipos varié entre las regiones del pais analizadas (Victoria et
al., 2016).

En el caso de los AstV, el genotipo MLB1 fue el mas frecuentemente detectado,
coincidiendo con estudios previos como el realizado en Chiang Mai (Kumthip et
al., 2023). En nuestro trabajo, tanto por Sanger como por NGS, se detectaron
MLB1 y el HAstV Clasico tipo 1. Sin embargo, por medio de NGS se identificd
adicionalmente el genotipo MLB2 y una secuencia no clasificada, posiblemente
correspondiente a un genotipo nuevo. Estos hallazgos subrayan la ventaja de
NGS en la deteccidn de variantes emergentes y poco comunes. A pesar de ello,
la diversidad genotipica encontrada fue menor de lo esperado, considerando
estudios como el realizado en Jian, China, donde en un afo se detectaron
multiples variantes genotipicas, evidenciando la alta variabilidad de astrovirus
en el ambiente (Du y colaboradores (2021), aunque no seeria directamente
comparable con nuestro pais debido al numero de habitantes de cada region
que difiere muchisimo. En un trabajo realizado en Chiang Mai, Thailandia,
utilizando secuenciacion por Sanger, el genotipo que se encontré con mayor
frecuencia fue el MLB1 (Kumthip et al., 2023). De forma similar, en nuestro
estudio se detectd AstV perteneciente al genotipo MLB1, que fue identificado
tanto por Sanger como por NGS. A pesar de que la PCR utilizada para la
deteccion y posterior secuenciacidon de los AstV estd disefiada para la

deteccion de los astrovirus emergentes, se detecté el HAstV Clasico tipo1 por
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ambas metodologias también. Previo a la realizacion de este estudio,
esperabamos encontrar una mayor diversidad genotipica ya que los astrovirus
presentan una gran diversidad genética tanto en muestras clinicas como en
muestras de aguas residuales como lo observado en Jian, China durante un
periodo de 12 meses (2016), donde en todos los meses fueron detectados por
PCR convencional y secuenciados por Sanger astrovirus emergentes. En todas
las muestras (n=342) se detectd las siguientes estirpes de astrovirus: MLB1
(n=60), MLB2 (n=35), VA1 (n=72), VA2 (n=112), VA3 (n=3), y VA5 (n=42),
mientras que las 18 muestras restantes de astrovirus no pudieron ser clasificadas
(Tao et al., 2019)

Varios trabajos han sugerido que los datos de NGS utilizados en estudios clinicos
y en investigacion son al menos tan precisos o en algunos casos hasta incluso
mas precisos que la secuenciacidon por Sanger (Tyler et al., 2016). La
secuenciacion por NGS ha demostrado ser una estrategia eficaz para el
genotipado por ejemplo de HAdV en muestras de aguas residuales. Por medio
de NGS se puede detectar una amplia gama de tipos "menos prevalentes" no
identificados mediante la secuenciacion convencional por Sanger, lo que
confirma que los estudios basados en tecnologias convencionales pueden
subestimar enormemente la existencia de algunos tipos, posiblemente menos

abundantes (laconelli et al., 2017).

Andlisis cuantitativo de riesgo microbiol6gico

Debido a que la exposicidbn a aguas contaminadas con virus gastroentéricos
puede afectar la salud de las personas expuestas, aumentar los costos de la
atencion médica y la pérdida de productividad de los empleados, es que
consideramos utilizar la herramienta del andlisis de riesgo para analizar la
calidad microbiolégica de una de nuestras principales playas de agua dulce, la
cual es muy concurrida, principalmente en los meses de verano.

En los Estados Unidos, Collier y colaboradores (2021) estimaron la carga y el
costo directo de la atencion médica de enfermedades infecciosas transmitidas
por el agua, concluyendo que la vigilancia sistematica del agua es necesaria para

prevenir enfermedades y reducir los costos asociados a la salud y a la pérdida
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de dias laborales. Las estimaciones lograron predecir que el costo total de
pérdida econdmica por cuidados de salud y pérdidas de dias laborales en los
Estados Unidos es de 10.600 millones de ddlares anuales (Bartsch et al., 2020),
lo que consideramos es un costo econdmico elevado, por lo que implementar un
analisis de QMRA para poder prevenir dichas enfermedades seria beneficioso
no solo para evitar estos gastos sino que también, y mas importante aun,
salvaguardar la salud de los habitantes de las ciudades riberenas.

