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Resumen del proyecto

Los Rotavirus (RVA), Norovirus (NoV) y Astrovirus (HAstV) son virus gastroentéricos considerados como los principales
virus responsables de las gastroenteritis en humanos en todo el mundo. Estos virus se transmiten a través de la ruta fecal
oral y son excretados en la materia fecal de los individuos infectados. Llegan muchas veces a contaminar diferentes
cuerpos de agua tales como rios y lagos, a través del impacto de las aguas residuales. Este estudio determiné las
diferentes estirpes virales de estos tres virus en aguas residuales del litoral oeste de Uruguay asi como también la
probabilidad de infeccidn de las personas que utilizan las aguas del Rio Uruguay en la zona del balneario Las Cafas (pesca
y bano). En las aguas residuales los tres virus entéricos fueron identificados revelando su circulacién y excrecion en la
poblacién del litoral uruguayo. RVA presenté una baja diversidad génica reflejada en un Unico genotipo para ambos genes
estudiados. Con respecto a NoV fue detectada una alta diversidad génica reflejada en la co-circulacién de varios genotipos
tanto en el Genogrupo I como en el Genogrupo II. Interesantemente para HAstV fueron identificados varios genotipos no
solo para los HAstV emergentes sino también de los cldsicos. Fue determinado 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
revelando el impacto de la transmisiéon hidrica de las gastroenteritis virales en Uruguay. Consideramos que es sumamente
importante la construccion de plantas de tratamiento de aguas residuales para mitigar fuertemente la presencia de estos
virus en las aguas residuales y por ende en los rios, reduciendo considerablemente el impacto de estos virus en la salud
humana por su vehiculacién hidrica como fue evidenciada a través del riesgo de infeccidon por la utilizacidn de las aguas
superficiales.
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Introduccion

Los virus entéricos son un grupo de virus que infectan y eventualmente replican en el tracto gastrointestinal del hospedero
causando diferentes enfermedades tales como gastroenteritis, encefalitis o hepatitis virales. Estos virus se transmiten a
través de la ruta fecal oral siendo excretados en la materia fecal de los individuos infectados, llegando muchas veces a
contaminar diferentes cuerpos de agua tales como rios y lagos, a través del impacto de las aguas residuales
contaminadas con estos virus. Dentro de este grupo de virus encontramos a los Rotavirus (RVA), Norovirus (NoV) y
Astrovirus (HAstV), los cuales son considerados los principales virus responsables de las gastroenteritis en humanos en
todo el mundo (Estes & Greenberg 2013, Robilotti et al. 2015, Vu et al. 2017).

Como mencionado anteriormente la transmision de estos virus entéricos es a través de la ruta fecal oral por medio del
contacto directo con un individuo infectado, por el contacto directo con superficies u objetos contaminados o por el
consumo de alimentos o aguas contaminadas. Esta transmisién en todos los casos es muy eficiente ya que estos virus
frecuentemente son excretados en altas concentraciones (llegando a 1011 particulas virales por gramo de materia fecal)
en las heces de las personas infectadas, persisten por largos periodos de tiempo en el ambiente y presentan una baja
dosis infectiva (Atmar et al. 2014). Estos virus presentes en las heces forman parte de las aguas residuales que
eventualmente pueden contaminar diferentes cuerpos de aguas que son destinados a la recreacidn, regadio de
plantaciones o agua de consumo. Varios estudios han realizado una vigilancia ambiental de estos virus en las aguas
residuales como una forma efectiva de obtener informacion de la epidemiologia molecular de los virus circulantes en la
poblacién servida por la red de saneamiento asi como también puede ser un método util para la deteccidn incipiente de
brotes de estos virus y proveer una alerta temprana antes de que estos virus sean registrados en los pacientes de las
instituciones de salud (Barril et al. 2010, Hellmer et al. 2014, Prevost et al. 2015q, Tort et al. 2015a).

Existen numerosos estudios en el mundo que demuestran la presencia de estos virus entéricos en elevadas frecuencias en
diferentes cuerpos de aguas principalmente en aquellos localizados en regiones urbanas tales como rios, riachuelos y
lagos, principalmente en los paises en desarrollo. Considerando exclusivamente las aguas residuales, estos virus han
sido detectados hace ya mds de 30 anos por metodologias cldsicas de virologia y a partir de los 2000 las técnicas
moleculares han sido ampliamente utilizadas tanto para su deteccién, cuantificacién asi como también para el estudio de
los diferentes genotipos y variantes virales que circulan en esta matriz con el objetivo de obtener una imagen de la
situacion de la circulacion de las variantes en la poblacién local asi como también determinar el impacto de la
contaminacién de los diferentes cuerpos de agua. Estos estudios han revelado la presencia de estos virus en altas
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frecuencias (principalmente en los meses frios del afio en climas templados) en las aguas residuales en elevadas
concentraciones y con muchas estirpes diferentes de diferentes genotipos en constante co-circulacion (da Silva et al. 2016,
Victoria et al. 2016).

Con el avance de las metodologias moleculares que nos permiten no solo detectar sino también cuantificar las particulas
virales presentes tanto en muestras clinicas como en las diferentes matrices ambientales es posible evaluar los riesgos a
la salud asociados a la exposicidn a ciertos virus entéricos en determinados cuerpos de agua que son utilizados con un
determinado fin, como por ejemplo las aguas superficiales para recreacién. La metodologia mads utilizada para
determinar este riesgo es el modelaje probabilistico de la evaluacion cuantitativa del riesgo microbiolégico (Quantitative
microbial risk assessment - QMRA). Por medio de este enfoque se ha determinado el riesgo de infeccion de varios virus
entéricos en diferentes matrices acudticas 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).

En la ultima década hemos observado una explosion en la tecnologia concerniente a la nueva generacién de secuenciacion
(Next Generation Sequencing- NGS) donde encontramos diferentes metodologias que nos permiten obtener un profundo
conocimiento de la diversidad viral presente en una determinada muestra (Hjelms@ et al. 2017). Si bien con las técnicas
moleculares cldsicas de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) seguida de secuenciacion por la metodologia de
Sanger se ha observado la presencia de varias estirpes virales de diferentes virus en una misma muestra, el surgimiento
de la NGS ha permitido obtener una vision mucho mds profunda con lo que respecta a la diversidad de virus entéricos en
las aguas residuales (Ogorzaly et al. 2015, Prevost et al. 2015b, Furtak et al. 2016).

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 circulacién de diferentes estirpes virales en elevadas
concentraciones, evidenciando no solo la contaminacién de los cuerpos de agua 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 poblacidn local donde fueron realizados estos estudios (Berois et al. 2003, Lizasoain et al. 2015, Victoria et
al. 2014, 2016, Tort et al 2015a, 2015b).

Vale destacar que hasta el momento de la realizacion de este proyecto no existia ningln estudio de la diversidad genética
utilizando la tecnologia de NGS para los virus estudiados. Con respecto al estudio de QMRA, nuestro grupo realizé
recientemente un estudio donde se determiné el riesgo deterministico por QMRA de RVA in las aguas de los rios Santa
Lucia y Uruguay (Bortagaray et al., 2020), sin embargo no se ha realizado ningun estudio probabilistico por QMRA en
Uruguay con estos tres virus entéricos.

Este estudio se abordé plantedndose inicialmente una colecta mensual de muestras de aguas residuales y aguas
superficiales durante un periodo de un ano. Los virus entéricos fueron detectados y cuantificados por medio de la técnica
de PCR en tiempo real y posteriormente se procedi6 a realizar la secuenciacién por NGS y Sanger a partir de los
amplicones obtenidos por PCR cualitativa. De esta manera se determinaron las estirpes virales presentes en estas aguas
ambientales. En forma paralela se determinaron los riesgos de infeccidn de RVA, NoV y HAstV para las personas que
utilizan las aguas superficiales del balneario Las Cafas por medio de la metodologia probabilistica de QMRA utilizando los
valores cuantitativos de la PCR en tiempo real.

Los resultados esperados al inicio del proyecto fueron los siguientes:

Se obtendrd un grupo 48 concentrados virales cada uno de ellos de 2 ml de las muestras de aguas residuales y 12
concentrados virales de las muestras de aguas superficiales, para los cuales se identificardn la presencia o ausencia de
los mencionados virus, como punto de partida.

Se obtendrd una estirpe viral (por la metodologia de Sanger) de cada virus (RVA, NoV y HAstV) en cada muestra positiva
que serd clasificada en un genotipo determinado por medio del andlisis filogenético

Se obtendrd una amplia gama de variantes virales de diferentes genotipos (por la metodologia de NGS) tanto de los
Rotavirus, como de los Norovirus y Astrovirus humanos que serd posible gracias a la robustez que tiene la tecnologia de
NGS en obtener la gran mayoria de las estirpes presentes en una determinada muestra.