En un trabajo realizado previamente por nuestro equipo se determiné el riesgo
de infeccidon por RVA de forma deterministica en playas de los rios Uruguay y
Santa Lucia, estimandose riesgos diarios y anuales de infeccién para los
bafistas. En dicho estudio se observé que la cuenca del rio Santa Lucia presento
el mayor riesgo diario de infeccion (6,41E-01) y de enfermedad (3,20E-01) en
el punto aguas abajo de la ciudad de Florida, mientras que en el rio Uruguay, las
mayores probabilidades de infeccion (6,82E-01) y enfermedad (3,41E-01) se
estimaron en el sitio de captacion de agua potable en la ciudad de Salto. Estos
resultados indican que la contaminacion por RVA afecta negativamente la
calidad microbioldgica de estos rios tan importante para el Uruguay (Bortagaray
et al., 2020). Debido a que este trabajo fue realizado con un enfoque
deterministico, en esta tesis se realizé un estudio con un enfoque probabilistico,
ya que este enfoque brinda una vision mas completa de los posibles resultados,
incluyendo los casos extremos, al considerar todas las posibilidades dentro de
un rango de valores. En el presente trabajo, el mayor riesgo de infeccion se
observo para RVA para los pescadores, alcanzando un 65% y el menor se
observo para HAstV en mayores de 18 afos para la actividad de nado con un
18% de probabilidad de infeccidén, evidenciando que las probabilidades de
infeccidon por virus gastroentéricos en esa area del rio Uruguay, teniendo en
cuenta la actividad de pesca es elevada y superior al riesgo de infeccién para la
actividad recreativa de nado. Para calcular dichos riesgos se utilizaron datos
obtenidos de la deteccion y cuantificacién por PCR en tiempo real, que a pesar
de ser un método muy sensible, no permite discriminar entre virus infectivos y no
infectivos (Hamza et al., 2011). En algunos trabajos se han adaptado las técnicas
de gPCR a fin de poder detectar selectivamente aquellas particulas con capsides
intactas, potencialmente infecciosas, asumiéndolas como infectivas (Kevill et al.,

2023). Algunos trabajos asumen que todos los patéogenos detectados son
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infectivos, lo cual puede generar incertidumbres en la evaluacion del riesgo (Van
Abel et al., 2017b). Para poder reducir estas incertidumbres se requieren de
métodos que consideren la viabilidad e infectividad, como ser el cultivo celular,
aunque para algunos virus tales como los norovirus, no estan totalmente
ajustadas las técnicas ya que presentan limitaciones en la propagacion viral
(Ettayebi et al., 2021; Winder et al., 2022). En los escenarios donde la
informacion es limitada, el QMRA trabaja mediante suposiciones asociadas a sus
respectivas probabilidades, un enfoque ampliamente reconocido en Ia
evaluacion de riesgos (NRC, 2009). La PCR/gPCR de integridad de la capside
utilizando colorantes se ha convertido en una técnica de gran utilidad e
importancia en virologia para poder detectar selectivamente particulas virales
potencialmente infecciosas. Esta técnica evalua la integridad de la capside viral
en matrices acuaticas mediante un ensayo de RT-qPCR combinado con el uso
de colorantes foto-reactivos como PMAXxx, que permite diferenciar entre virus
infectivos y no infectivos. EIl PMAxx penetra en las capsides dafnadas con
genomas expuestos, impidiendo su amplificacibn mediante PCR tras la
exposicion a luz, lo que permite distinguir los genomas virales encapsidados y
potencialmente infecciosos de los no infectivos. (Kevill et al., 2023). En nuestro
estudio utilizamos datos publicados de la frecuencia de virus infectivos donde
compararon métodos moleculares de deteccion con métodos que permiten
determinar las particulas infectivas (Espinosa et al., 2008).

Otro gran desafio al trabajar con la herramienta del QMRA con muestras
ambientales es la determinacion de la concentracion viral ya que hay una gran
proporcion de muestras que resultan no detectables para el patogeno mediante
la técnica de qPCR (muestras negativas), que estan por debajo del limite de
deteccion de la metodologia utilizada, por lo que es importante abordar de
manera especial las muestras con resultados no detectables para el patégeno
evaluado en el conjunto de datos (Haas et al., 1999). En situaciones de ausencia
de datos, la practica comun es recurrir a estimaciones conservadoras o del peor
de los casos, con el objetivo de "estar en el lado seguro". Sin embargo, es
importante tener en cuenta que las estimaciones del peor de los casos tienden a
sobrestimar el riesgo (WHO, 2016). Poma y colaboradores (2019), analizaron
diferentes escenarios para tratar a las muestras negativas por gqPCR donde