Se determinard la probabilidad de infeccion para los individuos que utilizan las aguas recreacionales en el balneario Las
Canas para cada uno de los tres virus analizados.

Una alumna obtendrd su grado de Doctora en Ciencias Bioldgicas en el programa de pos grado del PEDECIBA por medio de
la realizacién del presente proyecto.

Metodologia/disefio del estudio

A continuacidn, describiremos la estrategia y metodologias que fueron utilizadas para alcanzar cada uno de los objetivos
especificos del proyecto.
Objetivo especifico N° 1
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Para realizar el monitoreo de RVA, NoV y HAstV se realizaron colectas mensuales durante un afo tanto en aguas
residuales como en aguas superficiales. Las colectas de las muestras de las aguas residuales comenzaron en marzo de
2017 en las ciudades de Bella Unidn, Salto, Paysandu y Fray Bentos. También se realizé una colecta de agua superficial en
el balneario Las Cafas, Fray Bentos (tres sitios), de forma mensual desde mayo de 2018 hasta abril de 2019. La
concentracion viral se realizé mediante el método de floculacién orgdnica (Calgua y colaboradores, 2008) para las aguas
superficiales. Las aguas residuales fueron concentradas utilizando el método de ultracentrifugacion (Pina et al., 1998).
Posteriormente realizamos la extraccion de los dcidos nucleicos virales mediante el kit comercial QIAmp Cador Pathogen
Mini Kit (Qiagen®) y la transcripcidn reversa del ARN viral utilizando cebadores randdmicos hexaméricos y la
transcriptasa reversa SuperScript™ II (Invitrogen ™). En todos los procedimientos, se utilizé agua libre de nucleasas
como control negativo y estirpes virales de genotipos conocidos para cada uno de los tres virus como control positivo.

La deteccidn y cuantificacion de RVA, NoV y HAstV se realizé por medio de las PCR cuantitativas (QPCR) como se describe a
continuacién. Estas gPCR para los tres virus se realizaron utilizando la técnica de PCR en Tiempo Real con tecnologia
TagMan®, con el kit SensiMixTM II Probe (BIOLINE Reagents Ltd) y el termociclador Rotor Gene Q (Qiagen®).

gPCR para HAstV

Los HAstV fueron detectados y cuantificados utilizando los cebadores AstVF y AstVR y la sonda TagMan® FAM (Dai et al.
2010). Los cebadores AstVF y AstVR amplifican una region de 76 pb del ORF1b del genoma de los HAstV que codifica para la
ARN polimerasa ARN dependiente.

gPCR para RVA

La deteccidon/cuantificacion de los RVA se realizé utilizando los cebadores NSP3F y NSP3R y la sonda NSP3S FAM (Zeng et
al. 2008). Los cebadores NSP3F y R amplifican una regidn de 86 pb altamente conservada.

gPCR para NoV

Para la deteccidn/cuantificacidn de los NoV se utilizaron los primers G1-F y G1-R y un juego de sondas fluorescentes VIC
Glay G1b, para la cuantificacién de GI y los primers G2F/G2R y la sonda fluorescente FAM G2 para GII segun lo descrito
por Pang y colaboradores (2005). Los primers fueron disefiados para amplificar un fragmento de la regién de unién del
ORF1y ORF2 que es la mds conservada del genoma de los NoV.

Objetivo especifico N° 2

La caracterizacidn molecular se realizé por medio del andlisis filogenético de las secuencias obtenidas por la metodologia
de Sanger a partir de los amplicones obtenidos por la PCR cualitativa de los genes informativos de los tres virus, detallada
a continuacion.

PCR para NoV

Se utilizaron dos semi-nested PCRs (GI y GII). Para GI se utilizaron los primers COG1F/G1SKR and G1SKF/G1SKR para el
primer (380 pb) y segundo (330 pb) round, respectivamente. Para GII se utilizaron los primers COG2F/G2SKR y
G2SKF/G2SKR para el primer (390 pb) y segundo (340 pb) round, respectivamente. Estos primers hibridizan en la regién de
la unién ORF1/0RF2 y la regién 5°del ORF2 (cdpside viral) (Kitajima et al. 2010).

PCR para HAstV

La deteccion de los HAstV emergentes se realizé con los cebadores SF0073 y SF0076 (RNA polimerasa viral) (Finkbeiner et
al. 2009).

PCR para RVA

Se utilizaron dos nested PCR para los genotipos G y P de los genes VP7 y VP4, respectivamente (WHO, 2009). Los primers
gue se utilizaron en el primer round de las nested PCR para G y P respectivamente son 9con1/9con2 y 4con2/4con3. El
segundo round contenia los primers internos VP7F/VP7Rdeg (881pb) para G y VP4F/VP4R (663pb) para P.

Los productos de PCR fueron purificados con el kit comercial AxyPrep™ DNA Gel Extraction (AXYGEN®).

Con las secuencias obtenidas se realizaron los andlisis filogenéticos correspondientes. Para el ensamblaje y edicién de las
secuencias obtenidas se utilizé el programa Segman®. Las secuencias de referencia de los diferentes genotipos fueron
obtenidas de la base de datos Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y alineadas con las secuencias obtenidas a partir de
nuestras muestras mediante la herramienta ClustalX. Los drboles se construyeron con el program IQtree utilizando un
aLRT de 1000 réplicas mediante Mdxima Verosimilitud. Los modelos evolutivos fueron: para VP4 y VP7 el modelo GTR+I+G.
Para NoV GI y GII el TIM2e+I1+G4 y SYM+1+G4, respectivamente. Para HAstV emergentes fue SYM+I+G4. Los andlisis
filogenéticos se visualizaron con el programa FigTree.

Objetivo especifico N° 3

La caracterizacion de todas las estirpes virales, incluyendo las minoritarias (en aguas residuales) por medio de la
utilizacion de la tecnologia de Next Generation Sequencing se realizé 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 comin (33 — 35 bases) seguido de cebadores dirigidos a genes especificos para cada una de los
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tres virus.

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar con la plataforma MiSeq de Illumina, generando reads pareados de 300
bases con superposicién de la zona central de hasta 50 bases, dando un read fusionado con longitud mdxima de 550 bases.
La longitud de los fragmentos generados en el caso de NoV y HAstV estd entre 400 y 550 bases.

Las bibliotecas se generaron mediante la utilizacion de los kit TrueSeq Nano DNA y Nextera DNA XT para los amplicones
generados para NoV y HAstV y RV, respectivamente.

La primera etapa del pipeline aplicado en el andlisis de NGS fue comun para los tres virus analizados en el presente
proyecto. Esta primera etapa de andlisis consistié del emparejamiento de las lecturas forward y reverse de Illumina
utilizando el algoritmo -merge pairs del programa VSEARCH v2.1 (Rognes et al., 2016). Los contigs resultantes se filtraron
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 v2.1y se descartaron los contigs con mds de 0.5 errores totales
esperados (—fastqg_maxee 0.5). Con el fin de ahorrar tiempo en los andlisis 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.

El mapeo de los contigs contra sus respectivos genomas de referencia se realizé 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 ejecutd 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 taxonémicas operativas (0TUs) utilizando el programa VSEARCH con 0.98% y
0.97% de identidad respectivamente. Finalmente los centroides de cada OTU fueron mapeados contra sus respectivas
secuencias de referencia. Se utilizé el mapeo previo a la definiciéon de OTUs como control para la definicion de los
porcentajes de identidad de la formacidn de las OTUs. Los porcentajes de identidad finalmente utilizados fueron aquellos
para los cuales el mapeo de los centroides resulté en la misma diversidad que el mapeo de los contigs sin agrupar.

Las secuencias correspondientes a los haplotipos reconstruidos por CliqueSNV para RVA y los centroides mapeados de
NoV y HAstV fueron sujetos a andlisis 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 nucleétidos segtn lo seleccionado por la
aplicacién ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), y el soporte de la rama se evalué mediante SH-aLRT con 1000
réplicas. Los darboles filogenéticos se visualizaron utilizando el programa FigTree v1.4
((http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Este estudio se realizé en colaboraciéon con las doctoras Nélida Rodriguez y Daiana Mir de la Unidad de Gendmica y
Bioinformdtica del Departamento de Ciencias Bioldgicas del CENUR Litoral Norte, Sede Salto, UdelaR.

Objetivo especifico N° 4

A continuacion se detallan los pasos planteados para realizar la evaluacion del riesgo de infeccion (QMRA):

Identificacion del riesgo.

Se plantearon dos escenarios posibles de riesgo de infeccidn de los individuos que utilizan las aguas recreacionales.