evidenciaron que reemplazar las no-detecciones por un unico valor, como el
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promedio o la mediana del limite de deteccion (LOD), simplificé los calculos pero
perdi6é informacidn clave sobre las caracteristicas individuales de cada muestra.
Por otro lado, usar el LOD o la mitad del LOD capturé la singularidad de cada
muestra, al reflejar el historial del procedimiento de concentracion y método de
deteccion utilizado. Sus hallazgos sugirieron que, en la mayoria de los casos, el
uso del enfoque de la mitad del LOD seria el adecuado para los modelos de
QMRA. Considerando esta situacion es que en nuestro trabajo planteamos tres
escenarios diferentes para analizar los datos no detectables, sin embargo,
sorpresivamente observamos el mismo patrén de distribucién de probabilidad de
riesgo en los tres escenarios, por lo que podriamos inferir, que para nuestro
grupo de datos, los valores no detectables no incidieron en el resultado final de
riesgo, es decir, si hay pocos o muchos datos no detectables, el riesgo de
infeccion seria independiente a esta variable y dependeria mas de las otras que
componen la ecuacion de probabilidad de riesgo como ser la cantidad de copias
gendmicas detectadas por la qPCR o el volumen de agua ingerido por los
bafistas en cada evento de bafo. La incidencia del volumen ingerido por cada
evento de bafio en el resultado final del riesgo de infeccién, se observa al
comparar dichos riesgos para mayores y menores de 18 anos, donde los
menores presentan un mayor riesgo respecto a los mayores como
consecuencia, principalmente, del mayor volumen ingerido (de forma
involuntaria) de agua por cada evento de bafo.

En nuestro pais, la evaluacion de la calidad del agua recreativa para la
habilitacidén de las playas no incluye a los patdégenos virales y es realizada por la
Red de Monitoreo de Playas (RMP). Esta red opera bajo la coordinacién del
Ministerio de Ambiente y esta integrada por las intendencias departamentales.
Los parametros que se analizan son la temperatura, pH, conductividad, salinidad
y oxigeno disuelto, ademas de analisis bacteriolégicos y realizar inspecciones
visuales para detectar la presencia de cianobacterias u otros riesgos sanitarios
(https://www.gub.uy/ministerio-ambiente/). El poder realizar un monitoreo de
virus gastroentéricos con su correspondiente QMRA seria un complemente
fundamental a estos analisis mejorando la calidad microbiolégica de nuestras

playas.
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A nivel mundial, como consecuencia de la pandemia de COVID-19, el uso de la
vigilancia basada en aguas residuales (WBS) para monitorear la salud a nivel
comunitario mediante la deteccion de patégenos dafinos causantes de
enfermedades, excretados en heces y orina, ha aumentado considerablemente
en los ultimos afos, demostrando la utilidad del WBS para el monitoreo de
enfermedades y la implementacién de politicas de salud publica (Kevill et al.,
2023). Las aguas residuales constituyen una matriz quimica y biolégica compleja
que representa las comunidades humanas, animales y microbiolégicas que
contribuyen a ellas (Smith et al., 2024), por lo que analizar los patégenos que
estan presentes en ellas es de gran importancia para conocer la circulacion de
los mismos en la poblacion. La vigilancia de virus en aguas residuales a largo
plazo es una herramienta importante que sirve como base para la toma de
decisiones a nivel de la salud humana ya que proporciona un sistema de alerta
temprana en tiempo real sobre brotes de enfermedades infecciosas (Smith et al.,
2024).

Poder monitorear las aguas residuales de una cuenca implica poder rastrear
amenazas a la salud en la comunidad de una manera no invasiva y rentable
(Smith et al., 2024), y si a esto se le suma el analisis de riesgo de infeccion en
ese sitio, se podrian mitigar y prevenir brotes infecciosos y monitorear y
consecuentemente prohibir bafos en ciertas zonas donde circulen ciertos

genotipos potencialmente peligrosos para la salud de la poblacién.

Implementar la vigilancia epidemiolégica en aguas residuales en combinacion
con el QMRA, seria particularmente util durante los meses de verano en
poblaciones riberenas, donde estas aguas residuales se vierten (con o sin
tratamiento) a los rios que son utilizados para recreacion. Este enfoque podria
proporcionar informacion crucial a los ministerios de salud y a la poblacion
general con un costo econdmico relativamente bajo. Por ejemplo, determinar que
el riesgo de infeccion por astrovirus es del 50% y que el genotipo predominante
es neurotrépico (segun un enfoque de vigilancia basada en aguas residuales,
WBS) permitiria tomar decisiones informadas, como restringir el uso recreativo
de esas aguas. Este conocimiento sobre los genotipos virales circulantes y su
peligrosidad potencial, asociado a la probabilidad de infeccion, podria ser clave

para implementar medidas preventivas que protejan la salud publica.
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Seccion VII- Conclusiones

— Se realizd la secuenciacion de las estirpes virales para los tres virus
estudiados tanto por la metodologia de Sanger como por Secuenciacion
Profunda (NGS).