Para el primero se establecié el QMRA para los nifos y adultos que utilizan las aguas del Balneario Las Cafas en eventos
de bano de inmersién y en el segundo se planteé la utilizacién de las aguas del Rio Uruguay a la altura del Ex Frigorifico
Anglo en Fray Bentos para pesca, considerando el riesgo a través del contacto directo agua mano boca de los pescadores
que frecuentemente se encuentran en ese punto.

Evaluacién de la exposicién al riesgo.

En ambos escenarios se considerd la exposicidn a través de la ruta oral. Los pardmetros determinados fueron los
siguientes.

Bano de inmersion:

La dosis de virus ingerida en esta actividad fue calculada con la siguiente ecuacion:

D =C x 1/R x Tasa de Infectividad x IR x te

C: concentracidén viral, R: tasa de recuperacién viral, IR: tasa de ingestion por tiempo, t: duracidon de la exposicién
(asumida en una hora de bafo).

La tasa de recuperacion viral para RVA es de 33%, para NoV y HAstV es de 53% (Calgua et al., 2013).

Tasa de infectividad para RVA=0,000526 (Tim et al., 2016). NoV=0,054, esta misma tasa fue asumida para HAstV ya que en
la literatura no existen registros de esta tasa (McBride et al., 2013).

El volumen ingerido por nifios fue la media de la distribucién uniforme entre 0 y 154 ml, el volumen ingerido por adultos
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mayores de 18 afos fue la media de la distribucién uniforme entre 0 y 53 ml (Timm et al., 2016).

La probabilidad de infeccién para RVA fue calculada utilizando el modelo de ? Poisson segun la siguiente ecuacion:

Donde N_50 es la dosis infectiva media de 6,17, y el pardmetro ? del modelo ? Poisson es de 0,253 (Chigor et al., 2014).

La probabilidad de infeccién para NoV y HAstV fue calculada utilizando el modelo 1F1 Hipergeométrica con los siguientes
pardmetros:

Donde ?=0,04 y ?=0,055 y D es la dosis de virus ingerida.

Vale resaltar que ambos modelos (? Poisson y 1F1 Hipergeométrica) son especificos para cada virus y son utilizados
indiferentemente del escenario planteado.

Pesca:

En este caso la dosis de virus ingerida en esta actividad fue calculada con la siguiente ecuacién:

d =Cx 1/R x Tasa de Infectividad x QHM

La tasa de ingestion del contacto agua mano boca se determiné mediante la férmula QHM=H x A x fHM, siendo H el film de
agua en la mano (cm2), A es el drea de piel de la mano que toca la boca (cm2) y fHM que es la frecuencia del contacto
mano boca (nimero de contactos/hora) (Poma et al., 2019).

H tiene una distribucién uniforme entre 1,97x10-3 y 2,34x10-3 cm2 (USEPA 2011).

A asume una distribucién uniforme entre 1cm2y 20 cm2 (USEPA 2011).

fHM asume una distribuciéon gama con un ?=2 y ?=0,5 (nifios con media de 1,7 (0-5,6) veces por hora y en nifias con media
de 2,3 (0-6,2) veces por hora). (Freeman et al., 2001).

Las probabilidades de infeccidn se calcularon ajustando los datos a una distribucidn por ndcleos o Kernell y para los
valores de concentracion que por gPCR dieron cero, se plantearon analizarlos en tres escenarios diferentes: el escenario 1
tratd los ceros como ceros, el escenario 2 cambid los ceros por el limite de deteccidon dividido 2 y en el escenario 3 se
reemplazé los 0 por valores simulados con distribucidn uniforme entre 0 y el limite de deteccion.

Todos estos andlisis se realizaron utilizando el programa R Studio®.

Resultados, andlisis y discusién

RVA fue detectado en las aguas residuales en un 50% del total de las muestras analizadas. NoV GI y GII fueron detectados
enun 25% y 36%, respectivamente mientras que HAstV fue detectado en el 39% de las muestras analizadas (Tabla 1).

RVA fue detectado en las aguas superficiales en el 39% de las muestras analizadas, NoV GI no fue detectado, NoV GII fue
detectado solamente en 2 muestras (6%) y HAstV en el 17% de las muestras analizadas. Vale resaltar que el punto del
Frigorifico del Anglo probablemente fue el mds impactado por RVA ya que ahi es el lugar de salida del agua residual de
Fray Bentos al Rio Uruguay (Tabla 2).

RVA en las aguas residuales presentd una media de concentracion de 6,6E+03 cg/L, NoV GI y GII presentaron media de
1,6E+06 y 6,6E+04 cg/L, respectivamente y HAstV presentd una media de 3,0E+04 cg/L (Tabla 3).

En las aguas superficiales observamos para RVA una media de concentracion viral de 6,1E+03 cg/L, NoV GI no fue
detectado, para GII fue de 2,3E+02 cg/L y para HAstV fue de 1,6E+04 cg/L (Tabla 4).

Caracterizaciéon molecular utilizando la metodologia de secuenciacidn por Sanger

Para la caracterizacién molecular por Sanger de Rotavirus utilizamos los genes VP4 y VP7. Para VP4 obtuvimos 2
amplicones que corresponden a la muestra A770 colectada en Salto en diciembre 2017 y la muestra A775 colectada en la
ciudad de Salto en enero 2018. Ambas muestras se agrupan con secuencias de referencia del genotipo P8 y segun el
andlisis filogenético agruparon con una muestra argentina detectada en 2009 (Figura 1).

Figura 1. Andlisis filogenético para la regién parcial del gen VP4 (663 pb) por secuenciacion por Sanger. Se observa el
soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio (ver archivo
de figura).

Los amplicones obtenidos para VP7 corresponden a las muestras A756 de Fray Bentos colectada en setiembre de 2017, la
A742 de Fray Bentos de mayo de 2017 y la muestra A764 de la misma ciudad de agosto de 2017. Estas muestras obtenidas
para VP7 corresponden al genotipo G3 (Figura 2). Se puede observar que nuestras muestras agrupan con muestras del
genotipo G3 detectadas por nuestro grupo en aguas residuales de la ciudad de Salto en 2011y en la ciudad de Melo en 2013.
Figura 2. Andlisis filogenético para la region parcial del gen VP7 (881 pb) por secuenciacidn por Sanger. Se observa el
soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio (ver archivo
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de figura).

En el andlisis filogenético para NoV GI, la muestra A740 de mayo 2017 de la ciudad de Bella Unién agrupa con el genotipo 2.
Las muestras A772 de enero 2018 y A778 de febrero 2018, ambas colectadas en la ciudad de Fray Bentos agrupan juntas
en el clado del genotipo 5. La muestra A754 de agosto 2017 colectada en Fray Bentos mediante el andlisis filogenético fue
caracterizada como genotipo 6. Las muestras A735 de marzo 2017 de Salto y la A741 de setiembre del mismo ano de Fray
Bentos agrupan juntas en el clado de las genotipo 3 donde también se encuentra la muestra A756 de setiembre 2017 de la
ciudad de Fray Bentos. Las muestras A760, A766, A770 de octubre, noviembre y diciembre 2017, respectivamente, todas de
la ciudad de Salto, junto a la A764 de noviembre 2017 colectada en Fray Bentos agrupan dentro del clado del genotipo 7
(Figura 3).

Figura 3. Andlisis filogenético para NoV GI de la regién parcial de VP1 (380 pb) por secuenciacion por Sanger. Se observa el
soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio (ver archivo
de figura).

En la caracterizacidn molecular de las estirpes virales de NoV GII se observa que la muestra A732 colectada en marzo
2017 en Fray Bentos, la A759 de setiembre 2017 de la ciudad de Bella Unién, A758 colectada en Salto en setiembre 2017,
A761 colectada en la ciudad de Bella Unién en octubre 2017 y A736 colectada en Fray Bentos en abril del mismo afo se
clasifican como genotipo 2. La muestra A767 colectada en noviembre 2017 en la ciudad de Bella Unidn corresponde al
genotipo 5. Las muestras A745 de junio 2017 de Salto y la A766 de noviembre 2017 de la misma ciudad agrupan juntas
dentro del clado del genotipo 6. Las muestras A777 de Salto correspondiente a febrero 2018, A778 del mismo mes de la
ciudad de Fray Bentos, A771 colectada en diciembre 2017 en Bella Unién y A742 de la ciudad de Fray Bentos colectada en
mayo 2017 en el drbol filogenético se encuentran dentro del clado del genotipo 4, agrupando con la variante Sydney 2012
(Figura 4).

Figura 4. Andlisis filogenético para NoV GII de la regidn parcial de VP1 (390 pb) por secuenciacidn por Sanger. Se observa
el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio (ver archivo
de figura).