— En las aguas residuales los tres virus entéricos fueron identificados
revelando su circulacion y excrecion en la poblacion riberefia del Rio

Uruguay.

— Para RVA fue evidenciada una baja diversidad génica reflejada en un

unico genotipo para ambos genes estudiados.

— Con respecto a NoV fue detectada una alta diversidad génica ya que
detectamos la co-circulacién de varios genotipos tanto del Genogrupo | como

del Genogrupo II.

— Para HAstV, interesantemente fueron identificados varios genotipos no
solo de los HAstV emergentes que generan encefalitis, sino también de los

HAstV clasicos.

— Los tres virus fueron identificados en las aguas superficiales en una

menor frecuencia y concentracion que las aguas residuales.

— Fue posible determinar el riesgo de infeccion probabilistico para RVA 'y
HAstV tanto en el escenario de pesca como en el escenario de bafo de

recreacion.

— Existe un riesgo de infeccion considerable para las personas que utilicen
las aguas del Rio Uruguay en los sitios analizados para los tres virus
entéricos estudiados siendo mayor para los pescadores de Fray Bentos y
menor para la actividad de nado en Las Cafas, revelando el impacto de la

transmision hidrica de las gastroenteritis virales en Uruguay.

— Este es el primer trabajo realizado en Uruguay donde se determind la
diversidad génica de estos tres virus entéricos por la tecnologia de NGS, asi

como también el primero en determinar el riesgo de infeccion probabilistico
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para estos mismos virus en un balneario tan importante como lo es Las

Canas.

— Esta tesis tiene una fortaleza importante porque constituye en si mismo
una colaboracion cientifica de caracter interdisciplinario ya que involucré
tanto a bidlogos, ingenieros y matematicos generando resultados solidos

académicamente.

— Segenerd un programa “amigable” para el analisis de riesgo de infeccion
que facilita la realizacion de estudios de QMRA para cientificos no formados

especificamente en esta area del conocimiento.

— Consideramos que es sumamente importante la construccién de plantas
de tratamiento de aguas residuales para mitigar fuertemente la presencia de
estos virus en las aguas residuales y por ende en las aguas superficiales,
reduciendo considerablemente el impacto de estos virus en la salud humana

por su vehiculacion hidrica.
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Seccion V- Perspectivas

Luego de realizada esta tesis, desde el Laboratorio de Virologia Molecular, nos
hemos propuesto profundizar en el QMRA realizando andlisis en las playas de
Salto, con muestreos durante los meses de verano. Consideramos que seria
enriquecedor poder realizar un muestreo durante dos veranos consecutivos,
para poder realizar una comparacion de riesgo entre un muestreo anual y otro
estacional. También consideramos que seria muy importante dar a conocer en
diferentes ambitos estos resultados, para que diferentes actores, tales como
intendencias municipales, OSE o Ministerio de Ambiente, puedan utilizar dicha

herramienta para mitigar los efectos de los virus gastroentéricos aqui estudiados.

Como perspectiva también nos planteamos poder acoplar al QMRA el analisis
de los DALYs, que es un indicador epidemiolégico que mide la salud de una
poblacién o su carga de enfermedad en relacion a una determinada afeccion o
factor de riesgo. Este indicador puede ser considerado como una medida del
tiempo perdido por discapacidad, enfermedad o muerte, comparado con una vida
sin discapacidades en ausencia de dicha enfermedad (OMS, 2006). Los DALY's
corresponden a los afos perdidos debido a una enfermedad, por lo que seria
interesante y pionero en el Uruguay poder llevar a cabo este estudio acoplado al
QMRA vy poder informar cuales serian los riesgos de poder contraer una
enfermedad y brindar también la informacidn acerca de cuanto tiempo se pierde

de actividad laboral al estar enfermo debido a un virus gastroentérico.

En cuanto a la caracterizacion molecular nos planteamos como perspectiva
extender la caracterizacion molecular a todas las ciudades riberefias del Rio
Uruguay asi como también disefiar una estrategia para poder estudiar la
circulacion de las diferentes estirpes virales y sus genotipos segun las estaciones

del ano.
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