Con respecto a las estirpes secuenciadas de HAstV emergentes podemos observar en el andlisis filogenético de la figura 5
gue tres secuencias agruparon con el genotipo MLB1 con un buen soporte estadistico. Un hallazgo interesante fue que
pudimos detectar una estirpe viral que si bien agrupa con los HAstV cldsicos no pudo ser clasificado con ningun genotipo
previamente definido.

Figura 5. Andlisis filogenético para los HAstV emergentes realizado con la regién de la ARN polimerasa (409 pb) por
secuenciacion por Sanger. Se observa el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras
secuenciadas en este estudio (ver archivo de figura).

Caracterizacion molecular por secuenciacion masiva (NGS)

En la tabla 5 se observa el nimero de reads (VP7 y VP4 de RVA) obtenidos luego de los diferentes pasos de filtrado durante
el andlisis de secuencias para su posterior mapeo y genotipado por andlisis filogenético. La muestra A770 (gen VP4)
obtuvo luego de la secuenciacién 580212 reads que luego de los diferentes filtrados se obtuvieron un final de 49583 reads.
Esta muestra fue colectada en Salto (diciembre 2017), agrupa con el genotipo P8 (Figura 6) al igual que la muestra A775 de
Salto enero 2018, que obtuvo luego del filtrado 29750 reads partiendo de 547242, se obtuvo 1 contig para cada muestra de
VP4,

Figura 6. Andlisis filogenético para la region parcial del gen VP4 (663 pb) por secuenciacidn por NGS (Illumina Miseq). Se
observa el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio
(ver archivo de figura).

Para el gen VP7, los amplicones obtenidos por NGS fueron de la muestra A742 colectada en mayo 2017 que luego del
ensamblado de novo se obtuvo 1 contig, la A746 de junio 2017 de la cual se obtuvieron 2 contigs, la muestra A756 de
setiembre 2017 de la cual se obtuvieron 2 contigs y la muestra A764 colectada en octubre 2017, todas de la ciudad de Fray
Bentos, obteniéndose 3 contigs de esta Ultima. Todos los contigs correspondientes a estas muestras fueron analizados
filogenéticamente y se agruparon con el Genotipo G3, linaje III (Figura 7).

Figura 7. Andlisis filogenético para la region parcial del gen VP7 (881 pb) por secuenciacion por NGS (Illumina Miseq). Se
observa el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT y en rojo las muestras secuenciadas en este estudio
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(ver archivo de figura).

En la tabla 6 se observa la distribuciéon de los reads obtenidos para NoV y HAstV en cada una de las etapas de su
procesamiento. La muestra “NoV GII” contiene los amplicones de las muestras de marzo, abril y mayo de 2017 (aguas
residuales). Se mapearon 11543 reads contra las secuencias de referencia. En la figura 8 observamos que la mayoria de
las secuencias NoV GII agruparon con GII.2 (30 por NGS y 4 por Sanger) seguidas del genotipo GII.4 variante Sidney 2012
(16 por NGS y 4 por Sanger) y GIL.6 (2 por Sanger).

Con respecto al andlisis de NGS de HAstV, en la tabla 6 observamos dos muestras, la muestra HAstV i-p-v contiene
amplicones de muestras procedentes de las estaciones de invierno, primavera y verano mientras que la muestra AstV o
contiene amplicon solo de otofo. En el caso de AstV i-p-v se generaron 4503 reads que fueron utilizados para generar 10
centroides (OTUs) utilizados en el andlisis filogenético. Para la muestra HAstV su utlizaron 9798 reads que generaron 17
OTUs utilizadas en el drbol filogenético. Se detectaron tres genotipos diferentes siendo el MLB1 el mds frecuente (3 por
Sanger, 8 NGS de otofio y 5 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 cldsicos del HAstV-1 (2 por NGS de otofo, 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 HAstV cldsicos no fue posible su definicion en un genotipo existente (Figura 9).

Figura 8. Andlisis filogenético para NoV GII de la regién parcial de VP1 (390 pb) por secuenciacién por Sanger y NGS
(Illumina MiSeq). Se observa el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT, en rojo las muestras secuenciadas
por Sanger y en verde por NGS (ver archivo de figura).

Figura 9. Andlisis filogenético de HAstV emergentes de la region parcial de la ARN polimerasa (409 pb) por secuenciacion
por Sanger y NGS (Illumina MiSeq). Se observa el soporte estadistico en cada rama por el valor de aLRT, en rojo las
muestras secuenciadas por Sanger y en verde y azul por NGS (ver archivo de figura).

Anadlisis cuantitativo del riesgo microbioldgico (QMRA)

La probabilidad de infeccion de RVA para las personas que utilizan con fines recreativos (pesca) las aguas en el punto del
Frigorifico del Anglo ya sea en el escenario 1, 2 0 3, tiene una distribucidn que se encuentra entre 0y 65%. Sin embargo, el
quantil 95% de la distribucién de probabilidad de infeccidn varié de 0% a 45%. Para el Balneario Las Canas, la probabilidad
de infeccidn para los menores de 18 anos que se banan alli estd entre 0 y 50% mientras que para los mayores de 18 afos
la probabilidad de infeccidn en dicho punto se encuentra entre 0 y 38%, ambas probabilidades en cualquiera de los tres
escenarios. El quantil 95% para menores de 18 anos fue de 0% a 45%, mientras que este quantil fue de 0% a 31% para los
mayores de 18 afos (Figura 10).

Figura 10. Andlisis cuantitativo del riesgo microbiolégico de RVA segun el sitio de colecta y actividad y el tratamiento de los
valores no detectados (ver archivo de figura).

En la figura 11 se observa una distribucion de probabilidad de infeccidn para HAstV similar independiente del tratamiento
de los valores no determinados. La probabilidad de infeccidn para la actividad de pesca en el punto del frigorifico del Anglo
vario de 0% 45%, con un quantil al 95% de 0% a 17%. Con respecto a la actividad de bano de personas mayores de 18 anos,
presentan una probabilidad de infeccion de 0 a 18% y un quantil 95% de 0% a 5%. Las personas menores de 18 anos
presentaron una probabilidad mayor de 0 a 38% con un quantil 95% de 0% a 14%.

Figura 11. Andlisis cuantitativo del riesgo microbiolégico de HAstV segun el sitio de colecta y actividad y el tratamiento de
los valores no detectados (ver archivo de figura).

Las probabilidades de infeccion para NoV se calcularon puntualmente (andlisis deterministico):

La probabilidad de infeccidn por NoV para la actividad de pesca para menores de 18 anos fue de 50% y para mayores de 18
anos fue de 48%.

La probabilidad de infeccidén por NoV para la actividad de bafio en el balneario Las Cafas para menores de 18 anos fue de
51% y para mayores fue de 49%.

Conclusiones y recomendaciones

? Se pudo caracterizar genéticamente los tres virus estudiados tanto por secuenciacién Sanger como por NGS.
? En las aguas residuales los tres virus entéricos fueron identificados revelando su circulacién y excrecion en la poblacién
del litoral uruguayo.
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? Para RVA fue evidenciada una baja diversidad génica reflejada en un Unico genotipo para ambos genes estudiados y
ambas metodologias empleadas (Sanger y NGS).

? Con respecto a NoV fue detectada una alta diversidad génica ya que detectamos la co-circulacién de varios genotipos
tanto en el Genogrupo I como en el Genogrupo II.

? Para HAstV interesantemente fueron identificados varios genotipos no solo de los HAstV emergentes sino también de los
cldsicos.

? Los tres virus fueron identificados en las aguas superficiales en una menor frecuencia y concentracién que las aguas
residuales.

? Fue posible determinar el riesgo de infeccidn probabilistico para RVA y HAstV y deterministico para NoV tanto en el
escenario de pesca como en el escenario de bafo de recreacion.

? Existe un riesgo de infeccién considerable para las personas que utilicen las aguas del Rio Uruguay en los sitios
analizados para los tres virus entéricos estudiados revelando el impacto de la transmisién hidrica de las gastroenteritis
virales en Uruguay, en especial en la poblacién menor de 18 anos de edad.

? Este es el primer trabajo realizado en Uruguay donde se determiné la diversidad génica de estos tres virus entéricos por
la tecnologia de Secuenciacidn Profunda (NGS) asi como también el primero en determinar el riesgo de infeccion
probabilistico para estos mismos virus en un balneario tan importante como lo es Las Caias.

? Este proyecto tiene una fortaleza importante con respecto al trabajo interdisciplinario ya que involucré tanto a biélogos,
ingenieros y matematicos generando resultados ampliamente sélidos académicamente.

? Se generd un programa “amigable” para el andlisis de riesgo de infeccidn que facilita la realizacién de estudios de QMRA
para cientificos no formados especificamente en esta drea del conocimiento.

? Como recomendacidn, 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 vehiculacién hidrica
como fue evidenciada a través del riesgo de infeccidn por la utilizacién de las aguas superficiales.
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